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Resumen

Introducción: La integración de tecnologías y conocimientos del laboratorio y la clínica es clave para un diagnóstico preciso 
de las neoplasias hematológicas. En la última década, la secuenciación masiva (NGS, next-generation sequencing) ha per-
mitido caracterizar el perfil molecular de estas enfermedades, identificando mutaciones, variaciones en el número de copias 
y genes de fusión recurrentes. Este avance ha impulsado la actualización de las recomendaciones para el diagnóstico y el 
manejo de los pacientes con neoplasias hematológicas. Las clasificaciones recientes de la Organización Mundial de la 
Salud (OMS), la International Consensus Classification (ICC) y la European LeukemiaNet (ELN) destacan la relevancia de 
los datos genéticos, incorporándolos en sus algoritmos diagnósticos y de estratificación del riesgo. En este contexto, la 
implementación de paneles dirigidos de NGS se recomienda por su capacidad para analizar múltiples alteraciones gené-
ticas. Objetivo: Aunque la NGS está disponible en muchos laboratorios, su uso no está estandarizado y no hay consenso 
sobre la metodología ni los genes a evaluar en cada patología. Material y método: El Grupo de Biología Molecular en 
Hematología (GBMH), en colaboración con un panel de expertos, elaboró esta guía consensuada. Resultados: Se recogen 
los genes de interés según su relevancia clínica y evidencia científica. Conclusiones: Esta guía busca orientar a los profe-
sionales sobre el uso de paneles dirigidos de NGS en la leucemia linfática crónica.
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Introducción

La leucemia linfática crónica (LLC) es una neoplasia 
linfoproliferativa que se caracteriza por la expansión clo-
nal de células B maduras en la sangre periférica, los 
tejidos linfoides secundarios y la médula ósea1. La LLC 
es el tipo de leucemia más frecuente en los adultos de 
los países occidentales, con una incidencia de 4-5 casos 
por 100.000 habitantes y año, aumentando a más de 30 
en las personas mayores de 80 años2,3. Se trata de una 
enfermedad con un curso clínico heterogéneo, de manera 
que, mientras algunos pacientes requieren rápido trata-
miento, en otros la enfermedad es indolente.

Durante los últimos 10 años se han hecho importantes 
avances en la comprensión de la biología de la LLC. 
Estudios exhaustivos mediante técnicas de nueva gene-
ración, como la secuenciación masiva (NGS, next-ge-
neration sequencing), han investigado las características 
genómicas, epigenómicas y transcriptómicas de la 
enfermedad y han permitido identificar las alteraciones 
genéticas somáticas más comunes asociadas con la 
patogenia de la enfermedad4-7. Así, las alteraciones 
genéticas que han configurado los modelos pronósticos 
clásicos de la LLC —del(13q), del(11q)/ATM, del(17p)/
TP53 y trisomía 12— se han expandido rápidamente a 
más de 60 genes y más de 12 variantes estructurales 
recurrentes con el potencial de optimizar la estratifica-
ción del riesgo y desarrollar nuevos algoritmos de trata-
miento para el manejo clínico de los pacientes.

En particular, se ha avanzado en el estudio de las 
alteraciones moleculares asociadas a quimiorresisten-
cia y progresión a formas altamente agresivas. Sin 
embargo, el conocimiento sobre el impacto clínico de 
la mayoría de estas alteraciones todavía es limitado, y 
en la actualidad las recomendaciones incluyen realizar, 

antes de iniciar tratamiento, el estudio en sangre peri-
férica de las alteraciones del(17p), del(13q), del(11q) y 
trisomía 12 por técnicas de hibridación in situ fluores-
cente, así como el estudio de la región variable del gen 
de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGHV) 
y del gen TP53 por técnicas de secuenciación3,8.

Aspectos metodológicos relevantes en la 
leucemia linfática crónica

Tradicionalmente, el estudio del estado mutacional de 
IGHV o hipermutación somática en la LLC se ha realizado 
mediante secuenciación Sanger, que proporciona de una 
manera relativamente sencilla y asequible un resultado 
preciso y fiable en la gran mayoría de los pacientes. 
A pesar de que esta es la metodología más estandari-
zada, tiene algunas limitaciones, pues puede fallar o dar 
resultados difíciles de interpretar9. En este contexto, con 
la incorporación de la NGS en los laboratorios, existe un 
interés creciente en el cambio de metodología y, de 
hecho, las nuevas guías del European Research Initiative 
on CLL (ERIC) incluyen la NGS en sus recomendacio-
nes10. La NGS tiene el potencial no solo de suplir algunas 
de las limitaciones analíticas de la secuenciación de 
Sanger, sino también de ampliar el conocimiento acerca 
de la relevancia clínica y biológica de las inmunoglobuli-
nas en la LLC, ya que proporciona información sobre la 
arquitectura subclonal e intratumoral de la enfermedad. 
Sin embargo, la interpretación de los resultados obteni-
dos mediante NGS es compleja y requiere herramientas 
bioinformáticas especializadas, lo que por el momento 
dificulta su estandarización. Recientemente se ha desa-
rrollado el algoritmo IgCaller, que permite reconstruir y 
caracterizar los reordenamientos de IGHV secuenciados 
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mediante NGS11. Con este algoritmo se pueden analizar 
los resultados obtenidos a partir del genoma completo y 
actualmente ya se ha incorporado a alguno de los pane-
les comerciales de NGS para LLC que incluyen la región 
IGHV.

Respecto a TP53, en la actualidad las técnicas reco-
mendadas para el análisis de mutaciones son tanto la 
secuenciación Sanger como la NGS, y deben reali-
zarse antes de cada línea de tratamiento12, ya que, a 
diferencia de IGHV, el estado mutacional de TP53 es 
inestable y sujeto al dinamismo de la enfermedad. Hay 
que tener en cuenta que la sensibilidad de la secuen-
ciación Sanger está alrededor del 10-20%, por lo que 
no permite detectar alteraciones subclonales. La NGS 
puede alcanzar mayor sensibilidad, llegando a detectar 
alteraciones entre el 1% y el 5%, límite que varía 

dependiendo de la tecnología empleada. Se ha demos-
trado que la detección por NGS de mutaciones con 
baja frecuencia en TP53 puede tener impacto clínico 
en los pacientes con LLC13-15. En la misma línea, la 
dinámica de evolución clonal de mutaciones en otros 
genes recurrentes en la LLC, como NOTCH1, SF3B1 
y ATM, también podría tener impacto clínico16.

En este contexto, las aproximaciones convenciona-
les como la secuenciación de Sanger están siendo 
desplazadas por técnicas de NGS no solo con el fin de 
aumentar la sensibilidad, sino también por su versati-
lidad para analizar múltiples genes a la vez, ya que en 
la LLC, además del análisis mutacional de IGHV y de 
toda la región codificante de TP53, se recomienda el 
análisis de otros genes recurrentemente mutados. 
Estos genes de interés se detallan en la tabla 1 y han 

Tabla 1. Genes para incluir en los paneles de secuenciación masiva (NGS, next‑generation sequencing) en la 
leucemia linfática crónica

Gen Secuencia de 
referencia

Regiones de estudio Valor clínico

Diagnóstico Pronóstico Tratamiento Predisposición 
hereditaria

Genes obligatorios
TP53 
IGH 

NM_000546.5 –  Región codificante completa 
Región VDJ

 X
 X

 X
 X

 X

Genes asociados a 
resistencia a 
tratamientos

BCL2 
BTK 
PLCG2 

NM_000633.2 
NM_000061.2 
NM_002661.5 

Región codificante completa 
Exones 14‑16 
Exones 17‑30

 X
 X
 X

Genes 
recomendados

ATM 
BIRC3 
IGL 
NOTCH1 
SF3B1 

NM_000051.4 
NM_001165.5 – 

NM_017617.5 
NM_012433.3 

Región codificante completa 
Región codificante completa 
IGLV3‑21‑IGLJ 
Exón 34 y región 3’ UTR 
Exones 14‑16, 18

 X
 X
 X
 X
 X

Genes opcionales
BRAF 
CHD2 
DDX3X 
EGR2 
FBXW7 
IKZF3 
KRAS 
MED12 
MYD88 
NFKBIE 
NRAS 
POT1 
RPS15 
SAMHD1 
SETD2 
SPEN 
XPO1 

NM_004333.6 
NM_001271.4
NM_001356.5
NM_000399.5
NM_033632.3
NM_001257408
NM_004985.5
NM_005120.3
NM_002468.5
NM_004556.3
NM_002524.5
NM_015450.3
NM_001018.4
NM_015474.3
NM_014159.7
NM_015001.3
NM_003400.4 

Exones 11, 15 
Región codificante completa
Región codificante completa
Región codificante completa
Región codificante completa
Exón 4
Exones 2, 3
Región codificante completa
Región codificante completa
Región codificante completa
Exones 2, 3
Región codificante completa
Región codificante completa
Región codificante completa
Región codificante completa
Exón 11
Exones 15, 16

 X
 X
 X
 X
 X
 X
 X
 X
 X
 X
 X
 X
 X
 X
 X
 X
 X
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sido consensuados por los expertos de LLC del Grupo 
de Biología Molecular en Hematología (GBMH) en fun-
ción de su relevancia clínica y evidencia científica. En 
la tabla suplementaria 1 se recogen la frecuencia y la 
relevancia de todos estos genes en la LLC.
Los genes que se deben incluir en los paneles de NGS 
para LLC han sido clasificados en diferentes categorías 
según los siguientes criterios:
-	Genes obligatorios: se han considerado como genes 

obligatorios aquellos cuyo estudio es necesario para 
la toma de decisiones clínicas según los algoritmos 
vigentes de tratamiento de los pacientes con LLC3,8.

-	Genes asociados a resistencia al tratamiento: se han 
considerado dentro de esta categoría los genes 
cuyas alteraciones constituyen un mecanismo de 
resistencia demostrado a la terapia dirigida, y el estu-
dio mutacional es altamente recomendable ante la 
sospecha de progresión o no respuesta bajo trata-
miento con los correspondientes inhibidores (véase 
el apartado «Utilidad clínica de los estudios de pane-
les de NGS en la leucemia linfática crónica»).

-	Genes recomendados: se han considerado como 
genes recomendados aquellos cuyas mutaciones tie-
nen impacto pronóstico bien documentado en la lite-
ratura, pero que todavía no se han incorporado en la 
práctica clínica (véase el apartado «Utilidad clínica 
de los estudios de paneles de NGS en la leucemia 
linfática crónica»).

-	Genes opcionales: se han considerado como opcio-
nales toda una serie de genes cuyas variantes tam-
bién son recurrentes en la LLC, pero con menor nivel 
de evidencia acerca de su impacto clínico. Dada la 
baja frecuencia de la mayoría de estas alteraciones, 
el estudio de estos genes se considera interesante 
para la generación de nuevo conocimiento y la 
potencial confirmación de su valor clínico (véase el 
material suplementario).
En cuanto al estudio de variaciones en el número de 

copias por NGS, la tecnología todavía no está suficien-
temente estandarizada y de momento no reemplaza a 
las técnicas convencionales, como la hibridación in situ 
fluorescente, que siguen siendo el método de referen-
cia para el análisis de las regiones 13q, 11q, 17p y 
cromosoma 12 en la LLC, aunque algunos paneles 
comerciales ya las incluyan en su análisis.

Utilidad clínica de los estudios de paneles 
de NGS en la leucemia linfática crónica

A pesar de que solo el estudio de TP53 y de IGHV 
se ha implementado en la práctica clínica de la LLC de 

forma generalizada, se han descrito otras alteraciones 
con valor pronóstico, entre las cuales destacan las que 
afectan a NOTCH1, SF3B1, ATM y BIRC3. Además, 
con la aparición de los nuevos tratamientos con inhibi-
dores de las vías de BTK y BCL2 (ibrutinib, acalabru-
tinib, zanubrutinib, venetoclax), se han detectado 
mutaciones en los genes BTK, PLCG2 y BCL2 que son 
predictivas de resistencia a la terapia con dichos 
fármacos.

Utilidad clínica de las alteraciones 
genéticas de TP53

Las alteraciones genéticas en TP53 —del(17p) o 
mutaciones— provocan pérdida de función de la pro-
teína y pueden aparecer en el momento del diagnóstico 
o durante la evolución de la enfermedad, y suelen 
seleccionarse tras distintas líneas de tratamiento. Los 
pacientes con LLC y alteraciones en TP53 presentan 
pobre respuesta a los tratamientos estándar de qui-
mioinmunoterapia, siendo el factor pronóstico más des-
favorable en los análisis multivariados, asociado a una 
supervivencia libre de progresión (SLP) y una supervi-
vencia global (SG) claramente disminuidas17-19. Las 
nuevas terapias dirigidas con inhibidores de BTK o de 
BCL2 han representado un avance en el tratamiento 
de los pacientes con alteraciones en TP53 y ahora son 
el tratamiento de elección (Guías del Grupo Español 
de LLC). Actualmente, estos pacientes de alto riesgo 
(tanto en primera línea como refractarios o en recaída) 
presentan respuestas favorables al tratamiento y unos 
tiempos de supervivencia más largos20-23. En conclu-
sión, las alteraciones de TP53 representan un factor 
pronóstico y predictivo, y deben analizarse siempre 
antes de iniciar cualquier línea de tratamiento3.

Utilidad clínica del estado mutacional de 
la región variable del gen IGHV

Las recomendaciones actuales incluyen realizar la 
determinación del estado mutacional de IGHV antes de 
iniciar el primer tratamiento, teniendo en cuenta que su 
valor no varía durante el curso de la enfermedad3,8. El 
estado mutacional de IGHV permite estratificar a los 
pacientes con LLC en dos grupos principales: pacien-
tes sin mutación (IGHV-NM), con una identidad con la 
línea germinal igual o superior al 98%, y pacientes con 
mutación (IGHV-M), con una identidad menor del 98%. 
El estado de IGHV tiene valor pronóstico, siendo los 
pacientes con IGHV-NM los que presentan un menor 
tiempo hasta el primer tratamiento.
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En caso de transformación de la LLC a linfoma de 
alto grado (síndrome de Richter), se recomienda ana-
lizar el reordenamiento de IGH en la biopsia para com-
probar si el linfoma está o no clonalmente relacionado. 
Además, el estado de IGHV también tiene valor pre-
dictivo de respuesta al tratamiento.

Actualmente, la quimioinmunoterapia ha dejado de 
ser una opción prioritaria en la mayoría de las guías 
clínicas, incluso en pacientes con IGHV mutado, en 
quienes se considera preferente el uso de terapias 
dirigidas, como la combinación de venetoclax y obinu-
tuzumab como tratamiento limitado en el tiempo. En 
cuanto al resto de los tratamientos aprobados en pri-
mera línea y recomendados como primera opción por 
el Grupo Español de LLC (ibrutinib, acalabrutinib, zanu-
brutinib, venetoclax-obinutuzumab e ibrutinib-veneto-
clax)24, se han observado diferencias en la duración de 
la respuesta en función del estado mutacional de 
IGHV, especialmente en los esquemas de tratamiento 
finito. En particular, los pacientes IGHV-NM tratados 
con venetoclax-obinutuzumab o con la combinación 
ibrutinib-venetoclax (como se demostró en el estudio 
GLOW) presentan una menor duración de la respuesta 
en comparación con aquellos con IGHV-M24-26.

Hasta un tercio de los pacientes con LLC presentan 
secuencias de IGHV estereotipadas, casi idénticas, y 
se pueden clasificar en subsets, algunos de los cuales 
tienen valor pronóstico independiente del estado muta-
cional. Actualmente, el grupo europeo ERIC reco-
mienda informar al menos los subsets con valor 
pronóstico demostrado, como son el #2 (IGHV-NM e 
IGHV M, muy mal pronóstico) y el #8 (IGHV-NM, muy 
mal pronóstico, alto riesgo de transformación a sín-
drome de Richter)10. Recientemente se ha descrito que 
la mutación en el codón R110 en la cadena IGLV3-21 
identifica un subgrupo agresivo de LLC independiente 
del estado mutacional de IGHV, y que todos los casos 
del subset #2 presentan esta mutación27.

Utilidad clínica de las mutaciones de BTK, 
PLCG2 y BCL2

Las mutaciones en los genes BTK, PLCG2 y BCL2 
constituyen un mecanismo de resistencia a los nuevos 
fármacos dirigidos ibrutinib, acalabrutinib, zanubrutinib 
y venetoclax. Por ejemplo, los inhibidores covalentes 
de BTK, como ibrutinib, acalabrutinib y zanubrutinib, 
son susceptibles a la mutación C418S, mientras que las 
alteraciones en BTK y PLCG2 son recurrentes en los 
pacientes con LLC que progresan tras tratamiento con 
inhibidores covalentes de BTK, como ibrutinib, y no 

están presentes en muestras previas al tratamiento28,29. 
Además, se han identificado mutaciones adquiridas en 
BTK tras el tratamiento con inhibidores no covalentes 
de BTK, distintas de las identificadas con ibrutinib30. 
Estas incluyen mutaciones que afectan los codones 
T474 y L528W, que confieren resistencia al pirtobrutinib. 
De acuerdo con la evidencia, ante la sospecha de pro-
gresión o no respuesta con ibrutinib, se recomienda el 
estudio mediante NGS de los exones 14-16 del gen BTK 
y de los exones 17-30 del gen PLCG2.

Por otra parte, las alteraciones en BCL2 son espe-
cialmente frecuentes en los pacientes con LLC que 
progresan tras tratamiento con venetoclax y no están 
presentes en el momento del diagnóstico ni antes del 
inicio de la terapia31,32. Ante la sospecha de progresión 
o no respuesta con venetoclax, se recomienda el estu-
dio completo de la región codificante del gen.

Utilidad clínica de otras mutaciones 
génicas: ATM, BIRC3, NOTCH1 y SF3B1

Existen otras mutaciones con impacto pronóstico, pero 
hasta el momento no han sido incorporadas en la prác-
tica clínica. A continuación, se describen aquellos genes 
cuya relevancia clínica ha sido bien documentada.

Cabe señalar que el impacto pronóstico, en particular 
en términos de SG, ha sido establecido principalmente 
en estudios realizados en el contexto de tratamientos 
con quimioinmunoterapia. Su valor pronóstico en el 
escenario de terapias dirigidas aún no está completa-
mente determinado y requiere mayor validación.

ATM

El gen ATM es una región diana de la del(11q). De 
hecho, en el 30-40% de los pacientes con LLC la dele-
ción va acompañada de mutación33. Las mutaciones 
de ATM se han relacionado con menor supervivencia 
libre de tratamiento y peor SG33,34. Los estudios han 
señalado que es la inactivación bialélica la que real-
mente tiene impacto en la SLP y la SG35, si bien existen 
trabajos discrepantes16, por lo que se necesitan series 
más amplias para confirmar estas asociaciones.

BIRC3

BIRC3 es un miembro de la familia de proteínas 
inhibidoras de la apoptosis (c-IAP2), cuyas mutaciones 
truncan la proteína impidiendo la degradación de 
MAP3K14, lo que implica la activación no canónica de 
la vía del factor nuclear kappa B. La presencia de 
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mutaciones en la LLC se relaciona con IGHV-NM, tri-
somía del cromosoma 12 y del(11q), región en la que 
está ubicado el gen36. Algunos estudios lo han aso-
ciado con menores SLP y SG36,37, aunque existe dis-
cordancia al respecto16,38,39. Además, las mutaciones 
de BIRC3 también se han relacionado con refractarie-
dad a la quimioterapia36-38.

NOTCH1

La mutación más frecuente en el gen que codifica el 
receptor NOTCH1 (c.7541_7542delCT) afecta al domi-
nio PEST, impidiendo su degradación por la vía del 
proteasoma y resultando en un receptor truncado y 
permanentemente activo. Un efecto similar consiguen 
las mutaciones en el dominio 3’ UTR, que ocurren con 
menor frecuencia40. Las alteraciones en NOTCH1 se 
asocian a IGHV-NM, trisomía del cromosoma 12, esta-
dio avanzado, peor supervivencia y mayor riesgo de 
transformación a síndrome de Richter41-43. Diversos 
estudios han confirmado su asociación con menor 
tiempo hasta el primer tratamiento y peor SG; sin 
embargo, su impacto en la SLP no está claro43. Los 
pacientes con NOTCH1 mutado expresan niveles más 
bajos de CD20 y no se benefician de la adición de 
rituximab, pero sí de obinutuzumab en terapias combi-
nadas19,44. También se ha asociado con enfermedad 
medible residual positiva en pacientes tratados con 
venetoclax más rituximab45,46.

SF3B1

Las mutaciones en el gen que codifica el compo-
nente del espliceosoma SF3B1 afectan a una región 
altamente conservada en el dominio C-terminal, inter-
firiendo en la interacción de la proteína y el ARN. 
Diversos estudios clínicos han destacado el impacto 
pronóstico independiente de las mutaciones en SF3B1 
en el tiempo hasta el primer tratamiento, la SLP y la 
SG43,47-50, e incluso se ha asociado a menor tiempo 
hasta el primer tratamiento en una cohorte de pacien-
tes Binet A con IGHV-NM51.

Índices pronósticos

Hasta la actualidad, el índice pronóstico más utilizado 
para clasificar a los pacientes con LLC ha sido el 
International Prognostic Index for Chronic Lymphocytic 
Leukemia (CLL-IPI)52. Este índice permite predecir el 
tiempo hasta el primer tratamiento, la SLP y la SG en 

pacientes tratados con quimioinmunoterapia, y los dos 
factores con mayor impacto pronóstico son, por orden, 
la presencia de alteraciones en TP53 (deleciones o 
mutaciones) y la ausencia de mutaciones de IGHV. Sin 
embargo, en la actualidad, la mayor parte de los pacien-
tes son tratados con los nuevos inhibidores de BTK y 
BCL2. Algunos autores han desarrollado índices pre-
dictivos para pacientes que reciben estos fármacos, en 
los cuales parece que las alteraciones de TP53 man-
tienen su valor pronóstico y predictivo, pero el impacto 
del estado mutacional de IGHV no es concluyente53.
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