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Resumen

LEUCEMIA LINFATICA CRONICA, EVOLUCION CLONAL Y
MONITORIZACION MOLECULAR

Actualmente la estratificacion prondstica de los pacientes con Leucemia Linfatica Crénica (LLC) se
basa en el indice prondstico LLC-IPI, que integra marcadores clinicos, citogenéticos y bioldgicos,
principalmente el estudio de la regidn variable del gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas
(IGVH) y el estado mutacional del gen TP53. Durante los Ultimos 10 afios, se han hecho importantes
avances en la comprension de la biologia de la LLC. Exhaustivos estudios mediante técnicas
secuenciacion de nueva generaciéon (NGS), han diseccionado las caracteristicas gendmicas,
epigendmicas y transcriptomicas de la enfermedad y han permitido identificar las alteraciones genéticas
mas comunes asociadas con el desarrollo, la progresion y la resistencia a los tratamientos
convencionales, y desarrollar nuevas herramientas prondsticas, y novedosas terapias dirigidas. Aun asi,
la LLC ilustra el desafio que la evolucién del cancer plantea a la oncologia moderna: a pesar de las
terapias altamente efectivas, la leucemia evoluciona y puede reaparecer, a corto o largo plazo. De
hecho, en el contexto de la inmunoquimioterapia (IQT), la evolucion clonal después de la terapia es la
reglay no la excepcion, mientras que, a pesar del alto nivel de efectividad clinica de las terapias dirigidas
(TD), la progresidon de la enfermedad con lbrutinib se aprecia como el resultado de la adaptacién del

tumor a la resistencia a la terapia.

A dia de hoy, se desconoce en qué medida los pardmetros clinicos y las alteraciones clonales
impactan sobre la evolucion de la enfermedad, vy si su estudio puede guiar las decisiones terapéuticas.
A fin de profundizar en el conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la LLC, el objetivo
principal de esta tesis ha sido analizar el impacto en la evolucion clonal de las variables clinicas,

biolégicas y moleculares con valor prondstico y/o predictivo potencial en la LLC.

Para ello, se realizdé un estudio observacional retrospectivo en el que se incluyeron un total de
96 pacientes diagnosticados de LLC/LLCP entre 1999 y 2020 no tratados, de los que se describieron las
principales caracteristicas clinicas y bioldgicas de la enfermedad, asi como las fechas de progresion,
administracion de tratamiento, y respuesta al mismo. Se caracterizd en la muestra basal y en 302
muestras de seguimiento, el estado mutacional de TP53, SF3B1, BIRC3, NOTCH1, MYD88, XPO1, EGR2,
POT1, NFKBIE, ATM y FBXW?7, con 4 paneles independientes, OG-CLL, OG-CLL2, OG-TP53 y OG-ATM, de
tecnologia paired-end 150x2 de lectura corta de Illumina mediante secuenciacién de nueva generacion
(NGS). Se determind el clonotipo y estado mutacional IGVH por Secuenciacion Sanger (Sseq), y en
paralelo por NGS a partir de una estrategia de preparacidn de librerias y una herramienta de andlisis B-

MyRepCLL propia. Se disefid y valido el panel IBR-R por un procedimiento de lectura corta y sistemas
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lllumina NGS, para la detecciéon de mutaciones en los genes BTK y PLCy2 asociados a resistencias a
Ibrutinib. La evaluacion de la enfermedad medible residual (EMR) por citometria de flujo, se realizé en
muestras de SP con la combinacion de 8 colores y los marcadores celulares CD19, CD20, CD5, CD43,

CD79b, CD81 y CD3 en un FACSCanto Il Becton-Dickinson Biociences.

Los resultados muestran la importancia de la caracterizacion genética en el estadio inicial de la
enfermedad por la técnica de NGS expuesta. Conocer el patron genético, ha permitido evaluar la
fraccidn alélica secuencial de cada mutacién como indicador de la capacidad evolutiva de la enfermedad
a corto y largo plazo, siendo el fundamento de la asociacidn potencial entre una dinamica clonal
temprana y una respuesta adversa a segln qué tipo de tratamiento administrado y en funcién del
tiempo. En concreto, las mutaciones secuencialmente adquiridas en los genes TP53 y SF3B1, y la
del(17p13), han revelado el patron de evolucién mas relacionado con el mecanismo de resistencia
molecular a la IQT, mientras que el aumento de carga, en el contexto de la terapia con lbrutinib, se ha
asociado a otros genes driver, como SF3B1 y NOTCH1, y con una relacion indirecta entre TP53mut v la
competencia clonal. Ademas, la implementacién del panel IBR-R, ha permitido detectar la_ mutacidn en
el gen BTK p.Cys481Ser meses antes de la recaida clinica, lo que refuerza el papel de estas mutaciones

como elementos centrales de la resistencia a Ibrutinib.

El método desarrollado de preparacion de librerias in house del locus IGH por NGS y la
herramienta especifica B-MyRepCLL, ha demostrado ser altamente robusto en la anotacion de los
reordenamientos VDJ y en la deteccidn del repertorio inmunogenético, con respecto a la técnica gold-
estdndar en la actualidad, la Sseq. Este avance en la inmunogenética ha servido para detectar la
enfermedad medible residual con mayor sensibilidad y rastrear las poblaciones de células B clonales, su

dindmica y caracteristicas moleculares.
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1 Introduccion

La hematopoyesis es el proceso dindmico mediante el cual el organismo obtiene el repertorio
completo de células sanguineas a partir de células progenitoras multipotentes, las células madre

hematopoyéticas (Hematopoietic Stem Cells, HSC) (Rodrigues et al., 2020).

La capacidad de autorrenovacién y diferenciacion en multiples linajes de las células madre
hematopoyéticas en la médula ésea (MO), hace posible la produccion permanente de todas las células
sanguineas. Los avances en gendmica, la secuenciacion de nueva generacion (Next-Generation
Sequencing, NGS) y los mapeos integrados de célula Unica o single-cells, han revelado que la
hematopoyesis mds que un proceso jerarquico como se pensaba originalmente (Orkin & Zon, 2008), es
un proceso continuo y menos unilineal (Figura 1.1) (Liggett & Sankaran, 2020; Buenrostro et al., 2018;

Jacobsen & Nerlov, 2019).
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Figura 1.1 Modelos de evolucidn de la hematopoyesis. A) Modelo cldsico; B) Modelo continuo; C) “Punctuated continuum”, comparte algunas
de las transformaciones fenotipicas del modelo clasico, pero los estados celulares son conjuntos heterogéneos de células (Liggett &
Sankaran, 2020).

Las células progenitoras multipotentes (Multipotent Progenitor Cells, MPP), descendientes
inmediatos de las HSC, tienen potencial de linaje completo pero capacidad limitada para la

autorrenovacién. Las MPP dan lugar a progenitores oligopotentes: progenitores mieloides comunes
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(Common Myeloid Progenitors, CMP) y progenitores linfoide-mieloide (Lymphoid/Myeloid Progenitor,
LMPP) (Doulatov et al., 2010). Los CMP se diferencian en progenitores de granulocitos/macréfagos
(Granulocyte/Macrophage  Progenitors, GMP) y  progenitores eritroides/megacariociticos
(Megakaryocyte/Erythroid Progenitors, MEP), que dan lugar a progenitores y precursores maduros. Las
LMPP son capaces de generar tanto GMP como los progenitores linfoides comunes (Common Lymphoid

Progenitors, CLP), que se diferencian en precursores de células B, Ty NK.

El éxito de este proceso se basa en la interaccion sinérgica entre el propio programa de
diferenciacion codificado genéticamente y una serie de factores intrinsecos y extrinsecos, entre los que
se incluye el microambiente, factores de transcripcidon especificos y estado metabdlico intracelular

(Rodrigues et al., 2020).

La pérdida de homeostasis en la autorrenovacion y diferenciacién de las HSC, junto con una
proliferacién incontrolada de las células progenitoras derivadas, promueve la expansién clonal del
sistema hematopoyético y el origen de la leucemogénesis y linfomagénesis (Kennedy & Barabé, 2008;
Warner et al., 2004). La transformacién maligna implica la adquisicién de una serie de cambios genéticos
y epigenéticos que subvierten los programas normales de desarrollo celular, generando un clon

neoplasico con propiedades de crecimiento desregulado (Ramos & Martins, 2021).

1.1 Linfopoyesis: desarrollo de los linfocitos B.

La linfopoyesis es el proceso de formacién y maduracién de la serie linfoide, a partir de células
progenitoras CLP. Los dérganos linfoides primarios, o centrales son: el timo, donde tiene lugar el
desarrollo de los linfocitos; y la MO, donde ocurre lo equivalente para linfocitos o células B (Zehentmeier

& Pereira, 2019).

El desarrollo de los linfocitos B es complejo e implica varios pasos de diferenciacion controlados
por una serie de factores de transcripcion que interactian con el microambiente celular. En MO, los
primeros estadios del desarrollo de las células B, se caracterizan por el reordenamiento de los loci de la
cadena pesada (Heavy, H) y cadena ligera (Light, L) de las inmunoglobulinas, (IGH e IGL,
respectivamente), por el proceso conocido como recombinacién genética. Es un mecanismo aleatorio,
en el que se seleccionan y ensamblan regiones génicas para conformar una inmunoglobulina exclusiva
y Unica. Esta estructura queda anclada en la membrana de la célula B (inmunoglobulina de membrana,
mlg), constituyendo el componente esencial del receptor transmembrana de la célula B (B-cell receptor,
BCR). El receptor BCR juega un papel clave en el desarrollo de la célula B, e interviene en la respuesta
inmune adaptativa, de la mano de su capacidad de reconocimiento antigénico (Figura 1.2) (Burger &

Wiestner, 2018a).
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Figura 1.2 Descripcion general del desarrollo de células B. Orden cronoldgico de los estadios de células B en la médula dsea (izquierda) y los
drganos linfoides secundarios (derecha). Se representa el paso especifico en el que se produce cada reordenamiento del gen de la
inmunoglobulina (Adaptada de las plantillas de BioRender.com).

Durante la diferenciacién de las CLP en células pro-B, tiene lugar también el reordenamiento
gradual de los segmentos génicos que expresan la cadena IGH precursora, y su asociacidon con una
molécula similar a IGL (Surrogate Light Chain, SLC), para conformar el receptor pre-B (pre-B cell receptor,
pre-BCR) (Smith & Roman, 2010). La expresion de pre-BCR inicia la progresion hacia las etapas de células
pre-B e induce el reordenamiento completo de la cadena IGL. La adquisicion de un BCR funcional,
compuesto por la combinacién Unica de IGH e IGL para la conformacién de la inmunoglobulina (IG),
distingue a las células B inmaduras de sus precursores de células pre-B, y es en este punto donde los
precursores de linfocitos B han alcanzado la etapa final del desarrollo independiente de antigeno

(Burger & Wiestner, 2018; Eibel et al., 2014; Nemazee, 2017; Surova & Jumaa, 2014).

En esta etapa, el BCR tiene ya capacidad de reconocimiento antigénico, y los antigenos (Ag) con
los que intercatla en el microambiente de la MO, son casi siempre autoantigenos (galectina-1). Resulta
imprescindible alcanzar la especificidad y evitar la autorreactividad, es por ello que los linfocitos B se
someten a varios puntos de control durante la linfopoyesis para determinar su nivel de autorreactividad,
proceso conocido como tolerancia central, y mediada por mecanismos de anergia, e induccién de

apoptosis celular (Melchers, 2015; Winkler & Martensson, 2018).

Los linfocitos B naive, con un BCR inocuo, salen de la MO y completan su maduracién en la
periferia, donde la diferenciacion en los diversos subconjuntos de células B (células B del manto folicular,
de la zona marginal, y del centro germinal) estd determinada por las distintas influencias
microambientales de los dérganos linfoides secundarios (bazo, ganglios linfaticos y tejido linfoide)
(Rickert, 2013). La gran mayoria de las células B inmaduras, recirculan a través de la sangre y las regiones
foliculares de los érganos linfoides, hasta el reconocimiento de un Ag afin. Estos linfocitos B activados,
migran a los organos linfoides secundarios, donde se desarrollan por un proceso dependiente o

independiente del centro germinal, en respuesta al encuentro con el Ag (De Silva & Klein, 2015).
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Los centros germinales (Germinal Centers, GCs) se localizan dentro de los foliculos de los
6rganos linfoide secundarios. Son estructuras microanatdomicas formadas por acumulos de células B
activadas, denominadas centroblastos, con alta capacidad proliferativa. Los centroblastos, tienen una
afinidad por el Ag que adquieren a través de una segunda ronda de diversificacién de los genes de las
inmunoglobulinas, impulsada por dos procesos simultdneos: la hipermutacién somatica (Somatic
Hypermutation, SHM), y la conmutacion de cambio de inmunoglobulina (Class-Switch Recombination,
CSR). La proliferacion dependiente de afinidad, selecciona positivamente los ahora centrocitos,
caracterizados por un BCR de alta afinidad antigénica, para dar lugar a células B de memoria y células
plasmaticas. Las primeras, circulan por todo el organismo en busca de la neutralizacién de los Ags por
los que sus BCRs tienen alta afinidad. En cambio, las células plasmaticas, secretan anticuerpos
especificos (Ab, o también conocidos como inmunoglobulinas solubles, slg), y migran a la MO, donde

pueden residir indefinidamente (Nakagawa & Calado, 2021; Victora & Nussenzweig, 2022).

Los linfocitos B de la zona marginal, presentes en el bazo y algunos tejidos linfoides, a menudo
expresan BCR con baja afinidad, polireactivos, y pueden responder rapidamente a los antigenos
microbianos; mientras que las células B del manto, son linfocitos B de menor tamafio, e inactivos, que
se extienden como un manto en torno al centro germinal, y presentan un bajo indice proliferativo (Kersy

et al., 2021; Rossi et al., 2022).

BCR es una molécula de superviviencia clave en la ontogenia del linfocito B normal, dado que
incluso en ausencia de estimulacion antigénica, la sefializacion basal (o tonica) de BCR es indispensable,
pero también lo es para la mayoria de las neoplasias malignas de células B puesto que las mutaciones
gue acompafian a la transformacion de células B malignas a menudo afectan a la red de sefializacién de

BCR (Reed, 2022; Shaffer et al., 2012).

1.1.1  Neoplasias de linfocitos B maduros: Linfomas no Hodgkin.

Las neoplasias de células B, por lo general, conservan las caracteristicas clave de su célula de
origen, incluidas las especificas de la etapa de diferenciacion del precursor de la neoplasia hematoldgica

(Kppers, 2005).

El término leucemia se refiere a la expansion clonal de células malignas en médula ésea, lo que
cldsicamente resulta en un nimero elevado de células del linaje afectado, en la sangre circulante y, en
ciertas neoplasias linfoides, la proliferacién celular anormal en el tejido linfatico. Generalmente se
clasifican en dos tipos segun el linaje, linfoide o mieloide, y el estado de maduracion celular, agudo o

cronico.
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Los linfomas son neoplasias de linfocitos By T bien diferenciados, que tipicamente se presentan
como masas malignas en el tejido linfatico. Las neoplasias linfoides maduras, se clasifican en tres grupos:
neoplasias de células B maduras, neoplasias de células T o natural killer (NK) maduras, o linfomas
Hodgkin (Hodgkin’s Lymphoma, HL). Colectivamente, los linfomas no Hodgkin (Non-Hodgkin’s
Lymphomas, NHLs), un grupo heterogéneo de mas de 60 subtipos, abarcan las neoplasias de células B

y T/NK (Tabla 1.1) (Alaggio et al., 2022; Bispo et al., 2020).

Neoplasias de células B maduras

Proliferaciones pre-neopldsicas o neoplasicas de linfocito pequefio
Linfocitosis B monoclonal
Leucemia linfocitica crénica/ Linfoma Linfocitico de célula pequefia

Leucemias y linfomas de células B esplénica

Linfoma linfoplasmocitico

Linfoma de la zona marginal

Linfoma Folicular

Linfoma cutdneo centrofolicular

Linfoma de células del manto

Transformacién de linfomas de células B indolente

Linfomas B de células grandes

Linfoma Burkitt

Linfomas y proliferaciones linfoides de células B asociadas a KSHV/HHV-8

Linfomas y proliferaciones linfoides asociadas con inmunodeficiencia y desregulacion

Linfoma de Hodgkin
Tabla 1.1 Clasificacion preliminar de la OMS (59 edicidn) (Alaggio et al., 2022).

La mayoria de los linfomas no Hodgkin de células B (B cell Non-Hodgkin’s Lymphomas, B-NHL)
se desarrollan a partir de células B maduras del GC o que han pasado por el GC. La inestabilidad
gendmica asociada con los procesos de SHM y CSR durante el transito de GC, aumenta la susceptibilidad

a la transformacion maligna.

En el caso de la leucemia linfocitica cronica (LLC), el origen celular es controvertido: la presencia
de reordenamientos clonales de IG, junto con la expresién de marcadores de superficie celular
especificos, sugiere que la LLC deriva de una célula B madura que se caracteriza por una expresion débil
de marcadores de células B, aunque no estd claro si los linfocitos B LLC son pre-GC o post-GC (Figura

1.3) (Bosch & Dalla-Favera, 2019; Kippers, 2005).
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Figura 1.3 Origen celular de los linfomas de células B asociado con las etapas del desarrollo de los linfocitos B. LLC: Leucemia Linfocitica
Cronica; LCM: Linfoma de células del manto; LEZM: Linfoma esplénico de la zona marginal; LF: Linfoma folicular; LDCGB: Linfoma difuso de
células grandes B; LB: linfoma de Burkitt; Linfoma MALT: Linfoma de la zona marginal extranodal del tejido linfoide asociado a mucosas.
(Adaptada de las plantillas de BioRender.com).

1.1.2 Seiializacién mediada por BCR en los linfocitos B: activacion crénica en neoplasias
linfoides.
Como se ha mencionado, la sefializacién a través del BCR es fundamental para el desarrollo y
mantenimiento de las células B. A la luz de las numerosas vias proliferativas y de supervivencia activadas
a partir del BCR, no sorprende que las células B malignas involucren a este receptor para promover su

crecimiento y supervivencia (R. M. Young & Staudt, 2013).

El BCR esta formado por una inmunoglobulina de membrana unida de forma no covalente a un
heterodimero compuesto por CD79a (protein-a, Iga) y CD79B (protein-6, Ig6). Ademas, esta asociado a
correceptores que regulan positivamente la sefial a través de CD21, CD19 y CD81; y a correceptores

negativos o inhibidores de sefial, el receptor Fc de la Ig (fcRIIB) y la molécula CD22.

Através del BCR, se generan dos tipos de sefiales: una sefial continua basal denominada 'ténica’,
independiente de la unién al antigeno; y una sefializacion “crénica” en respuesta al reconocimiento
antigénico. Estas sefiales, promueven la seleccion, proliferacion y supervivencia de las células B a través

de distintas vias de activacion: MAPK, NFAT, AKT/mTOR, NF-kB y BCL-2 (ten Hacken & Burger, 2014).

El BCR estd conectado a una red de quinasas y fosfatasas que regulan y amplifican su activacion.
La activacion de BCR dependiente de antigeno, comienza a través de la fosforilacion de los motivos de
activaciéon basados en inmunoreceptores de tirosina (tyrosine-based activation motifs, ITAMs) de CD79a

y CD79B, por la accidn de tirosin quinasas de la familia Src, entre las que se encuentran LYN, FYN y BLK.
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Estos eventos, estan asociados con la oligomerizacion y el crecimiento en microclusters de BCR,
lo que promueve el reclutamiento y activacion de otras quinasas, en concreto SYK (Spleen Tyrosine
Kinase). Por un lado, SYK induce la fosforilacién de RAS, que se une y activa la quinasa RAF, para que,
posteriormente active MEK1 y MEK2, localizados inmediatamente a continuacion de la quinasa

relacionada con la sefial extracelular (ERK)1/2 (Muzio et al., 2008).

Por otro lado, la activacion de SYK, induce la de la proteina enlazadora de células B (B cell linker
protein, BLNK), de la tirosina quinasa de Bruton (Bruton Tyrosine Kinase, BTK) y de la fosfolipasa Cy2
(Phospholipase Cy2, PLCy2). BLNK permite que SYK fosforile BTK, aunque en el reclutamiento de BTK,

también participa de manera paralela la sefializacion ténica de BCR (Burger & Wiestner, 2018).

En la sefializacién ténica de BCR, el correceptor positivo CD19 participa en la activacién de la via
PI3K-AKT y a la induccion de la supervivencia. Tras la fosforilacion de los dominios citoplasmaticos de
CD19 por LYN, la enzima fosfoinositido 3-quinasa (Phosphoinositide 3-kinase, PI3K), es reclutada y
activada, para generar una molécula lipidica que actla como segundo mensajero, la fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato (Phosphatidylinositol-3,4,5-TriphosPhate, PIP3), a partir de la fosforilacion del fosfolipido
de membrana PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-bisPhosphate). PIP3, es esencial para el reclutamiento de

BTK y la activacion de PLCy2 (Burger & Wiestner, 2018; Hus et al., 2022).

La activacion de PLCy2, hidroliza PIP2 para generar inositol trifosfato (/nositol trisPhosphate,
IP3) y diacilglicerol (DiAcylGlycerol, DAG). La unién de IP3 a su receptor, un canal de calcio localizado en

el reticulo endoplasmatico (RE), inicia la movilizacién del calcio (Ca2+) al citosol celular.

El Ca2+ por un lado, activa la fosfatasa calcineurina (CN), la cual defosforila y activa el factor de
transcripcion NFAT (nuclear factor of activated T cells); la accién conjunta del Ca2+ y DAG, activan la
proteina quinasa CB (Protein Kinase C, PKCB), la cual fosforila el adaptador de la proteina CARD11
(caspase recruitment domain-containing protein 11) para la activacién del factor nuclear-kB (Nuclear
Factor-kB, NF-kB); por ultimo, los niveles Ca2+ regulan la apoptosis celular (Figura 1.4) (Debant et al.,

2015).
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La apoptosis, es el proceso de muerte celular programada. Durante la activacion del linfocito B,
la proteina anti-apoptdética BCL-2 (B-cell lymphoma 2) tiene un papel determinante en la consolidacién
de la supervivencia celular. BCL-2, actla en dos compartimentos celulares diferentes, la mitocondria y
el RE. El mecanismo mds descrito de BCL-2 es su accidén sobre sus heterdlogos, las moléculas
proapoptoéticas como BAX (Bcl-2-associated X protein), localizadas en la mitocondria. La inhibicion de la
apoptosis por BCL-2 también es mediada en el RE, a través de la inhibicion de la actividad del receptor
de IP3. Esta inhibicion, limita la liberacion de Ca2+ al citosol, promoviendo la proliferacion mientras que

es insuficiente para desencadenar la apoptosis (Figura 1.4) (Ferrer & Montserrat, 2018).

En el caso de la LLC, se han descrito numerosas moléculas propias que actlan como
autoantigenos (galectina-1, de las células estromales), asi como antigenos externos, de los que las
células de LLC son reactivas. Este hallazgo, podria explicar la activacién crénica de la via BCR, evidencia
que se ve particularmente en las células de LLC aisladas de los ganglios linfaticos, las cuales
normalmente muestran altos niveles de expresion de genes diana de BCR y NF-kB y expresan moléculas
de sefializacién de BCR activados constitutivamente, incluido LYN, SYK, PI3K y BTK entre otras. Es

importante destacar que la activacion aumentada de estas moléculas se correlaciona con la inhibicién
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de la apoptosis espontadnea, lo que sugiere un papel favorable en la supervivencia de las sefiales BCR

(Efremov et al., 2020).

1.2 Leucemia Linfatica Cronica (LLC).
1.2.1 Caracteristicas de la LLC: definicidn y criterios diagndsticos.

La leucemia linfocitica crénica (LLC), es una neoplasia de célula B madura que se caracteriza por
la proliferacién y acumulacion de linfocitos B monoclonales en sangre periférica (SP), MO, tejidos
linfoides, y/o dreas extraganglionares. Como consecuencia cursa con linfocitosis, infiltracién de células

leucémicas en la médula, linfadenopatias y organomegalias (Alaggio et al., 2022).

Es la leucemia en adultos mas comun en los paises occidentales, si bien, es menos frecuente en
Asia y relativamente rara en Japon y Corea, lo que sugiere la implicacion de factores genéticos ligados a

la raza (Hallek & Al-Sawaf, 2021; Kipps et al., 2017).

Con una incidencia de 4,7 casos por cada 100.000 habitantes por afio, representa el 1,1% de
todos los canceres en EEUU (estadisticas de “The Surveillance E, and End Results (SEER) Program of the
National Cancer Institute. Cancer Stat Facts: Leukemia—Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL), 2022").
El riesgo de padecer LLC, es aproximadamente dos veces mayor en hombres que en mujeres (6,4 per
100,000 hombres; 3,4 per 100,000 mujeres), y la prevalencia es superior en zonas donde la poblacién
estd mas envejecida, con una mediana de edad al diagndstico de 70 afios (Eichhorst et al., 2021;

Chiorazzi et al., 2021).

La LLC se diagnostica por la presencia de >5 x10%/L linfocitos B clonales en SP durante al menos
3 meses; 0 por la presencia de su variante no leucémica, el linfoma linfocitico de células pequefias
(LLCP). El desarrollo de la LLC a menudo estd precedido por un estado precursor no sintomatico llamado
linfocitosis de células B monoclonales (LBM), definido como un recuento de células B monoclonales <5

x10%/L con el fenotipo tipico de LLC (Tabla 1.2) (Alaggio et al., 2022).

Caracteristica LBM LLCP LLC

Recuento células B clonales <5x10%/L  <5x10%L >5 x109/L
Linfoadenopatias/Organomegalia - + -/+
Citopenia - - -/+

Tabla 1.2 Criterios diagndsticos para LBM, LLCP y LLC. Linfocitosis de células B monoclonales (LBM), linfoma
linfocitico de células pequefias (LLCP), leucemia linfatica cronica (LLC) (Adaptacidn de Alaggio et al., 2022).

Aproximadamente, el 50-70% de los pacientes con LLC se diagnostican de forma accidental, al
detectar una linfocitosis absoluta en el hemograma. En ocasiones, se acompafia de sintomas B (fiebre,
sudores nocturnos o pérdida de peso) (Eek et al., 2021; Tresckow et al., 2019). La linfoadenopatia es el

hallazgo mas comun en la exploracién fisica, detectandose en el 70-80% de los casos. Un 50% de los
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pacientes presentan organomegalias, de las que la esplenomegalia varia de ser apenas palpable a

masiva, mientras que la hepatomegalia es menos frecuente.

La enfermedad resulta de la acumulacion de linfocitos neopldsicos pequefios y maduros, que
coexpresan marcadores esenciales de superficie o citoplasmaticos CD5, CD19, CD20, CD23 y expresion

débil de inmunoglobulinas de superficie (Hallek et al., 2018; Rawstron et al., 2018).

A pesar de esta homogeneidad fenotipica, la evolucidn clinica y biolégica es muy heterogénea:
algunos pacientes presentan una enfermedad agresiva que requiere tratamiento poco después del
diagndstico y/o pueden sufrir una transformacién histoldgica a un linfoma agresivo, usualmente linfoma
difuso de células grandes (LDCGB), conocido como sindrome de Richter; mientras que otros cursan de

forma indolente con supervivencia prolongada (Eichhorst et al., 2021).

1.2.2 Prondstico en la LLC: estimacion en situaciones de incertidumbre.

Se denomina factor prondstico a toda situacién, condicidon o caracteristica que proporciona
informacion prospectiva de la evolucién del paciente, independientemente del tratamiento
administrado. Generalmente refleja la biologia subyacente y la historia natural de la

enfermedad (Gaidano & Rossi, 2017; Zenz, Frohling, et al., 2010b).

1.2.2.1 Estadiaje clinico: estadios de Rai y Binet.

El sistema de estadificacion Rai define: estadio 0, enfermedad de bajo riesgo, en presencia de
linfocitosis con células leucémicas en la sangre y/o la médula (células linfoides >30 %); estadio | o Il,
como enfermedad de riesgo intermedio, con linfocitosis, adenopatias palpables o no en cualquier
localizacion, y esplenomegalia y/o hepatomegalia; enfermedad de alto riesgo, en pacientes con anemia
relacionada con la enfermedad (definida por un nivel de hemoglobina (Hb) inferior a 11g/dL) (estadio
1) o trombocitopenia (definida por un recuento de plaquetas inferior a 100 x10°/L) (estadio 1V) (Rai et

al., 1975).

De forma similar, el sistema de estadificacion de Binet se basa en el nimero de areas afectadas,
definidas por la presencia de adenopatias de mas de 1cm de didmetro u organomegalia, si hay anemia
o trombocitopenia. Las dreas de compromiso consideradas son: cabeza y cuello, axilas, ingles, bazo
palpable e higado palpable. El sistema de estadificacion Binet define: estadio A, como Hb >10g/dL y
plaguetas > 100 x10°/L y hasta dos &reas ganglionares involucradas; estadio B, como Hb >10g/dL y
plaguetas > 100 x10%/L y organomegalia mayor que la definida para el estadio A (tres o mas areas
ganglionares); estadio C, como Hb <10g/dL y/o un recuento de plaquetas de menos de 100 x10°/L (Binet
et al., 1981).
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1.2.2.2 Beta-2-microglobulina.

La beta-2 microglobulina (B2M), es una proteina extracelular que se expresa en células
nucleadas y se asocia de forma no covalente con la cadena B del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase I. En la LLC, se correlaciona con marcadores de proliferacion rapida,
como la expresidon elevada de LDH, CD38 y ZAP70, y con la sintesis de proteinas, pudiendo reflejar la
presencia de un clon proliferativo mas “activo” (Parikh & Shanafelt, 2016). De hecho, un valor el f2M
elevado (23,5 mg/L) al diagndstico, se asocia de forma independiente con un menor tiempo hasta el
primer tratamiento (time-to-first-treatment, TPT) y una menor supervivencia global (Overall Survival,

SG) (Parikh & Shanafelt, 2016; Thompson, O’Brien, et al., 2016a).
1.2.2.3 Componentes de BCR.

Aunque los sistemas de puntuaciéon de Rai y Blnet, y los marcadores séricos todavia se usan en
la practica clinica, no son suficientes para dilucidar el prondstico en el contexto de la heterogeneidad
de la LLC. M3s recientemente, el desarrollo de nuevas técnicas y la mejora de la caracterizacion genética
y molecular de la LLC, han generado una plétora de biomarcadores prondsticos que han demostrado

ser Utiles en la estratificacién del riesgo del paciente (Hallek & Al-Sawaf, 2021).

1.2.2.3.1 Gen de lasinmunoglobulinas: regién variable de la cadena pesada de las IG.

La heterogeneidad bioldgica de la LLC, en parte, se puede atribuir al origen inmunogenético de
la enfermedad (Almasri et al., 2022). Parte de la exclusividad del BCR de cada células B, se debe al
proceso de recombinacién genética que sufren los complejos génicos de IGH e IGL (Kappa, IGK o
Lambda, |GL) durante el desarrollo de las células B en la MO: complejo variable (Variable, V), diversidad

(Diversity, D) y unién (Joining, J); VDJ para las cadenas pesadas y VJ para las cadenas ligeras.

En el locus de la IGH, localizado en el cromosoma 14g32.33, es considerablemente mas
complejo que los grupos de cadenas ligeras. Los aproximadamente 80 segmentos del gen VH, se pueden
agrupar en 7 familias diferentes de segmentos génicos relacionados, y de estos, aproximadamente 39
son funcionales. Ademas, hay 27 segmentos del gen DH y 6 segmentos del gen JH (Figura 1.5A)

(Schroeder & Cavacini, 2010).

Este mecanismo de recombinacién, es iniciado por dos genes Ragl y Rag2, cuyos productos
actlan sinérgicamente en la union de los segmentos V, D, J. Las proteinas RAG reconocen secuencias
sefial de recombinacién (Recombination Signal Sequences, RSS) que flanquean todas las unidades
génicas V, D y J e introducen roturas de doble cadena (DNA Double-Strand Breaks, DSBs) en el ADN
(acido desoxirribonucleico), adyacentes a las RSS. La recombinacién comienza con la unién de un

segmento del gen DH a un JH, seguido por la yuxtaposicion de un elemento VH al extremo amino-
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terminal del intermediario DJ. De esta manera, las DSBs se reparan mediante la unién de extremos no
homologos. Durante este proceso de corte y empalme, la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal
(Terminal deoxynucleotidy!l Transferase, TdT), agrega nucledtidos aleatorios en las uniones, conocidos

como nucledtidos N, aumentando asi la diversidad del repertorio de IGH (Soulas-Sprauel et al., 2007).

La conjuncién del complejo reordenado V(D)J de la IGH e IGL, conforma el fragmento variable
(Fv) del BCR. Las regiones de Fv, que entraran en contacto estrecho con el Ag, tras el reconocimiento
antigénico, son las denominadas regiones determinantes de complementariedad (Complementarity
Determining Regions, CDR). En concreto, CDR3 de IGH, es el epitopo mas hipervariable en longitud y
estructura, por ser la region que acumula mayor nimero de DSBs y de nucledtidos N (Dunn-Walters et

al., 2018).

Como se ha mencionado, tras la activacion por exposicidén a un Ag afin del linfocito B, se genera
diversidad BCR adicional por el proceso de hipermutacion somatica (Somatic Hypermutation, SHM). En
concreto, la enzima deaminasa de citosina inducida por activacién (Activation Induced Cytosine
Deaminase, AID), introduce mutaciones, sobre todo, de nucledtido Unico, en la regién V(D)J a una tasa
de 103 cambios por par de bases por ciclo celular. Estas mutaciones estadn preferiblemente presentes
en las CDR, dando lugar a BCR que se seleccionan para aumentar la capacidad de unién a antigeno en

los GC, garantizando asi la maduracién por afinidad (Figura 1.5 By C) (Hengeveld et al., 2021).

El paso final de diversificacion del gen IG es la conmutacién del cambio de inmunoglobulina o
CSR también llamado conmutacién del isotipo, es un proceso en el que se cambia la region constante
de la IGH, modificando asi la funcién de la IG sin alterar su especificidad antigénica (Figura 1.5 By C)

(Soulas-Sprauel et al., 2007).

1.2.2.3.1 Estado mutacional de IGVH: origen celular y subtipos.

El estado SHM del gen de la regidn variable de IGH (IGVH), resulta clave en la estratificacién del
riesgo en la LLC (Sutton et al., 2017). Es una entidad genética Unica que permanece estable a lo largo de
la evolucidn de la enfermedad, y es independiente de otros parametros clinicos y bioldgicos (Baliakas et

al., 2015).

Los pacientes con SHM limitado o nulo (no mutado, U-LLC) generalmente muestran una forma
agresiva de LLC, con inferior SG y TPT (40% de los casos); mientras que aquellos con una carga de SHM
significativa (mutado, M-LLC) siguen un curso mas indolente (60%). Sin embargo, los casos con una
IGVH3-21 son la excepcidn, puesto que, independientemente del estado mutacional, presentan una SG
similar a la de los casos no mutados (Figura 1.6) (Chiorazzi & Stevenson, 2020; Damle et al., 1999;

Hamblin et al., 1999; Tobin et al., 2002).
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Tal y como se subraya en las recomendaciones del grupo ERIC (European Research Initiative on

CLL),

el valor de cut-off del 98% de similitud u homologia con respecto a la linea germinal

(reordenamiento en ausencia de SHM), se emplea para estratificar a los pacientes como M-LLC (<98%)

0 U-LLC (298%) (Agathangelidis et al., 2022).
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Estas dos entidades bioldgicas en la LLC, surgen de linfocitos B en diferentes etapas de
maduracion: estado mutacional U-LLC, similar al mostrado por las células B inmaduras pre-GC con un
repertorio restringido de variabilidad en la IGH; estado mutacional M-LLC, derivado de linfocitos B

maduros post-GC que sufrieron SHM tras el reconocimiento antigénico.

Sin embargo, la estructura molecular del BCR en la LLC tiene importancia mas alla de su estado
mutacional. A pesar del fundamento biolégico que refuerza la hipervariabilidad de BCR, su repertorio
en LLC estd sesgado. Hay reordenamientos IGVH constituidos por segmentos génicos mas
representados, como es el caso de la familia de genes VH1, VH3 y VH4, y en concreto los subtipos IGVH1-
69, IGVH4-34, y IGVH3-21; mientras que otros, rara vez representan el clon patoldgico (IGVH7) (Fais et
al., 1998; Johnson et al., 1997).

A dia de hoy, la evidencia molecular mas sdlida que respalda el impulso de determinados
antigenos en la seleccion y activacién de clones patoldgicos en la LLC, surgid del hallazgo de que
subgrupos de pacientes no emparentados, portan |G BCR idénticos o casi idénticos, un fendmeno que
no puede atribuirse Unicamente al azar y que se denomina "estereotipia" (Agathangelidis et al., 2012).
Aproximadamente el 30% de los pacientes con LLC, presentan BCRs estereotipados distribuidos en
subconjuntos (o subsets), con presentacion, curso y evolucion clinica similares, incluida la respuesta al
tratamiento, y con un background bioldgico comun de la enfermedad (Tabla 1.3) (Agathangelidis et al.,

2021; Jaramillo et al., 2020).

Subset (frecuencia) Estado mutacional Genes IG Mutaciones driver Evolucidn Clinica

IGVH3-21/(DH)/IGJH6

~9 €30 i . ) .
Subset #2 (~2,5-3%) U-LLCy M-LLC IGVL3-21 SF3B1y ATM Muy agresiva (1,9 afios)
Subset #1 (~2,2%) U-LLC IGVH1-5 >I7C-/;|\§5KDl|-—|369>19/ IGIH4 NOTCH1, TP53 y NFKBIE Muy agresiva (1,6 afios)
IGVH4-34/IGDH5-18/IGJH6 ~
~10, -
Subset #4 (~1%) M-LLC IGKV2-30 ND Indolente (11,0 afios)
Subset #8 (~0,5%) U-LLC IGVH4-39/IGDH6-13/IGIH5 NOTCH1 y trisomia 12 Muy agresiva (1,5 afios). Riesgo SR

IGKV1-39

Tabla 1.3 Caracteristicas clinicas y bioldgicas de los subsets mayoritarios en LLC. ND: no determinado. SR: Sindrome de Richter.

En concreto, el subset #2, es el subconjunto estereotipado mas representado en LLC, constituye
~2,5-3% de todos los pacientes y ~5,5% de los pacientes que requieren tratamiento. Esta compuesto
de cadenas pesadas y ligeras codificadas por los genes IGVH3-21 e IGVL3-21, respectivamente, y en su
mayoria, presenta estado mutacional M-LLC (~60-65%), aunque independientemente del estado
mutacional, tiene prondstico desfavorable (Gerousi et al., 2021). Recientemente, Stamatopoulos B. y
colaboradores, en paralelo con los nuevos hallazgos del grupo aleman, Maity P. et al, han demostrado
gue la presencia de una mutacién adquirida (denominada R110) en IGVL3-21, estimula la sefializacion
auténoma de BCR, y definen un nuevo subgrupo de prondstico desfavorable, independientemente de

gue pertenezca o no al subset #2 (Maity et al., 2020; Stamatopoulos et al., 2018).
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El subset #8, representa el 0,5% de los casos, y esta caracterizado por el reordenamiento no
mutado de IGH, IGVH4-39/IGDH6-13/IGJHS, y el reordenamiento IGL, IGKV1(D)-39/IGKJ2. Los pacientes
pertenecientes al subset #8, presentan un curso clinico muy agresivo, y tienen mayor riesgo de

desarrollar sindrome de Richter (Jaramillo et al., 2020).

1.2.2.3.2 Otros factores de riesgo relacionados con la activacion de BCR.

La molécula CD38, es una glicoproteina transmembrana, implicada en la regulacién del
crecimiento celular y la diferenciacion de los estadios del desarrollo de los linfocitos B. Se encuentra
altamente expresada en los linfocitos B maduros activados por el Ag, e inicialmente sus niveles se
correlacionan con U-LLC. Esta correlacidn ha sido objeto de controversia, dada la variacion en los niveles

de expresion de CD38 a lo largo de la evolucién de la enfermedad (Damle et al., 1999).

La proteina ZAP-70 es una tirosina quinasa de la familia SYK/ZAP-70, expresada
preferentemente en los linfocitos de linaje T/NK. Aun asi, ZAP-70 se expresa aproximadamente en la
mitad de los casos de LLC, en particular aquellos U-LLC que tienen una enfermedad clinica relativamente
agresiva. Ello, podria deberse a que la expresion de ZAP-70 es capaz de mejorar la sefializacién de BCR

al facilitar el reclutamiento de otras quinasas, como SYK (Wiestner et al., 2003; Zhang & Kipps, 2014).

Si bien se definen como factores de riesgo, su impacto prondstico no ha podido demotrarse en

estudios prospectivos.

1.2.2.4  Alteraciones citogenéticas en LLC: FISH (fluorescence in situ hybridization) y cariotipo.

El cariotipo complejo, definido por la presencia de >3 alteraciones en el mismo clon, es un
indicador de inestabilidad gendmica, presente en 15% de los pacientes al diagndstico alcanzando el 30%
con el tratamiento, y descrito como potencial marcador prondstico de refractariedad (Puiggros et al.,

2017; Rigolin et al., 2012).

En los afios 2000, Donher H. y colaboradores, reportaron que casi el 80% de los casos de LLC al
diagndstico presentaban cuatro aberraciones recurrentes detectadas por FISH, con potencial prondstico
y gque permitian agrupar a los pacientes en diferentes grupos de riesgo: la pérdida parcial de los
cromosomas 13q, 11qy 17p [del(13qg14), del(11g22), del(17p13), respectivamente], y la ganancia de
cromosomas completos, como la trisomia 12 (+12). En concreto, 80% de los casos presentan entre Oy
2 alteraciones del niumero de copias y el 20% restante alberga >3 (Dohner et al., 2000; Ljungstrom &

Baliakas, 2021).

Al diagnéstico, las mas comunes son las del(13g14), seguidas de la trisomia 12 y las deleciones
de del(11g22)y del(17p13). La presencia de del(13g14) se asocia con prondstico favorable similar al de

los pacientes con un cariotipo normal. Cuando la trisomia 12 esta presente como anomalia Unica o en

33



Introduccion

presencia de deleciones de 13g14, se asocia con un riesgo de enfermedad intermedio. En cambio, las
del(11g22) y del(17p13) estan asociadas con un riesgo de enfermedad desfavorable (Gonzdlez-Gascon

Y Marin et al., 2018).

Las del(11g22) comUnmente abarcan el gen ATM, que juega un papel crucial en el
mantenimiento de la estabilidad gendmica y la coordinacién de la respuesta al dafio del ADN. La
incidencia es alrededor del 5-20% en LLC al diagndstico o al inicio de tratamiento y es significativamente
mas comun en pacientes con enfermedad recidivante o refractaria. La del(17p13) se encuentra en
aproximadamente el 3-8% de los casos, aunque puede aumentar hasta el 30% en pacientes tratados
con quimioterapia y con LLC refractaria. Los pacientes con del(17p13) se incluyen en la categoria de
peor prondstico, mostrando una SG y una supervivencia libre de progresion (SLP), mas cortas (Hallek et

al., 2010; Rossi et al., 2013).

Sin embargo, las aberraciones cromosdmicas no son responsables de toda la heterogeneidad
clinica de la LLC. Entonces se asumia que las mutaciones en ciertos genes, como TP53, incluido en la
regién del(17p13), no ocurrian en ausencia de delecion. Fue en la década de 2010, cuando se agreg6 a
los estudios citogenéticos, informacién molecular a nivel mutacional (Puiggros et al., 2014; Zeng,

Vollmer, et al., 2010c).

1.2.2.5 Relevancia pronostica del gen TP53: guardidn del genoma.

El gen TP53, también conocido como el "guardidn del genoma", es un gen supresor de tumores,
ubicado en el brazo corto (p) del cromosoma 17 (17p13.1). Codifica un factor de transcripcion, la
proteina p53, que participa en el control de la proliferaciéon celular y en la induccion de la respuesta

celular al dafio en el ADN.

A diferencia de otros genes supresor de tumores, las mutaciones mas comunes y mejor
caracterizadas en el gen TP53, son de tipo missense (70-80%), un tipo de mutacién puntual no sinénima
que provoca un cambio en el aminodcido codificado. Estas mutaciones missense se encuentran con
mayor frecuencia en el dominio de unién al ADN (80-90%), codificado por los exones 4-8, especialmente
en 6 hotspots (codones R175, G245, R248, R249, R273 y R282). Se han detectado otras mutaciones de
diversa naturaleza: nonsense, mutacion sin sentido que provoca la aparicion de un coddén de
terminacién prematuro (5-7%); frameshift, inserciones o deleciones que provocan un cambio en la
pauta de lectura de la proteina (5-7%); in-frame, inserciones o deleciones que conservan la pauta de
lectura de la proteina (<5%); splite site, mutacion que altera la regidon de splicing de la proteina (<5%),
sindnimas donde el aminoacido codificante no se ve afectado (<5%). Este tipo de mutaciones pueden

comprometer la funcionalidad de la proteina p53, bien impidiendo su actividad transcripcional por verse
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afectado el dominio de unidon al ADN; o directamente alterando la estructura tridimensional de la

proteina (Duffy et al., 2022).

La del(17p13) y/o mutaciones en el gen TP53, puede provocar la inactivacién completa del locus
de TP53. La causa mas comun, es el resultado de la combinacion de mutacién de TP53 y del(17p13),
gue representa hasta dos tercios de todas las aberraciones de TP53. Sin embargo, las mutaciones de
TP53 también ocurren en ausencia de del(17p13) en aproximadamente el 5% de los pacientes no
tratados y se asocian con un prondstico desfavorable, similar al curso de la enfermedad observado en
pacientes con del(17p13). Mas especificamente, aproximadamente el 90% de los pacientes con
del(17p13) portan una mutacion TP53; por el contrario, solo el 60-70% de los pacientes con mutacién
TP53 también albergan del(17p13) (Malcikova et al.,, 2018). El impacto prondstico adverso de
del(17p13) enla SG en pacientes con LLC, se conoce desde hace ya mas de 20 afios (Déhner et al., 2000),
mientras que el impacto de las mutaciones puntuales del gen aparecid mas recientemente, y esta

también asociada a una SG similar (Zenz, Eichhorst, et al., 2010a).

En base a las evidencias, el analisis de las aberraciones de TP53 por NGS se ha incorporado en
la practica diagndstica rutinaria para mejorar la estratificacidon de los pacientes y optimizar las decisiones
terapéuticas. De manera similar que para la determinacion del estado mutacional de IGVH, el consorcio
ERIC, proporciona recomendaciones para garantizar que el andlisis se realice de manera oportuna para
todos los pacientes que requieren tratamiento y que los datos se interpreten y notifiquen de manera

consistente, estandarizada y precisa (Malcikova et al., 2018).
1.2.3 Modelos prondsticos integrados: estratificacion del riesgo.

Ademas, de los sistemas de Rai y Binet (Binet et al., 1981; Rai et al., 1975) se han incorporado
con mayor o menos éxito, otros sistemas de estadificacion prondstica que combinan caracteristicas
bioldgicas, como el nomograma MDACC (Wierda et al., 2007), el modelo GCLLSG (Pflug et al., 2014) y

LLC-IPI (Indice prondstico internacional LLC) (Tabla 1.4) (International LLC-IPI working group, 2016).

1975 1981 2007 2014 2016
Estadio Rai Estadio Binet Nomograma MDACC GCLLSG LLC-IPI
- - Edad Edad Edad
= = Sexo Sexo =
- - p2M B2M B2M
= = Estadio clinico = Estadio clinico
Linfocitosis - Linfocitos abs Dell7py delllq Del17p/mut TP53
Linfoadenopatias y NUmero de dreas NUmero de dreas Estado mutacional Estado mutacional
organomegalias afectadas afectadas IGVH IGVH
Anemia Anemia - K -
Trombocitopenia Trombocitopenia - ECOG -

Tabla 1.4 Factores de riesgo de los modelos prondstico cldsicos o sistemas de estadificacidn. TK: timidina quinasa; ECOG: Escala de evaluacién
de la calidad de vida del paciente (Eastern Cooperative Oncology Group, ECOG); Abs: absolutos.
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Factores pronéstico

Puntuacién

Edad >65 afios
Estadio clinico >0
Beta 2 microglobulina >3,5 mg/d
Estado mutacional IGVH no mutado

del17p y/o mut TP53

1 punto
1 punto
2 puntos
2 puntos

4 puntos

Grupos de riesgo

Puntuacion

Bajo
Intermedio
Alto
Muy alto

0-1
2-3
4-6
7-10

Tabla 1.5 indice pronéstico LLC-IPI.

Actualmente, el mejor y mas validado modelo pronéstico, es el indice Prondstico Internacional

LLC (LLC-IPI). EI LLC-IPI se desarrolld al identificar cinco marcadores prondstico independientes que

predijeron la SG y TPT: la edad, el estadio clinico, la B2M, aberraciones en el gen TP53 (del(17p13) y/o

mutaciones) y el estado mutacional de IGVH (Tabla 1.5) (Yun et al., 2020). A cada biomarcador, se le

asignd una puntuacion: edad >65 (puntuacion de 1), estadio Rai =1 (puntuacién de 1), 2M =3,5 mg/dl

(puntuacion de 2), IGVH no mutado (puntuacién de 2) y presencia de del17p13 por mutacién FISH o

TP53 (puntuacion de 4). En base a la puntuacion, se pudieron identificar cuatro grupos de riesgo, desde

pacientes que no deben ser tratados al mostrar muy buen prondstico sin terapia (bajo riesgo); hasta

pacientes de muy alto riesgo (Figura 1.7) (Eichhorst et al., 2021; Hallek et al., 2018).
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Figura 1.7 Curvas Kaplan-Meier de tiempo hasta el primer tratamiento TPT. A) 205 pacientes con LLC diagnosticados en el Hospital Clinico
Universitario de Valencia entre 1986 y 2016. B) Clinica Mayo en los ultimos 15 afios (adaptacién de (International LLC-IPI working group,

2016).

1.2.4 Prediccion en LLC: |lo que se espera que puede suceder.

Un factor predictivo es una condicion o hallazgo que anticipa la eficacia diferencial de una terapia

en particular, segun el estado de un marcador, es decir, los pacientes con presencia o ausencia

de un marcador concreto, responderan de manera diferente a un tratamiento especifico.
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1.2.4.1 Estrategia terapéutica en la LLC.

Durante décadas, el armamento de tratamiento en la LLC se limitaba a quimioterapia citotoxica
con agentes alquilantes y analogos de purina. La incorporacién de la inmunoguimioterapia (IQT) basada
en el anticuerpo monoclonal anti-CD20, con Rituximab fue un paso decisivo (Hallek et al., 2010). El
estudio CLL8 establecié la IQT con Fludarabina, Ciclofosfamida y Rituximab (FCR), como la terapia de
primera linea estandar para pacientes con LLC jovenes sin comorbilidades (Fischer et al., 2016). El
ensayo CLL10 demostrd que el régimen de Bendamustina y Rituximab (BR) es menos activo que el FCR,
pero con mejor tolerancia y ofrecia una supervivencia similar, siendo una alternativa aceptada para
pacientes mayores y/o con comorbilidad (Eichhorst et al., 2016). Posteriormente, se incorporaron
nuevos anticuerpos anti-CD20, Ofatumumab y Obinutuzumab (Goede et al., 2014; Wierda et al., 2010).
Sin embargo, los resultados en pacientes con defectos en la via p53, por del(17p13) y/o mutacidén TP53

continuaban siendo desalentadores (Fischer et al., 2011; Thompson, Tam, et al., 2016b).

Afortunadamente, los resultados son mas favorables con las nuevas terapias dirigidas (TD):
Ibrutinib, inhibidor de BTK (iBTK); Idelalisib, un inhibidor de la PI3K (iPI3K); y un antagonista de la
proteina Bcl-2, Venetoclax (Figura 1.8) (Byrd et al., 2014; Furman et al., 2014; Roberts et al., 2016).

Anti-CD20 CCR1,
antibodies grﬁlRéCRS
CCL3 T cell
ELL CD20, and CCL4 OO
~ cell 08 A
= { CD4oL
Pl '
@YADY, 67K and PI3K ¢
Soluble BTK inhibitors
antigen oYK N\
CLL cell survival

and proliferation

B BCL-2 ./
ago JV Integrins
A ==

F d
BAFT:(“ PI3K bito
BTK
BCMA xcra <o
©) CXCRS

° (?0 o Surface

antigen
BAFF APRIL

Figura 1.8 Dianas terapéuticas en la LLC. Receptores y vias de sefializacion sobre los que acttan los agentes terapéuticos tradicionales
(anticuerpos anti-CD20) y los nuevos agentes (Ibrutinib, Idelalisib, Venetoclax) (Adaptacion de Burger & O’Brien, 2018b).

Nurse-like cell

1.2.4.2 Biomarcadores prondstico con valor predictivo: los mads prometedores.

Si el papel prondstico del estado mutacional de IGVH estd bien consolidado, su importancia
como marcador predictivo, en términos de respuesta al tratamiento, es un logro mas reciente, tal y
como se refleja en las gufas International Workshop on CLL (iwCLL) de 2018 (Hallek et al., 2018), y las

de ESMO CLL 2021 (Eichhorst et al., 2021), en las que se recomienda estudiar el estado mutacional IGVH
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antes del inicio de tratamiento. Esta indicacion se origind, al menos en parte, a partir de los resultados
del ensayo CLL8 (Fischer et al., 2016), en el que se demostrd que pacientes con M-LLC tratados con
esquema FCR, mantienen una remision de la enfermedad a largo plazo, lo que se traduce en una meseta
en la curva de SLP, sin recaidas mas alld de los 10 afios y con una SG similar a la esperada en sujetos
sanos. A diferencia de lo que se ha observado con IQT, los estudios con agentes dirigidos no identifican
diferencias relevantes en términos de profundidad y duracién de la respuesta entre M-LLC y U-LLC, lo
gue beneficia el rescate del subgrupo mas agresivo, U-LLC. El mismo beneficio se documentd en el

subgrupo de pacientes U-LLC con el inhibidor de BCL-2 (Al-Sawaf et al., 2020; Munir et al., 2019).

De la misma manera, las aberraciones de TP53 pertenecen a los marcadores prondsticos y
predictivos mas potentes que guian las decisiones de tratamiento en la LLC. En concreto, representa el
biomarcador predictivo mas eficaz en la respuesta al tratamiento con IQT, y mantiene su poder
predictivo en la era de los tratamientos dirigidos, concretamente en pacientes en recaida/refractariedad

previamente expuestos a IQT (Malcikova et al., 2018).

Con todo ello, resulta incuestionable el valor prondstico y predictivo de IGVH y TP53, aunque
en la erade las nuevas terapias dirigidas, existen biomarcadores potencialmente candidatos que pueden
revolucionar el campo prondstico. Indiscutiblemente, la LLC es una condicién paradigmatica que
requiere un enfoque personalizado y un conocimiento preciso de la biologia que subyace a cada

paciente individual.

1.2.4.2.1 Secuenciacion de nueva generacion: perfil genético mutacional.

La aplicacidn de las técnicas NGS ha demostrado la alta heterogeneidad genética y epigenética
en la LLC, en consonancia con el alto grado de heterogeneidad clinica (Brieghel et al., 2019). Se han
identificado mutaciones en mds de 2500 genes que afectan a la respuesta al dafio en el ADN (p. €j.,
ATM, TP53, POT1), vias de sefializacion [p. ej., el receptor tipo Toll (MYD88), NF-kB (BIRC3, NFKBIE,
EGR2)y NOTCH (NOTCH1, FBXW?7)], o procesamiento de ARN (acido ribonucleico) (p. ej., XPO1, SF3B1).
Las mutaciones en varios de estos genes se han relacionado con un curso clinico agresivo, con TPT
significativamente mds corto y una menor respuesta ala IQT (p. ej., ATM, BIRC3, EGR2, NFKBIE, NOTCH1,
SF3B1, XPO1) (Figura 1.9) (Landau et al., 2015; Mansouri et al., 2015; Puente et al., 2015; Sutton &
Rosenquist, 2015; E. Young et al., 2017).

e Viade sefalizacion de NOTCH:

Entre los genes mutados con mayor frecuencia, las mutaciones en NOTCH1 ocurren en el ~10%
de los casos en el momento del diagndstico, siendo mas frecuentes en estadios avanzados de la
enfermedad. En concreto, este gen codifica el receptor NOTCH1, implicado en procesos de proliferacion

celular. La mutacién mas frecuente en el gen (c.7541_7542delCT) afecta al dominio PEST de la proteina,
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impidiendo su degradacién por la via del proteasoma y resultando en un receptor truncado vy
permanentemente activo (Rosati et al.,, 2018). Este dominio es necesario para la degradacion de
NOTCH1 por la via del proteasoma mediada por la proteina FBXW?7. Las mutaciones que afecten al gen

FBXW?7 (~3%), provocan un efecto analogo de sefializacién activa de NOTCH1 (Pozzo et al., 2022).

Las alteraciones en NOTCH1 se asocian a U-LLC, trisomia del cromosoma 12, estadio avanzado,
peor SG y mayor riesgo de transformacién a sindrome de Richter. Sin embargo, su impacto en la SLP no
esta claro (Lazarian et al., 2017; Puente et al., 2011; Rossi, Rasi, et al., 2012b). Los pacientes con NOTCH1
mutado expresan niveles mas bajos de CD20 y no se benefician de la adicidn de rituximab pero si de
otros anticuerpos monoclonales anti-CD20 como obinutuzumab en terapias combinadas (Bittolo et al.,
2017; Stilgenbauer et al., 2014). Estudios preliminares pendientes de validacidén prospectiva, sugieren
que el analisis de NOTCH1 ofrece la posibilidad de identificar a los pacientes que experimentaran
respuestas deficientes, si las hubiere, al rituximab y una supervivencia reducida después del

tratamiento.

e Mutaciones en el gen SF3B1 v la biologia del ARN:

Las mutaciones en el gen que codifica el componente del spliceosoma, SF3B1 (10%), afectan a
una region altamente conservada en el dominio C-terminal, interfiriendo en la interaccion entre la
proteina y el ARN. De este modo, las mutaciones de SF3B1 provocan un empalme alternativo en las
células de la LLC e inducen cambios en el ARN que afectan multiples vias, como el mantenimiento de
los teldmeros y la sefializacién de NOTCH. Ademas de SF3B1, otros genes como XPO1, involucrados en
el empalme, el procesamiento y el transporte del ARN, presentan alteraciones en LLC a menores
frecuencias, lo que sugiere que el procesamiento desregulado del ARN es una de las principales vias

patogénicas en el desarrollo de la LLC (Kikushige, 2020).

Se subraya el impacto prondstico independiente de las mutaciones en SF3B1 en TPT, SLP y SG
(Cortese et al., 2014; Jeromin et al., 2014; Lazarian et al., 2017; Mansouri et al., 2013; Tausch et al,,

2020), y la asociacién a menor TPT en una cohorte de pacientes Binet A con U-LLC (Baliakas et al., 2019).

e Lesiones en el ADN:

El gen ATM es una region diana de la del(11g22). De hecho, en el 30-40% de los pacientes con
LLC la delecién va acompafiada de mutacion. Las mutaciones de ATM se han relacionado con menor
TPT y peor SG (Austen et al., 2005; Rose-Zerilli et al., 2014). Parece que la inactivacion bialélica es la
que realmente tiene impacto en SLP y SG (Skowronska et al., 2012), aunque existen trabajos

discrepantes (Nadeu et al., 2016).

Las mutaciones POT1 se encuentran en 3% a 7% de los pacientes y se observan con frecuencia

en la U-LLC. La proteina POT1 juega un papel esencial en la proteccion de los teldmeros y es necesaria
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para mantener la capacidad de autorrenovacién de las HSC en la hematopoyesis normal. Las mutaciones
de POT1 en la LLC alteran el dominio de unién al ADN telomérico, lo que lleva a aberraciones

estructurales e inestabilidad cromosdmica.

e Implicacién del BCR, via TLR:

Las mutaciones en baja frecuencia asociadas a los genes MYD88, BIRC3, EGR2 y NFKBIE,

contribuyen a la activacion constitutiva de la via NF-kB.

Las mutaciones recurrentes del gen MYD88, un adaptador clave en la sefializacién intracelular
del complejo TLR, se localizan exclusivamente en el exdn 5 (p.Leu265Pro) y se identifican principalmente
en pacientes con marcadores pronostico favorables, M-LLC y con del(13q). Se trata de una mutacion

activadora de, entre otras, la via de sefializacion NF-kB (Martinez-Trillos et al., 2014).

BIRC3 pertenece a la familia de proteinas inhibidoras de la apoptosis (c-IAP2). Las mutaciones
truncan la proteina impidiendo la degradacion de MAP3K14, y con ello, la activacién no candnica de la
via de NF-kB. Las mads frecuentes son deleciones o inserciones que oscilaron entre 6 y 78 aminodcidos
de longitud. Se relacionan con U-LLC, trisomia del cromosoma 12 y del(11g22), regién en la que estd
ubicado el gen (Chiaretti et al., 2014). Algunos estudios lo han asociado con menor SLP y SG (Rossi,
Fangazio, et al.,, 2012a), aunque existe discordancia al respecto. Ademas, se han relacionado con

qguimiorefractariedad (Blakemore et al., 2020; Nadeu et al., 2016; Tausch et al., 2020).

El gen NFKBIE, codifica un regulador negativo de la via de sefializacién de NF-kB, el cual es
determinante para el control de la respuesta de la célula B a un estimulo externo, incluyendo la
sefializacion de BCR y TLR. Se han detectado mutaciones de inactivacion (frameshift) presentes en

estadios avanzados de la enfermedad, y asociadas a un prondstico adverso.

El agrupamiento genético en las diferentes vias de sefializacion, sugiere que las mutaciones que
pertenecen al mismo proceso celular pueden tener impacto clinico y funcional similar. Aun asi, la
concurrencia de muchas de estas alteraciones dentro de la misma patologia, complica el anélisis de su

relevancia clinica relativa (Delgado et al., 2020).
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Figura 1.9 Resumen de los genes implicados en las vias de sefializacidn y patogenia de la LLC. Estas vias bioldgicas desreguladas se ven
afectadas por mecanismos genéticos y no genéticos, y coordinan la leucemogénesis de la LLC. (Adapatacién de Kikushige 2020).

1.2.4.2.2 Utilidad clinica de biomarcadores asociados a resistencia.

Con la aparicién de los nuevos tratamientos inhibidores de las vias de BTK y BCL2 (Ibrutinib y
Venetoclax), se han detectado mutaciones predictivas de resistencia a dichos farmacos, no presentes al

inicio de tratamiento (Woyach et al., 2017).

Aproximadamente el 20% de los pacientes desarrollan resistencia a Ibrutinib, con mutaciones
en los genes BTK 'y fosfoinositido fosfolipasa Cgamma 2 (PLCy2). La pérdida de funcidn de este inhibidor,
en la mayoria de los casos, se debe a la alteracién del residuo p.Cys481 de la proteina BTK, aminoacido
diana sobre el que se une covalentemente la molécula de Ibrutinib. Ademads, se han detectado
mutaciones menos frecuentes en otras regiones del gen BTK: p.Thr316, p.Thr474, y p.Leu528. En
cambio, las mutaciones detectadas en el gen PLCy2, son mas variadas e involucran los residuos de
aminoacidos p.Pro664, p.Arg665, p.Ser707, p.Leu845, p.Asp993, p.Asp1140y p.Met1141 (Gangé et al.,
2020; Lama et al., 2020; St-Pierre & Ma, 2022; Wang et al., 2022).

Los mecanismos subyacentes a la resistencia al Venetoclax estdn menos definidos. El 50% de
los pacientes con LLC que progresan con el farmaco, presentan la mutacién en el gen BCL2
(p.Gly101Val), que reduce notablemente la afinidad de Venetoclax por BCL2 y confiere resistencia

adquirida in vitro e in vivo (Blombery et al., 2019; Tausch et al., 2019).

El hecho de que las mutaciones de resistencia en BTK, PLCy2 y BCL2, se anticipen hasta 15 meses
a la recaida clinica, les confiere un papel predictivo (Burger et al.,, 2016). Sin embargo, estos
biomarcadores no se incluyen en los modelos prondsticos vigentes, y su deteccién no se ha

implementado en la prdctica habitual, probablemente por limitaciones técnicas, y por la poca certeza
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de que la interrupcién del tratamiento antes de una progresién clinica tengan beneficios significativos

en la supervivencia (Ahn et al., 2021; Albi et al., 2022).

1.2.4.2.3 Enfermedad medible residual: erradicacion completa de la LLC.

La respuesta al tratamiento, es uno de los pardmetros de mayor valor impacto desde el punto

de vista clinico (Tabla 1.6).

Parametros RC RP PE EE
Tamafio ganglionar Ninguno 21,5cm Disminucién 250% Aumento 250% Sin cambios objetivos
Tamafio higado/bazo Bazo <13cm; Higado normal Disminucién 250% Aumento 250% Sin cambios objetivos
Sintomas constitucionales No Cualquier Cualquier Cualquier
Neutrdfilos x10°/L >1,5 >1,5 o elevacion >50% Cualquier Cualquier
Linfocitos x10°/L Normal* Disminucién 250% Aumento 250% Sin cambios objetivos
Plaquetas x10°/L 2100 2100 o elevaciéon 50% Descenso >50% por LLC  Sin cambios objetivos
Hemoglobina (g/dl) >11 >11 o elevacién 250% Descenso 22g/dL basal  Sin cambios objetivos
Examen de MO Normocelular, no cél LLC, no Cél LLC, o nédulos linfoides B Aumento 250% de cél . . e
R . . . . Sin cambios objetivos
(linfocitosis) ndédulos linfoides B o no realizada LLC

*La cifra de linfocitos debe ser <4x10-/L. RC: Respuesta Completa; RP: Respuesta Parcial; PE: Enfermedad progresiva; EE: enfermedad estable.

Tabla 1.6 Recomendaciones para la valoracion de respuesta tras tratamiento.

La evaluacién de la enfermedad medible residual (enfermedad minima residual, o EMR) es un
indicador muy sensible de la carga de la enfermedad durante y al final del tratamiento, y constituye una
herramienta esencial en la valoracion de la respuesta (Wierda et al., 2021). En la era de la quimioterapia
y IQT, mediante la evaluacion de la respuesta convencional al final de un cierto nimero de ciclos de
tratamiento, era posible diferenciar entre pacientes con RC versus RP, donde los pacientes con RC,
presentaban una SLP mds prolongada que los pacientes con RP. En los analisis combinados de los
ensayos de quimioterapia y IQT, se hizo evidente que los pacientes que habian alcanzado niveles
indetectables de EMR (iEMR) al final del tratamiento, experimentaron un prondstico similar,
independientemente de si habian alcanzado RC o RP segln los criterios convencionales (Kovacs et al.,
2016). Estos hallazgos fueron los primeros indicios de que una remisién mas profunda se asociaba con
un tiempo mas prolongado hasta la recurrencia de la enfermedad, por lo que se confirmd que el estado

de EMR es un poderoso factor prondstico independiente (Bottcher et al., 2013).

Con las nuevas terapias dirigidas, raramente se consigue una iEMR. Con lbrutinib, menos del
10% alcanza iEMR (Burger et al., 2019; Shanafelt et al., 2019). De hecho, estudios de seguimiento a largo
plazo, muestran que las tasas de respuesta clinica, en particular las RC, aumentaron con el tiempo; sin
embargo, la tasa de iEMR se mantiene baja con sélo un ~6% en SP a los 4 afios con lbrutinib, sin que se
haya observado una diferencia significativa en la SLP entre pacientes con y sin iEMR (Ahn et al., 2018).
Con Venetoclax, se detectan tasas mas elevadas de EMRI, del orden del 26-36% en (Roberts et al., 2019),
incluso del 61% si se emplea en combinacion (Brander et al., 2018) (Seymour et al., 2017). Los pacientes

con iEMR tuvieron la SLP mas larga independientemente de RC o RP, lo que sugiere que iEMR es uno de
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los marcadores mas sensibles para la eficacia del tratamiento también en el contexto de agentes

dirigidos.

En la actualidad, el método estandarizado y utilizado con mayor frecuencia para la medicién de
EMR en LLC se basa en la citometria de flujo (CF) multiparamétrica (Tabla 1.7). En 2018, el grupo ERIC
propuso un modelo estandarizado basado en el empleo de paneles de 8 a 10 colores, posibilitando asi
la estandarizacion de una metodologia con una sensibilidad de hasta 0.0010% (107°) (Rawstron et al.,
2016). Dado que la iwCLL define una EMR indetectable (iIEMR) (también expresada como EMR <0,01%;
0 EMR <10™*; o EMR4) (Wierda et al., 2021), como la deteccién de menos de 1 célula B LLC en 10.000
leucocitos (Hallek et al., 2018; Al-Sawaf et al., 2021).

Otros métodos como la reaccion en cadena de la polimerasa aloespecifica (ASO-PCR) del IGVH,
pueden incrementar la sensibilidad hasta (~10°®). Sin embargo, no permiten cuantificar la EMR, y precisa
del disefio de una PCR Unica y especifica para el IGVH de cada paciente, un proceso caro, y laborioso
(Tabla 1.7) (Bottcher et al., 2013). La NGS, en cambio, ofrece una alta sensibilidad a un coste aceptable
(~10®) (Logan et al., 2013). No requiere cebadores especificos para cada IGVH, y permite identificar,
cuantificar y discernir el clon patoldgico dentro del pool de poblacion policlonal (Tabla 1.7). En este
ambito, la tecnologia NGS es capaz de suplir las limitaciones que muestra la secuenciacion Sanger, asi
como de rescatar la mayoria de los casos indeterminados que quedan sin resolver siguiendo las

recomendaciones del ERIC para la determinacidon de IGVH (Agathangelidis et al., 2022).

Método Caracteristicas Ventajas Desventajas

Muestra en fresco de SP o MO (<48 h).
Suficiente nimero de células requeridas

Deteccién de marcadores de superficie.

Guias ERIC d ibl
Sensibilidad de ~10° con paneles de 8 utas ClOIEIEIEIRRE, EIAIolE;

CF asequible, resultados con . P
colores; y de ~10°con paneles de 10 . i L ot para conseguir la sensibilidad. Coste
cuantificacion relativamente rapida. :
colores superior.
Cuantificaciéon basada en la regién Buena sensibilidad, empleo de ADN  Se requiere una PCR especifica para cada
ASO-PCR hipervariable CDR3 de IGVH aleloy (en vez de material en fresco), paciente, conocer el clonotipo
paciente especifica. Sensibilidad del ~10-° resultados cuantitativos. pretratamiento, compleja y laboriosa.
Medicién de las secuencias IGVH L
e , Alta sensibilidad, empleo de ADN, o ) )
especificas de las células LLC basada en o Experiencia relativa, se necesita conocer el
NGS seguimiento clonal y resultados

una PCR con primers consenso y NGS.
Sensibilidad del ~10®

o clonotipo pretratamiento, poco utilizado.
cuantitativos. pop P

CF: Citometria de Flujo; PCR: reaccién en cadena de la polimerasa; ASO-PCR: PCR aleloespecifica; NGS: secuenciacion de nueva generacion; ADN: &cido
desoxirribonucleico; SP: sangre periférica; MO: médula dsea.

Tabla 1.7 Metolodologia aplicable para la evaluacion de EMR

Como ejemplo, el kit comercial clonoSEQ ha demostrado una buena concordancia con la CF
para la deteccién de EMR usando como punto de corte 0.010% (10*) e incluso mayor sensibilidad y
buena linealidad con rangos de EMR de 1 en un millén (10°), siendo la limitacion de la sensibilidad, la
cantidad de ADN que puede analizarse (Monter & Nomdedéu, 2019; Rawstron et al., 2016). Sin

embargo, la variacion en la cuantificacién entre la CF y la NGS puede ser mayor, siendo necesarios

43



Introduccion

estudios dirigidos a la estandarizacidn de los analisis cuantitativos con NGS. Ademas, se presume que el
hecho de alcanzar una EMR por debajo de 0.0010% (107°) se traduce en una mejor evolucién clinica, sin

embargo esta afirmacion precisa ser demostrada en estudios prospectivos.

La evaluacidon de la EMR es un factor altamente informativo que permite comprender mejor las
caracteristicas de la enfermedad vy la cinética de la LLC. Aun asi, debido a que el estado de EMR no tiene
implicaciones terapéuticas fuera de los estudios clinicos, actualmente no se recomiendan las

evaluaciones periddicas de EMR en la practica habitual.

1.3 Base molecular de la heterogeneidad intratumoral y evolucidn clonal de la LLC.

En la actual revolucion gendmica, los datos genéticos y epigenéticos ayudan a construir la
historia de las neoplasias hematoldgicas, y brindan informacion determinante sobre el papel de la
evolucién clonal como impulsor neopldsico en la progresién de la enfermedad y en la recaida. Se
entiende que la heterogeneidad intratumoral en la LLC proviene de esta variabilidad genética, sin
embargo, la posesién de impulsores genéticos no es un requisito imprescindible para la progresién de
la LLC, dado que la interaccidn tanto de factores genéticos, epigenéticos y transcripcionales, asi como
factores microambientales e inmunoldgicos, contribuyen a la heterogeneidad intratumoral y la

evolucién clonal de la LLC (Kwok & Wu, 2021).

La etapa madurativa natural de las células B durante la cual surgen las mutaciones iniciales o
“fundadoras” y comienza la diversificacién gendmica, es ampliamente discutida. Las mutaciones
“fundadoras” o clonales, probablemente incluyen impulsores leucemogénicos iniciales que contribuyen
a la transformacion maligna, mientras que las mutaciones subclonales, o minoritarias, que surgen
posteriormente, se expanden hacia la clonalidad concomitantemente con la progresién de la

enfermedad, e impulsan la evolucién clonal de la LLC (Landau et al., 2013; Schuh et al., 2012).

Una primera teoria apuesta por la leucemogénesis durante los estadios inmaduros de la
linfopoyesis. Varios estudios han demostrado que pacientes con LBM que posteriormente progresan a
LLC, cuentan con una poblacién clonal y gendmica similares, lo que indica que es probable que el
proceso de diversificacidon gendmica subclonal que impulsa la progresion leucémica esté establecido
durante o antes de la etapa de LBM (Agathangelidis et al., 2018). Esta teoria queda también respaldada
por las mutaciones impulsoras detectadas en células madre hematopoyéticas (HSC), asi como en células
progenitoras linfoides en algunos pacientes con LLC, aunque en frecuencias alélicas bajas (Marsilio et
al., 2018). A nivel inmunofenotipico, la aparicién de reordenamientos de IGHV esteriotipados, en

pacientes filogenéticamente no emparentados, refuerza la propuesta de que los eventos que inician la
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LLC podrian anteceder a la recombinacion somatica V(D)) durante la ontogenia del linfocito B

(Stamatopoulos et al., 2017).

Por otro lado, los reordenamientos IGVH clonalmente relacionados, reflejarian los eventos de
diversificacion subclonal que ocurren a partir del clon fundador de la LLC, reforzando asi la importancia
de la secuenciacién de IGHV-D-J para rastrear la evolucion clonal en esta enfermedad. Si la alteracién
gendmica inicial en algunos pacientes ocurre a nivel de HSC o células progenitoras, es asumible que
ocurran mas eventos gendmicos después de esto, posiblemente después del compromiso con el linaje

de células B y antes del establecimiento del clon de LLC (Bagnara et al., 2021).

Con el inicio del tratamiento se produce un punto de inflexién en la historia natural de la
enfermedad. La quimioterapia citotdxicay los tratamientos dirigidos imponen una gran presion selectiva
a los clones leucémicos, anulan la mayoria de los demas factores de seleccidn evolutiva y se convierten

en un determinante importante de la evolucion clonal.

1.3.1  Evolucion clonal: Darwin y mas alla.

La evolucion clonal es el proceso natural a través del cual las células buscan continuamente
ventajas fenotipicas que les permitan expandirse dentro de las limitaciones del microambiente. En la
LLC, la evolucion clonal sustenta la progresién leucémica vy la resistencia terapéutica, y las diferencias
en la dindmica evolutiva clonal explican su curso clinico caracteristicamente diverso. La LLC fue una de
las primeras patologias hematoldgicas caracterizadas por métodos modernos de secuenciacion con las
que se ha delineado la evolucidn clonal. Esto se debe en gran parte a su relativa indolencia (permitiendo
el muestreo longitudinal a lo largo del curso de la enfermedad), el facil acceso a muestras de alta pureza
a través de venopunciones en serie, y un curso clinico altamente variable que permite mapear las
caracteristicas moleculares para el prondstico y el seguimiento clinico. La concepcion de
heterogeneidad genética en la LLC, fue facilitada por los primeros estudios citogenéticos, a los que se
les sumd los avances de la tecnologia de secuenciacion de nueva generacion, ofreciéndonos

conjuntamente una vision integrada del trazado evolutivo de la enfermedad (Kwok & Wu, 2021).

Algunas aberraciones cromosdmicas, como la delecion 13ql14 y la trisomia 12, estan
representadas de manera similar en todas las fases de la enfermedad vy, por lo tanto, se caracterizan
como anomalias genéticas de primera etapa en la LLC. Otros eventos genéticos generalmente
representan alteraciones de segunda etapa, que se seleccionan o adquieren progresivamente durante
la evolucidn clonal y que ocurren en una fase mds avanzada de la enfermedad (Rossi et al., 2009; Schuh
et al., 2012). Segun el analisis citogenético convencional y FISH, la evolucién clonal consiste

principalmente en el desarrollo de deleciones 17p13 0 11g22—g23. La aparicidén de nuevas mutaciones
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adquiridas en TP53 también contribuye, especialmente en pacientes con LLC resistentes a la IQT y
aquellos con sindrome de Richter (Chigrinova et al., 2013; Fabbri et al., 2013). Las mutaciones de SF3B1,
ATMy BIRC3, que se correlacionan con un fenotipo clinico mas agresivo, pueden surgir durante el curso
de la LLC, lo que amplia el espectro de eventos genéticos asociados con la evolucion clonal. Esta
dindmica evolutiva heterogenea justifica el que la LLC tenga un curso clinico tan divergente, de forma
gue cuanto mayor sea la heterogeneidad clonal intrapaciente, peor serd su prondstico (Condoluci &

Rossi, 2020).
1.3.1.1 Patrones de evolucion clonal.

Desde un punto de vista tedrico, el muestreo secuencial en diferentes estadios de la LLC ha
permitido describir los diferentes patrones de evolucién clonal, e incluso insinuar cierta relevancia

clinica (Figura 1.10) (Herling et al., 2018; Nadeu et al., 2018).

El equilibrio clonal se caracteriza por la coexistencia de una poblacion leucémica mixta y
equilibrada a lo largo del tiempo. Generalmente ocurre en ausencia de una fuerte presidn selectiva,
como es el tratamiento, o durante la fase de progresién de la linfocitosis de células B monoclonales a la
LLC manifiesta. En cambio, una competencia clonal se caracteriza por la presencia de mas de un clon,

propensos a proliferar segln sus alteraciones genéticas.

Los pacientes que carecen de evolucion clonal, y por tanto con una genética estable, suelen
mostrar una enfermedad mas indolente. Nadeu F. y colaboradores, describieron que el 90% de los
pacientes con LLC no tratados no mostraron evolucion clonal, mientras que hasta el 52% de los tratados
desarrollaron cambios clonales (Nadeu et al., 2016). Probablemente, el tratamiento facilita la expansion
de determinados clones que estan destinados a volverse dominantes al eliminar a sus competidores,
hecho que respalda el enfoque watch and wait (WW) en ausencia de indicaciones claras de tratamiento
para evitar acelerar la evolucion clonal y la seleccién de subclones mas agresivos (Condoluci & Rossi,

2020; Fabbri et al., 2013).

En la LLC la evolucién clonal después del tratamiento o en el momento de la recaida se ha
identificado como “la regla, no la excepcion” (Landau et al.,, 2015). Las poblaciones clonales y
subclonales se mantienen en una proporcidn relativamente similar a lo largo del tiempo, pero pueden
experimentar dos patrones principales de evolucién clonal tras el tratamiento, evolucién lineal o
evolucion ramificada. En el modelo de evolucion lineal, las mutaciones se adquieren secuencialmente
en un mismo clon, como es el caso de la transformacién a sindrome de Richter (90 % de los casos), pero
no en la progresién de la LLC después de la IQT (33% de los casos) o durante la terapia con ibrutinib
(7%) (Landau et al., 2017; Ojha et al., 2015). En cambio, la evolucién paralela de clones competitivos, a

causa de la inestabilidad gendmica de las células B LLC, se define como evolucion ramificada. Las
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mutaciones de las células hijas se extienden como ramas de la generacidn anterior y eventualmente se
vuelven mas y mds numerosas (Zhu et al., 2021). La evolucidon multiramificada con >2 subclones que
fluctdan con el tiempo es comun durante la terapia con IQT (67% de los pacientes) o con ibrutinib (25%
de los pacientes) (Landau et al., 2017; Ojha et al.,, 2015). Hasta el 26% de los pacientes, pueden
presentar mutaciones adquiridas en los genes mas comunmente alterados, los genes driver en LLC, de
los cuales casi el 70% de ellos se ven afectados. Es por ello, por lo que esta evolucién ramificada puede
producirse como la adquisicién de mas de una mutacién en el mismo gen, también conocida como

evolucién convergente, o bien, en distintos genes driver, evolucion divergente (Cahill et al., 2013).

Clonal equilibrium

Clonal competition Linear evolution

— —»

Branched evolution

Figura 1.10 Patrones de evolucion clonal. La evolucion estable mantiene proporciones relativas de los clones, mientras que la evolucion
ramificada se produce cuando los subclones fuertemente adaptados comienzan a proliferar y se vuelven dominantes después de las
resistencias al tratamiento (Ferrando & Lépez-Otin, 2017)).

El patréon evolutivo tras el tratamiento, puede dibujarse como fruto del componente clonal
preexistente en el momento previo al tratamiento, y/o segin la naturaleza de ese mismo tratamiento.
La importancia de lo primero se debe a que es probable que una LLC que alberga un espectro mas
amplio de alteraciones genéticas, mas impulsores subclonales, componentes subclonales mas
complejos y un crecimiento exponencial desde el diagndstico hasta el tratamiento, experimente
cambios clonales mas profundos en la respuesta. Por tanto, la disponibilidad de un grupo mas amplio
de subclones genéticamente mds aptos a partir de los cuales podria desarrollarse resistencia
terapéutica, es mayor. De hecho, en muchos casos, el subclon de LLC dominante en el momento de la
recaida ya existe como subclon pretratamiento, lo que refleja la seleccién de subclones resistentes
inducida por el tratamiento. En muchos casos, estos subclones con ventaja selectiva son también los
gue poseen niveles mas altos de inestabilidad gendmica que los predisponen a alteraciones gendmicas

adicionales, lo que aumenta la diversificacion genética (Kwok & Wu, 2021).
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Las distintas modalidades de tratamiento ejercen diferentes presiones selectivas. Es el caso de
las mutaciones subclonales en TP53 y/o del(17p13), que se seleccionan casi invariablemente bajo IQT,
mientras que este no suele ser el caso con la TD. Ademas, la mutagénesis inducida por IQT puede
contribuir a la diversificacidon genética, un proceso que no se observa con la TD. En el caso de las TD, el
mecanismo de resistencia implica interferir en la diana molecular del farmaco. Si estas mutaciones de
resistencia, surgen de novo durante o han existido antes del tratamiento sigue siendo objeto de debate.
Los modelos computacionales respaldan la existencia de subclones resistentes antes del inicio del
tratamiento, cuestién que también se ha demostrado experimentalmente en muestras de pacientes
antes del tratamiento. Aunque en una proporcién de pacientes no fue posible detectar mutaciones de
resistencia en la fase pretratamiento, si presentes en muestras posteriores, la deteccién de mutaciones
preexistentes a una fraccion de células cancerosas (CCF) baja probablemente se habria visto limitada

por la sensibilidad del ensayo.

Se asume que todos los tratamientos de LLC, independientemente de la modalidad, crean alguin
tipo de cuello de botella evolutivo. Esto altera el panorama subclonal al eliminar los subclones existentes
en favor de aquellos con sensibilidad disminuida al tratamiento o mayor ventaja de supervivencia y

crecimiento que se "liberan de manera competitiva" en el ecosistema del tumor (Kwok & Wu, 2021).

1.3.1.2 Dindmica de crecimiento en la LLC.

Sigue sin entenderse bien cémo se relacionan las caracteristicas gendmicas con la cinética de la
enfermedad individual. La heterogeneidad clinica de la LLC se hace evidente en las trayectorias clinicas
tan dispares que se pueden observar entre los pacientes, las cuales reflejan diferentes dindmicas de
crecimiento clonal. En base al recuento linfocitario en SP o al tiempo de duplicacion linfocitaria, se

distinguen distintos patrones de crecimiento (Figura 1.11) (Condoluci & Rossi, 2020).

Spontaneous

Exponential Indeterminate  Logistic S resaicn

Exponential

Indeterminate Clonal
evolution

Clonal
equilibrium
IGHV
y mutational
Logistic e
regression drivers

CLL cell count

Treatment
Time requirement

Figura 1.11 Dindmica de crecimiento en la LLC. Patrones que destacan la importancia de la evolucién clonal en el crecimiento exponencial y la
progresion de la LLC (Kwok & Wu, 2021).
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Los pacientes que muestran un crecimiento logistico, tienen una enfermedad que
eventualmente requerird terapia después del diagndstico, y que alberga caracteristicas genéticamente
favorables como la delecion 13q14 y M-LLC. En comparacidon, los pacientes que muestran un
crecimiento exponencial tienen mas probabilidades de tener U-LLC, una mayor cantidad de mutaciones
driver y muestran una evolucién clonal mdas extensa marcada por cambios mas profundos en las
proporciones subclonales a lo largo del tiempo. Por el contrario, el equilibrio clonal se observa con mas
frecuencia en pacientes con crecimiento logistico. Ademas, el equilibrio clonal asociado con una escasa
inestabilidad gendmica subclonal, parece ser el perfil entre los inusuales casos de M-LLC con regresién

espontanea (Gruber et al., 2019; Kwok et al., 2020).
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2 Hipodtesis y Objetivos

2.1 Hipdtesis

Estudios relevantes basados en tecnologias de NGS han permitido identificar e incluso
cuantificar alteraciones genéticas recurrentes que probablemente justifiquen la heterogeneidad clinica
en la LLC. Las mutaciones somdticas mas frecuentes afectan a los genes SF3B1, ATM, TP53, NOTCH1,
BIRC3, MYD88, XPO1, EGR2, NFKBIE, POT1y FBXW?7, habiéndose descrito patrones de co-ocurrencia. Se
atribuye a la presion ejercida por el tratamiento, un papel relevante en una seleccién clonal que podria
contribuir al desarrollo de sindrome de Richter, y la aparicién de mutaciones de novo asociadas a la
resistencia terapéutica, como las descritas en los genes BTK'y PLCy2. Sin embargo, quedan cuestiones
pendientes de clarificar, como la influencia de variables bioldgicas vy clinicas, asi como el impacto de

cada tipo de tratamiento en dicha evolucién clonal.

Se desconoce en qué medida los pardmetros clinicos vy las alteraciones clonales impactan sobre
la evolucién de la enfermedad, vy si su estudio puede guiar las decisiones terapéuticas. Por ello se ha
disefiado este estudio, a fin de profundizar en el conocimiento de los mecanismos moleculares

implicados en la LLC.
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2.2 Objetivos

Analizar el impacto en la evolucion clonal de variables clinicas, bioldgicas y moleculares con valor
prondstico y/o predictivo potencial en la LLC. Para ello, se plantearon los siguientes objetivos

secundarios:

Caracterizar las variables clinicas y bioldgicas en una serie de pacientes con LLC/LLCP al

diagnodstico y antes del inicio de tratamiento.

- Determinar el estado mutacional de TP53, SF3B1, BIRC3, NOTCH1, MYD88, XPO1, EGR2, POTI,
NFKBIE, ATM y FBXW7 por secuenciacion de nueva generacion, y el reordenamiento IGVH, en
pacientes diagnosticados con LLC no tratada para valorar la heterogeneidad clonal y su

composicién subclonal, y correlacionar su potencial impacto clinico.

- Disefiar, optimizar y validar mediante el uso de técnicas de secuenciacion masiva, un panel
capaz de detectar mutaciones de interés clinico en los genes BTK y PLCy2, asociados a
resistencias a lbrutinib.

- Explorar el estudio de la region variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina (IGVH) con
técnicas de NGS, para determinar el estado mutacional de IGVH, y seguir el clonotipo en
términos de EMR.

- Evaluar la dindmica y la evolucién clonal a corto y largo plazo, en muestras secuenciales de

pacientes con LLC que han recibido distintas modalidades terapéuticas.
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3 Metodologia

3.1 Pacientes de la cohorte.

Se realizé un estudio observacional y retrospectivo en el que se incluyeron un total de 96
pacientes diagnosticados de LLC/LLCP entre 1999 y 2020, segun el criterio de clasificacion de la National
Cancer Institute Working Group guidelines (Hallek et al., 2008), que hubieran requerido una primera
linea de tratamiento y existiera disponibilidad de muestras secuenciales obtenidas tanto al inicio de
tratamiento como con posterioridad. De los 96 pacientes estudiados, 11 fueron diagnosticados en el
Hospital General Universitario Morales Meseguer de Murcia, 9 en el Hospital Universitario Virgen
Macarena de Sevilla, 11 en el Hospital Regional Universitario de Malaga, 7 en el Hospital Costa del Sol
de Marbella, 4 en el Hospital de Vinaroz de Castellon, 5 en el Hospital General Universitario de Valencia,
y 49 en el Hospital Clinico Universitario de Valencia. De todos ellos, se recogieron las principales
caracteristicas clinicas y biolégicas de la enfermedad, asi como las fechas de progresién, administracion

de tratamiento, y respuesta al mismo (Tabla 4.3, Tabla 4.7 y Anexo 2: Tabla 8).

La definicion de los criterios de progresion de la enfermedad, asi como de la respuesta al
tratamiento se realizé en cada centro, de acuerdo con las recomendaciones publicadas en 2008 por
IWCLL (Hallek et al., 2008) y su actualizacion del 2018 (Hallek et al., 2018) referida a los pacientes que
reciben tratamiento con inhibidores de la tirosin-quinasa. Se evalué la respuesta en muestras
secuenciales, incluyendo el examen fisico, de laboratorio y exploraciones radioldgicas si se precisaron.
Uno de los criterios limitantes, fue la disponibilidad de muestra antes de la primera y sucesivas lineas de

tratamiento, para la evaluacién de la respuesta en cada una de las lineas.

El proyecto se desarrolld de acuerdo con las directrices de la Declaracién de Helsinki y los
requisitos establecidos por la Legislacion Espafiola en los dmbitos de investigacion biomédica, proteccidn
de datos y bioética. El proyecto fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién con Medicamentos
del Hospital Clinico Universitario de Valencia (N2 de orden 2021/080) y todos los pacientes otorgaron el
correspondiente consentimiento informado para su inclusion en el proyecto. Ademas, el CEl del Hospital
Clinico Universitario de Valencia autorizd la cesion de muestras para el desarrollo de dicho proyecto en
su reunion ordinaria n? 368 de fecha 29 de abril de 2021, y para el almacenamiento de las muestras
excedentes de diagndstico y sucesivas, en el Biobanco del Instituto de Investigacion Biomédica INCLIVA,

con fines de investigacion, de acuerdo con las autoridades reguladoras espafiolas.
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3.2 Recoleccion y procesamiento de muestras.

Se obtuvo muestra de sangre periférica (SP) al momento de precisar la primera linea de
tratamiento, durante el seguimiento y en sucesivas lineas terapéuticas. Para los casos diagnosticados
con LLC (n=87), se recogieron 3 tubos de SP de 6mL de K2 EDTA, en cada uno de los tiempos
establecidos, y para los pacientes diagnosticados con LLCP (n=9), la muestra de inicio fue, bien
adenopatia, aspirado medular o biopsia de médula ésea, mientras que las muestras de seguimiento

fueron estudiadas a partir de SP.

Para la extraccion de ADN y ARN, se empled el sistema de extraccidon automatica de acidos
nucleicos Maxwell® 16 o Maxwell® RSC (Promega Corporation, Madison, USA), mediante los kits
Maxwell® 16 LEV Blood DNA Kit o Maxwell® RSC Blood DNA Kit (Promega Corporation, Madison, USA),
y Maxwell® RSC simplyRNA Blood Kit (Promega Corporation, Madison, USA), respectivamente, siguiendo
las instrucciones del fabricante. En los casos con una carga periférica inferior a 5 x10°/L linfocitos B
clonales, fue necesario un enriguecimiento poblacional a partir de la seleccién positiva de linfocitos
CD19+ con bolas magnéticas con el kit EasySep™ Human CD19 Positive Selection (StemcCell

Technologies).

La cantidad y calidad de los 4&cidos nucleicos extraidos, se determind mediante
espectrofotometria con Nanodrop-2000 (Thermo Scientific); siendo la absorbancia a una longitud de
onda entre 260 nmy 280 nm, la que determina la pureza de la extraccion; y entre 260 nmy 230 nm, la
gue detecta restos de compuestos organicos. En base a este criterio, se seleccionaron las muestras de
mejor calidad, con concentraciones superiores a 20ng/uL, y con valores de ratio de Abs260/280nm de

~1.8 en el caso de ADN, y de ~2.2 para el ARN.

3.3 Estudio del perfil genético y alteraciones moleculares.

Se estudio el perfil genético de cada paciente sobre 93 muestras iniciales y 302 muestras de
seguimiento, a partir de ADN, con la estrategia basada en secuenciaciéon por amplicones (targeted
sequencing). Se analizd de manera individual con el fin de determinar el potencial patogénico de las

variantes detectadas y su importancia en la dindmica de la enfermedad (Figura 3.1).

Primera fase Segunda fase

Disefio de cebadores. Mezcla de muestras, purificacion y cuantificacion.

Anélisis Bioinformatico:
- Demultiplexado.
Procesamiento de lecturas.
Mapeo.
Cobertura.
Llamado de variantes.
Anotacion,

Amplificacion de las regiones de interés. Preparacion de la libreria.

Secuenciacion.

Incorporacion de Barcodes.

b

Figura 3.1 Flujo de trabajo seguido para el estudio del perfil genético por NGS.
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3.3.1 Primera fase:
3.3.1.1 Caracterizacion molecular: paneles OG-CLL, OG-CLL2, OG-TP53 y OG-ATM.

Se estudiaron cuatro paneles de secuenciacién personalizados siguiendo las recomendaciones
especificas de cada kit (OncogenBasic, Seqplexing, Valencia, Espafia). Un total de 227 regiones se
incluian en 4 paneles independientes, OG-CLL, OG-CLL2, OG-TP53 y OG-ATM (OncogenBasic,
Segplexing, Valencia, Espafia), con los que se generaron amplicones de una longitud 150-250 pares de

bases (pb) (Tabla 3.1).

Panel Gen Proceso Bioldgico Id. Gen Ensembl Id. Transcrito Exones Ampliciones (n9)
OG-TP53 TP53 Dafio ADN/control ciclo celular ENSG00000141510 NM_000546 Todos 19
BIRC3 Transduccién de sefiales via NFkB ENSG00000023445 NM_182962 6-9 9
NOTCH1 Transduccién de sefiales via notch ENSG00000148400 NM_017617 34 15
oG-cL MYD88 Sefializacién receptores Toll-like ENSG00000172936  NM_002468 5 2
SF3B1 Procesamiento y splicing del RNA ENSG00000115524 NM_012433 14-16 7
NFKBIE Sefializacion via NFkB ENSG00000146232  NM_004556 1 8
XPO1 Procesamiento y splicing del RNA ENSG00000082898 NM_003400 14-16 5
0G-CLL2 EGR2 Sefializacién via NFkB ENSG00000122877 NM_000399 1-2 14
FBXW7 Transduccién de sefiales via notch ENSG00000109670  NM_033632 8-12 12
POT1 Dafio ADN ENSG00000128513  NM_015450 6-9 10
0G-ATM ATM Dafio ADN/control ciclo celular ENSG00000149311  NM_000051  1-41, 43-62 126

Tabla 3.1 Distribucion y caracteristicas de los genes incluidos en cada uno de los paneles a estudio.

3.3.1.2 Resistencia terapéutica: disefio del panel IBR-R.

Se disefié el panel IBR-R, que incluia las regiones exdnicas y las zonas de splicing del gen BTK y

del gen PLCy2 (Tabla 3.2).

Panel Gen Proceso Bioldgico Id. Gen Ensembl Id. Transcrito  Exones
BTK Sefializacién BCR ENSG00000010671 NM_000061 Todos

PLCy2 Sefializacion BCR ENSG00000197943 NM_002661 Todos

Tabla 3.2 Distribucion y caracteristicas de los genes BTK y PLCy2 incluidos en el panel IBR-R.

IBR-R

Se obtuvieron las secuencias gendmicas a partir de las bases de datos COSMIC (Catalogue of
Somatic Mutations in Cancer, v89, mayo 2019) y Ensembl ( Ensembl genome browser , v97, julio 2019),
utilizando la versién del genoma de referencia GRCh38/hg38 vy aplicando el filtro MAF>0,01 (se
muestran las variantes con un MAF superior al 1%), siendo para el caso del gen BTK, NM_000061.3,
(transcript ID ENST00000308731.8) y para el gen PLCy2, NM_002661.5 (transcript ID
ENST00000564138.6). Para el disefio in silico de los cebadores, se utilizd el programa informatico de
libre uso jPCR (v0.4.0., http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Las condiciones generales del disefio de
cebadores fueron: tamafio del producto de alrededor de 150pb, una longitud de cebadores de 18 a
22pb, una temperatura melting de 58-622C con una diferencia maxima de un grado entre cebadores de
cada pareja, y un porcentaje de GC del 20-80%. A todos ellos, se les incorporé la secuencia propia de
los adaptadores “Nextera”, complementarias a la plataforma de secuenciacién lllumina (lllumina, Inc,

San Diego, EE.UU.); para los cebadores en 5 fue la cola_nextera 5":
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TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3’, y para los cebadores en 3’, la cola_nextera 3’
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG.

3.3.1.3  Amplificacidn de las regiones de interés: PCR selectiva.

El enriguecimiento de las regiones incluidas en los paneles OG-CLL, OG-CLL2, OG-TP53 y OG-
ATM, se llevé a cabo siguiendo las recomendaciones especificas de cada kit (OncogenBasic, Seqplexing,
Valencia, Espafia). El panel IBR-R, se amplificd en dos PCR multiplex distintas por cada paciente a estudio,
una por cada pool de cebadores (Multiplex Pool A y Multiplex Pool B) (Figura 3.2), a partir de 10ng de

ADN, en un termociclador Veriti® Thermal Cycler (Tabla 3.3):

Regian de interés

ADN
gendmico —— ——— PR
Pool Multiplex A

i il

", PCR1
- y
Cola Universal / Cala Universal
Mextera 5' Mextera 5 "
~—__Cebador Directo ~—._Cebadar Direct
ADN
genomico
s Cebador Reverso F o i Cebador Reverso gt ]
Amplificacin Caola Unlversal Amplificacidn Cola Universal
MNextara 3' Mextera 3
| =i | =

Figura 3.2 Esquema de PCR para la amplificacién de las regiones de interés.

A) Reactivos PCR selectiva multiplex Volumen (uL)
ADN gendmico ~50ng 1.0
2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (QIAGEN; Germany) 7.5
Pool cebadores (uM) 2.0
Agua libre de nucleasas 4.5
Volumen total de reaccion 15.0
B) Condiciones de amplificacion Temperatura Tiempo Ciclos
Activacion inicial 95 C 15 min
Desnaturalizaciéon 95 eC 20 sec
Hibridacién 25 £C 30sec 20x
60 °C 30 sec
Extension 72°C 30 sec
Extension final 72 °C 5 min
Cooling 15°C 0

Tabla 3.3 Reactivos PCR selectiva Multiplex y condiciones de amplificacion Panel IBR-R. A) Reactivos y volumen de cada uno de ellos para la
amplificacién por muestra. B) Condiciones de PCR1.

3.3.1.4 Incorporacion de barcodes.

Se identificaron las muestras de forma inequivoca, mediante etiquetas moleculares (Barcodes).
Se agruparon los dos productos amplificados (Multiplex A + Multiplex B) por muestra, y se incorporaron
adaptadores universales para las reacciones de NGS con sistema lllumina, y barcodes (Figura 3.3), en un
termociclador Veriti® Thermal Cycler con 38 ciclos de amplificacion (Tabla 3.4). Se verificé el producto

final mediante electroforesis capilar en el sistema automatizado Qiaxcel (Qiagen N.V. Hilden, Alemania).
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Region de interés
ADN
gendmico —___

Pool Multiplex A — —_— N ' i
R
AN

| | . .
PCR2
—
L Amplican Multiplex A . En la PCR2 se incorporan los
~ y secuencias adaptadoras
=~ * P5 ;‘f P7, EJ!.‘IE var‘lla ser compatibles
— con la tecnologia lllumina.
[ | Amplican Multiplex B | | 9
~
= | ] Amplicn Multiplex A [ ] [ ]
= | Amplicon Muitiplex B = ||
PS5 Barcode Barcode P7

Productos amplificados de las regiones de interes

Figura 3.3 Esquema de incorporacién de las secuencias identificadoras de los productos de la PCR1.

A) Reactivos PCR2 Volumen (uL)
Amplicén Pool A + Pool B 2.0

2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (QIAGEN; Germany) 7.5
Barcodes 1.0

Agua libre de nucleasas 4.5
Volumen total de reaccion 15.0

B) Condiciones de amplificacion Temperatura Tiempo Ciclos
Activacion inicial 95 °C 15 min
Desnaturalizaciéon 98 °C 20 sec
Hibridacién 60 °C 30 sec 38 x
Extension 729C 60 sec

Extension final 72°C 10 min

Cooling 15°C oo

Tabla 3.4 Reactivos PCR2 y condiciones de amplificacion. A) Reactivos y volumen de cada uno de ellos para la amplificacion por muestra. B)
Condiciones de PCR2 para la incorporacion de barcodes.

3.3.2 Segunda fase:
3.3.2.1 Mezcla de muestras, purificacion y cuantificacion.

Se generaron pooles afiadiendo 2L de cada muestra amplificada en un tubo comun. Estos pool,
se purificaron con bolas magnéticas 0.6X Magsi-NGS PREP® (MagnaMedics Diagnostics B.V., Paises
Bajos), y se cuantificaron con el kit QuantiFluor® dsDNA System (Promega, USA), siguiendo las
indicaciones del fabricante en ambos casos. En base a la cuantificacion de cada libreria, se diluyeron

hasta conseguir una concentracién final de 4nM.
3.3.2.2  Preparacion de las librerias.

Se desnaturalizaron los pools con NaOH 0.2N (221465, Sigma-Aldrich) y se diluyd con el tampdn
de hibridaciéon (HT1) hasta conseguir una concentracion final de 10pM. Como control del proceso, se
utilizé el PhiX Control v3 (lllumina, Inc, San Diego, EE.UU.) diluido a 12.5pM y en una proporcién
adecuada a la variabilidad de la muestra, 30uL de libreria PhiX a 12.5pM y 570ulL de libreria

desnaturalizada a 10pM.
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3.3.2.3  Protocolo de secuenciacion.

El proceso de secuenciacion se realizd empleando el sistema de secuenciacién MiSeq®
(Hlumina®, California) del Instituto de Investigacion Sanitaria INCLIVA, a partir de kits Miseq Reagent v2
(Hlumina®, California), para la secuenciacion dptima de fragmentos de 150pb en ambos sentidos, paired-
end, en un tiempo estimado de 48 horas, cuya secuenciacidén consta de un primera fase de generacion

de clusters mediante amplificacidn clonal, y una segunda fase de secuenciacion por sintesis.

La primera fase del proceso se basa en la formacidn de grupos o clusters. Las librerias hibridaron
con las secuencias adaptadoras presentes en la celda de flujo o flow cell, complementarias a los
adaptadores universales de los amplicones durante la PCR2, junto a los barcodes. Tras un primer
proceso de desnaturalizacion (Figura 3.4 a)), las hebras de cadena sencilla hibridan con la flow cell por
su extremo 5’, y comienza la reaccion de amplificaciéon clonal. Tras un proceso de amplificacion
isotérmica, el extremo 3’ de cada cadena puede hibridar con adaptadores complementarios cercanos,
formando una estructura en puente que permite la amplificacién en el sentido inverso. Este paso se
repite en varios ciclos llegando a formar hasta 200 clusters compuestos de moléculas idénticas (Figura
3.4 b)). Tras la amplificacion clonal, comienza la secuenciacién por sintesis (SBS) de lllumina (Figura 3.4
c)). Emplea desoxinucledtidos (dNTPs) marcados con un fluordforo diferente y con una modificacion en

el grupo -OH de su extremo 3, convirtiéndolos en terminadores reversibles.

La secuenciacidn se inicia con la adicidn de un nuevo dNTP sobre la cadena molde, el cual impide
la extension de la cadena por su extremo blogueante. A continuacién, tras la eliminacién del exceso de
desoxinucledtidos no incorporados, se produce la identificacion de dicho dNTP gracias a la excitacion
del fluordforo que lleva ligado (Figura 3.4 d)). Finalmente, se afiade un agente quimico capaz de eliminar
el grupo bloqueante, permitiendo la adicion de una nueva base y el inicio de un nuevo ciclo de
secuenciacion. La sefial de fluorescencia sera posteriormente analizada por el sistema éptico del equipo

(Figura 3.4 e)) (Slatko et al., 2018); (Ambardar et al., 2016; Metzker, 2010).

a) b) Generacion de clusters y c)
: amplificacion clonal estructura
en puente

Hebra de
cadena
sencilla

e e n s SIS

| [ ]
Preparacion de la libreria Secuenciacion por sintesis

d)

Adguisicion de
la imagen
-

Figura 3.4 Resumen del proceso de secuenciacion del sistema Miseq de lllumina. a) Preparacién de la libreria, b) Generacién de clustersy

6 E)
TGCT C

Base calling

amplificacidn clonal, ¢) Secuenciacion por sintesis (SBS), d) Adquisicion de la imagen tras la excitacion del fluoréforo, e) Traduccién de las
sefiales de fluorescencia, en secuencia de nucledtidos.
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3.3.3 Tercera fase:

Para el analisis e interpretacion de variantes se utilizé la pipeline desarrollada por el personal
bioinformdtico de la Unidad de Gendmica y Diabetes de la Universidad de Valencia, mientras que la
gestion de recursos corriod a cargo de la Unidad de Bioinformatica del Instituto de Investigacion Sanitaria

INCLIVA (Figura 3.5).

Demultiplexado Control de Calidad Trimming

Miseq Reporter Software 2.5.1. FastQC (v0.11.5). Setqgk trimfg (v1.2).
Archivos FASTQ.

Identificacian de muestras.

Anotacion Llamado de variantes Cobertura Mapeo
VER tool. Freebayes (v1.1.10). BEDtools (v2.23.0). BWA MEM (v0.7.15).
Archivos VCF, Archivos VCF. Par muestra y SAMtools (v1.7).
amplicon. Generacion de archivos .bam

Figura 3.5 Esquema del flujo de trabajo bioinformatico para el procesamiento de los datos obtenidos por NGS Miseq.

3.3.3.1 Demultiplexado y generacion de archivos FastQ.

Tras la secuenciacién, Miseq Reporter Software 2.5.1 (MSR), llevd a cabo el analisis inicial de
demultiplexado de muestras y la unificacién de toda la informacién en archivos FastQ, donde quedaron
almacenados los datos de secuencia y calidad de cada una de las bases incorporadas durante la

secuenciacion.
3.3.3.2 Control de calidad y trimming

Se evaluaron los diferentes pardmetros de calidad con el programa FastQC (v0.11.5,
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), y la herramienta setgk trimfg en su

version v1.2.
3.3.3.3 Mapeo y coberturas

Los datos de mapeo o alineamiento con el genoma humano de referencia (GRCh37.p13), se
obtuvieron a partir del software BWA (Burrows-Wheeler-Aligner) v0.7.15. (Li & Durbin, 2009) vy el
software SAMtools v1.7 (Li, 2011), en archivos con formato .BAM (del inglés Binary Aligment Map). Se
empled un codigo de analisis propio basado en parametros del programa BEDtools (V2.23.0) para el

analisis de coberturas.
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3.3.3.4 Llamado y anotacion de variantes.

El genotipo de cada muestra quedd recogido en archivos .VCF (del inglés Variant Call Format) a
partir del programa Freebayes v1.1.10. Para la anotacidén de variantes, se construyeron archivos .CSV

utilizando la herramienta VEP (Mclaren et al., 2016) con la versiéon Ensembl 97.

3.3.4 Filtrado y andlisis de variantes.

Todas las variantes reportadas en el andlisis bioinformatico, fueron comprobadas visualmente

en el software Integrative Genomics Viewer (IGV; Broad Institute) (Thorvaldsdottir et al., 2013).

La significacion clinica de las variantes filtradas, se comprobd en la literatura (PubMed;
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed) y en las bases de datos Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer (COSMIC; https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), Leiden Open Variation Database (LOVD;
www.lovd.nl), y Human Gene Mutation Database (HGMD; http://www.hgmd.cf.ac.uk). En concreto,
para el gen TP53, se consultaron las bases de datos especificas de este gen, IARC TP53 Database
(https://p53.iarc.fr/) y Seshat (http://vps338341.ovh.net/). La patogenicidad potencial de las
mutaciones de novo se evalud utilizando los algoritmos in silico SIFT (http://provean.jcvi.org), PolyPhen-
2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2) y Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org) (Grimm
et al., 2015). Para variantes localizadas en sitios de splicing, se utilizaron los algoritmos Human Splicing
Finder  (http://www.umd.be/HSF3),  NNSplice  (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html),
NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2) y Mutation Taster

(http://www.mutationtaster.org) para predecir su potencial patogenicidad (Jian et al., 2014).

En base a la frecuencia alélica de la variante reportada (VAF%), se clasificaron las variantes en
clonales (VAF >10%), subclonales de alta frecuencia (VAF >5%) y subclonales de baja frecuencia (VAF
<5%). Estos criterios de clasificacién, fueron aplicados en base al limite de deteccién que presenta la
técnica de Sseq (VAF >10-12%), y a partir del cual, todas las variantes detectadas por las técnicas de
nueva generacion que se encuentren en un VAF <10%, se consideran de significado clinico incierto en

la préctica clinica habitual.

3.4 Pruebas de validacion: panel IBR-R.

Las capacidades del panel IBR-R fueron evaluadas en términos de exactitud, precision,
sensibilidad y especificidad analitica bajo condiciones de repetibilidad y de reproducibilidad, siguiendo
las recomendaciones de la norma ISO 15189 (Guzel & Guner, 2009, ISO/IEC 15189, 2012). Para ello, se
emplearon muestras control cedidas por la Unidad de Biologia Molecular del Hospital Universitario Vall
d'Hebron de Barcelona, con variantes de diferentes frecuencias mutacionales localizadas en el gen BTK

y PLCy2 ( Tabla 3.5).
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Muestras Descripcion variante VAF (%) esperada
Control_BTK_pl1 ¢.1442A>C_p.Cys481Ser 100
Control_BTK_pl2 ¢.1441T>A_p.Cys481Ser 100

c.1442A>C_p.Cys481Ser 6
Control_BTK_pl3
¢.1441T>A_p.Cys481Ser 15
Control_BTK_pl4 ¢.1442A>C_p.Cys481Ser 30
Control_ PLCG2_pl1 ¢.1990C>T_p.Pro664Ser 100
Control_ PLCG2_pl2 €.2977G>C _p.Asp993His 100
Control_ PLCG2_pl3 ¢.1990C>T_p.Pro664Ser 30
€.2977G>C_p.Asp993His 10
Control_ PLCG2_pl4
€.1990C>T_p.Pro664Ser 10

Control_WT - -
Tabla 3.5 Muestras control para la validacion del panel IBR-R, con mutaciones de distinta frecuencia alélica tanto en el gen BTK
como PLCy2 (Concentracion 200ng/uL) (VAF: frecuencia alélica de la variante).

Exactitud: expresada como el error relativo del valor obtenido con respecto al valor asignado
de muestras controles. Fueron analizadas por cuadruplicado, en cuatro amplificaciones con
barcodes diferentes, y en cuatro carreras de secuenciacion distintas, para obtener el promedio

de los porcentajes con sus correspondientes desviaciones estandar y errores relativos.

Precisiéon: evaluada en términos de repetibilidad (intra-run) y reproductibilidad (inter-run),
teniendo en cuenta el coeficiente de variacion (CV). Fueron analizadas por triplicado, en tres
amplificaciones con barcodes incorporados diferentes, en una misma carrera para evaluar la
repetibilidad; y en tres carreras de secuenciacién distintas para determinar la reproducibilidad.

No fue posible evaluar la reproducibilidad en diferentes equipos por falta de disponibilidad.

Sensibilidad y especificidad: a partir de dos muestras control con mismo VAF (%)
(Control_BTK pl4 y Control_ PLCy2 pl3) y el control sin alteraciones (Control WT), se
prepararon mezclas en distintas proporciones (IBR-R1, IBR-R2, IBR-R3, IBR-R4, con 10%, 5%, 2%
y 1% de carga mutacional) y se procesaron en tres amplificaciones con barcodes diferentes, y
en cuatro carreras de secuenciacion buscando obtener 1000, 500, 250 y 100 lecturas por

amplicén, respectivamente (Anexo 1: Tabla 1).

3.5 Estudio de la region variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGVH).

3.5.1 Determinacion de IGVH: secuenciacion Sanger (Sseq).

Se empled ADN y ARN como material de partida. Para la retrotranscripcion a ADNc (ADN

complementario) se empled el kit comercial Maxima Reverse Transcriptase (Thermo Fisher,

Massachusetts, EEUU). En la amplificacion por PCR, se emplearon los cebadores especificos del locus de

IGVH (Fais et al., 1998), a partir del subconjunto leader (cebadores directos) y el cebador JH consenso

(cebador inverso). Como alternativa excepcional, se emplearon los cebadores FR1 (René et al., 2014,

van Dongen et al., 2003) (Figura 3.6; Tabla 3.6;
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Anexo 1: Tabla 2).

a) Locus IgH

dron- IGVH GDH  IGJH
- e

Cebadores Cebador
FR1

b Leader IGVH GDH IGJH

ADNC

Cebadores Cebador JH
I

Figura 3.6 Locus IGVH: localizacion de los cebadores complementarios a las regiones Leader, FR1 y JH. a) Amplificacion por PCR a partir de
gDNA, con un tamafio medio de fragmento esperado superior por la amplificacion de la regidn intrénica V. b) amplificacion por PCR a partir

de ADNc.
A) Reactivos PCR uniplex Volumen (plL)
ADN ~50ng; ADNc 1.0
AmpliTag Gold™ 360 Master Mix (Applied Biosystems™) 12.5
VH1/VH2/VH3-21*/VH4/VH5/VH6E (5uM) 2.5
JH (5uM) 2.5
Agua libre de nucleasas 5.5
Volumen total de reaccion 24.0
B) Condiciones de amplificacion Temperatura Tiempo Ciclos
Activacion inicial 95 C 10 min
Desnaturalizacion 94 2C 30 sec
Hibridacion 63 eC 30 sec 35x
Extension 72°C 45 sec
Extension final 729C 10 min
Cooling 15°C oo

Tabla 3.6 Reactivos y condiciones para la amplificacion por PCR de IGVH.

La comprobacién de los fragmentos amplificados se realizé con el sistema avanzado Qiaxcel
(Qiagen, Alemania), con un tamafio medio esperado de 510-560pb para los productos de PCR que
partian de ADN y de 400-450 pb en el caso de ADNc. Se purificd con ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup
Reagent (Thermo Fisher, Massachusetts, EEUU) y secuencid con BigDye Primer Sequencing Kit (Thermo
Fisher, Massachusetts, EEUU) junto con los cebadores VH especificos con los que se obtuvo el primer
producto de PCR (Tabla 3.7). La Sseq se realizd con el equipo ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems, Estados Unidos).

A) Reactivos PCR purificacion Volumen (uL)  B) Reactivos PCR Secuenciacion Volumen (uL)
Producto primera PCR uniplex 8.0 Producto PCR purificacion 5.0
ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent 3.0 BigDye™ Terminator 3.1 Ready Reaction Mix 1.0
Volumen total de reaccion 11.0 BigDye™ Terminator v1.1 & v3.1 5X Sequencing Buffer 4.0
VH1/VH2/VH3-21*/VH4/VH5/VH6/ JH (2.5uM) 1.0
Volumen total de reaccion 10.0
Producto PCR purificacion 5.0

Tabla 3.7 Reactivos para la purificacion (a) y secuenciacion (b) del reordenamiento IGVH.

Como método estandar de analisis, tal y como recomiendan las guias (Rosenquist et al., 2017),
se visualizd el cromatograma en crudo con la herramienta Chromas software (Technelysium Pty Ltd,
Australia), y el analisis del estado mutacional del reordenamiento, mediante la herramienta
IMGT/VQUEST. Esta, proporciona el célculo automatico del porcentaje de identidad de IgHV con
respecto a la linea germinal, el nimero y descripcién de las mutaciones por FR-IMGT y CDR-IMGT, vy la

identificacion y localizacién de dichas mutaciones con respecto a la linea germinal (Alamyar et al., 2012).
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La herramienta bioinformatica ARResT/AssignSubsets (Bystry et al., 2015) se reservo para la estereotipia

IGVH de BCR (Agathangelidis et al., 2019; Rossi & Gaidano, 2010)

3.5.2 Determinacion de IGVH y seguimiento: método NGS.

La optimizacion del protocolo que se expone a continuacion se realizd en colaboracién con la
Unidad de Gendmicay Diabetes de la Universidad de Valencia (Figura 3.7 a)). Se llevé a cabo una primera
PCR anidada multiplex a partir de 200ng ADN, con los subconjuntos de cebadores descritos
anteriormente (Langerak et al., 2007, 2012; van Dongen et al., 2003) de las regiones estructurales FR1,
FR2 y FR3 con extremos complementarios a los adaptadores Nextera (lllumina, California, EE. UU.) y la
enzima QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (Qiagen, Alemania) (Anexo 1: Tabla 3). La secuenciacion se
realizé siguiendo el proceso antes detallado (3.3.1.4), y el protocolo de secuenciacion lllumina MiSeq

V2 150x2 (17 pM. con Phix al 5 %) de acuerdo con las especificaciones del fabricante (Figura 3.7 b)).

a) LocusigH

Leader I— IGVH IGDH IGJH o

Cola Unwersal . . - Cola Universa
r:e)'.»;ra 5 Cebador Cebador Cebador Cebador .‘H\ Nextera 3
FR1 FR2 FR3

FR1 P e
FRZ \
~ g

b) Locus IgH

£ GVH IGD GIH
Leader intron-V IGVFE GDH IGJH ADN

Figura 3.7 Esquema de PCR para la amplificacién de IGVH por NGS. a) PCR anidada multiplex compuesta por la combinacién del pool de
cebadores que acotan las 3 regiones FR (framework) del locus IGH. b) Distribucidn de las lecturas obtenidas con cada set de cebadores tras la
secuenciacion 2x150 lllumina.

Para la determinacion de IGVH por NGS se recurrio a la pipeline especifica B-MyRepCLL,

producto de la tesis doctoral de Azahara Fuentes (para mas informacion https://github.com/afuentri/B-

MyRepCLL).

3.6 Citometria de Flujo y enfermedad medible residual.

Los estudios de citometria se realizaron en muestras de SP, tras la lisis de los eritrocitos tal y
como recomienda Euroflow (Kalina et al., 2012). Se utilizd la combinacion de 8 colores propuesta por
ERIC (Rawstron et al., 2016) para el estudio de EMR que incluye los marcadores celulares CD19, CD20,
CD5, CD43, CD79b, CD81 y CD3. La adquisicién se realizd en un FACSCanto Il Becton-Dickinson
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Biociences con el software FACSDiva (V8.0; BD). El software de andlisis fue el Infinicyt softwareTM
(Cytognos SL, Salamanca, Spain). El valor de EMR se informdé como la fraccion de células de LLC respecto

al total de células nucleadas, siendo la EMR negativa como una fracciéon <1x10™,

3.7 Anadlisis estadistico.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron con el paquete informatico SPSS 22.0 (SPSS, Chicago,
IL). Los test utilizados fueron el test de Wilcoxon para datos pareados, y para las variables cualitativas el
test de McNeman para variables en dos grupos y el test Q de Cochran para mds de dos grupos. Para el
analisis univariante de factores asociados a riesgo de recaida se utilizd la prueba de prueba x? para
variables categoricas, las pruebas paramétricas t de Student y ANOVA, ademas de las no paramétricas
(U de MannWhitney), para variables continuas. El analisis multivariante se realizd mediante el modelo
de regresiéon multiple de Cox (paso a paso), donde se incluyeron las variables que en el anélisis
univariante mostraban relacién con la supervivencia con un grado de significacién estadistica p<0.2 o
gue en estudios previos hubiese sido demostrado su valor prondstico. Para estimar el peso de una
variable en el analisis multivariante se calcularon las hazard ratio (HR) o razon de tasas. Se entendid
como tiempo hasta el primer tratamiento (TPT), como el periodo de tiempo entre el diagndstico vy la
fecha de inicio de tratamiento. La supervivencia libre de progresion (SLP) fue definida como el periodo
de tiempo desde el inicio de la linea terapéutica y la primera recaida/progresion. La supervivencia global
(SG) hizo referencia al periodo de tiempo entre el diagnéstico y la fecha de muerte del paciente o la
ultima fecha de seguimiento registrada, con independencia del estado de la enfermedad. La
probabilidad de TPT, SLP o SG fue calculada utilizando el método de Kaplan-Meier. Las comparaciones
entre las curvas de supervivencia de los distintos grupos de pacientes se realizaron mediante el test Log-
Rank. Se considerd que existian diferencias estadisticamente significativas cuando se observaron valores
de pinferiores a 0.05. El coeficiente de correlacién, diagramas de Bland-Altman, diferencia de medias y
limite de concordancia del 95%, informado como + 1,96 s.d., se calcularon a partir los datos en

porcentaje.
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4 Resultados

4.1 Caracteristicas clinico bioldgicas de los pacientes al diagndstico y al inicio del
tratamiento.

Se realizd un estudio retrospectivo observacional en el que se incluyeron un total de 96
pacientes diagnosticados de LLC seglin la OMS 2016 (Swerdlow et al. 2016). De todos ellos, 9 pacientes
(9%) fueron diagnosticados de LLCP y 87 pacientes (91%) correspondian a diagndstico de LLC. Cincuenta
y nueve (61%) eran hombres, y la mediana de edad al diagndstico fue de 61 afios (rango: 33-92), siendo
38 casos (40%) mayores de 65 afios. Con una mediana de seguimiento de 31 meses (RIQ de 0 a 229
meses) entre el diagndstico y el inicio de tratamiento, la edad aumento a 65 afios (mediana 61 vs 65,
P<0.001), siendo 47 casos (49%) mayores de 65 aflos. Las principales caracteristicas clinicas y bioldgicas
al diagnéstico y al inicio de tratmiento de los pacientes incluidos en el estudio, se detallan en la Tabla

4.3.

Al diagndstico, 78 pacientes (81%) presentaron un estado general medido por la escala ECOG
de 0, 12 (12%) de | con sintomatologia leve y 2 casos (2%) con <50% del dia encamados (ECOG Il). Los
sintomas mas frecuentes fue la sudoraciéon (n=6, 6%), pérdida de peso (n=5, 5%), seguida de astenia
(n=3, 3%) y fiebre (n=1, 1%). Alinicio de tratamiento, también la mayoria eran asintomaticos (78, 82%),

sin observarse diferencias significativas en la evolucion.

Cuarenta y cuatro pacientes (46%) presentaron adenopatias en un territorio ganglionar en el
23%, en dos territorios en el 15% y en tres o0 mas en el 8%; esplenomegalia en un 8% y hepatomegalia
en un 3% del total de casos, al momento del diagndstico. El aumento de las adenopatias fue progresiva
(46% vs 78%, P<0.001), aumentando hasta el 30% y 29% los casos con dos o tres terriotorios
ganglionares afectos. Ademas, 29 casos presentaron esplenomegalia (8% vs 30%, P<0.001), y 9 (9%)

hepatomegalia.

Con respecto a las cifras hematoldgicas, la mediana basal de hemoglobina, recuento
leucocitario total, linfocitario absoluto, y plaquetar fue de 13.75g/dL (RIQ 12.50-14.80g/dL), 19.08x10%/L
(RIQ 13.45-31.87x10%L), 13.49x10%L (RIQ 8.26-24.50x10%L) y 205.00x10%L (RIQ 162.25-
231.00x10%L), respectivamente. Durante la progresion natural de la enfermedad, el valor de la
hemoglobina (mediana 13.75 vs 12.30 g/dL, P<0.001) y del recuento plaquetar (mediana 205.00 vs
167.50 x10%/L, P=0.003), fue significativamente menor, mientras que aumento la cinética del recuento
leucocitario total (mediana 19.08 vs 60.80 x10°/L, P<0.001) v linfocitario absoluto (mediana 13.49 vs
53.83 x10°/L, P<0.001). Asimismo, los valores bioquimicos de LDH (mediana 351.00 vs 375.00 U/L,
P=0.034) y B2-microglobulina (mediana 2.46 vs 2.90 mg/dL, P<0.001) aumentaron. En concreto, 27
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casos (26%) presentaron valores alterados de B2-microglobulina con respecto a los descritos al

diagndstico (rango normal 83% vs 64%; rango elevado 17% vs 36%; P<0.011).

Al diagnostico se recogieron las caracteristicas inmunofenotipicas imprescindibles para la
cartacterizacion diagndsitca, y los valores bioquimicos claves. La mediana de los niveles de creatinina, y
de inmunoglobulinas séricas IgG, IgA e IgM, fue de 0.9mg/dL (RIQ 0.70-1.09mg/dL), y 790.00mg/dL (RIQ
573.75-1034.25mg/dL), 127.00mg/dL (RIQ 78.00-211.00mg/dL) y 45.00mg/dL (RIQ,26.00-80.00mg/dL),
respectivamente. Los valores de coexpresidn de antigenos de superficie CD19/CD5+ fue de 70,50% (RIQ
35.75-90.05%), con mayor expresion de cadenas ligeras Kappa (n=37, 63%), seguidas de Lambda (n=18,
30%) y Kappa/Lambda (n=4, 7%). La expresion de la proteina ZAP70 y CD38, fue positiva en 43 (45%) y

41 pacientes (43%), respectivamente.

Segun el sistema de estadificacion Rai, 47 (49%) pacientes presentaban enfermedad de bajo
riesgo, 34 (35%) en estadio | o I, como enfermedad de riesgo intermedio, y 15 (16%) con enfermedad
de alto riesgo. Segun el sistema de Binet, se clasificaron en estadio A 78 (81%), 10 (11%) en estadio B, y
en minoria en estadio C (8 (8%)). Tras la progresion, la mayoria de los pacientes se reclasificacion en los
subgrupos de riesgo intermedio y alto, y estadios B y C, segun los sistemas de Rai y Binet (riesgo bajo:
49% vs 7%; intermedio 35% vs 52%; alto 16% vs 39%, P<0.001) (estadio A 81% vs 32%; estadio B 11% vs

41%; estadio C 8% vs 27%, P<0.001), lo que justificd la necesidad de inicio tratamiento.

El estudio citogenético fue posible en 94 pacientes (96%) para FISH, y 56 (58%) para cariotipo.
Cincuentay nueve pacientes (63%) mostraron anomalias en el FISH, con la del(13g14) en 35 (37%) como
alteracién mas frecuente, seguida de la trisomia del cromosoma 12 en 19 casos (20%), y la del(11g22)
y del(17p13), en 11 (12%) y 7 pacientes (7%), respectivamente. Treinta y ocho (68%) pacientes,
presentaron un cariotipo normal, mientras que 16 (29%) mostraron 1 é 2 anomalias cromosdmicas
clonales. Un paciente (2%), presentd un cariotipo de complejidad baja con 3 lesiones, y otro (2%) con
cariotipo complejo intermedio con 4 (Anexo 2: Tabla 1). Con un aumento discreto de casos con FISH
alterado durante la progresién (65, 71%), siguid describiéndose la del(13q14) como la mas frecuente
(39, 42%). En cambio, las diferencias fueron significativas en las alteraciones cromosdémicas detectadas
en el cariotipo en 49 casos, de los cuales 25 (51%) presentaron alteraciones cromosdmicas, con una o

dos lesiones (43%), complejidad baja (2%), intermedia (4%) y alta (2%) (P<0.001) (Anexo 2: Tabla 1).

Se identificaron 61 (63%) pacientes con estado mutacional U-LLC, 29 (30%) M-LLC, y 6 casos
(6%) con el reordenamiento especifico IGVH3-21 (Tabla 4.5). Mediante secuenciaciéon Sanger, se
amplificaron un total de 105 reordenamientos IGVH con ADN como muestra de partida, de los cuales 9
(9%) fueron no productivos y no detectados a partir de ADNc. Nueve (9%) casos presentaron doble

reordenamiento, uno de ellos no productivo.
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La familia de genes VH3 (44%) fue la mds representada, seguida de VH1 (31%) y VH4 (21%); en
concreto los subtipos IGVH1-69 (18%), IGVH4-34 (7%), y en igualdad IGVH3-21-IGVH3-30-IGVH3-23
(6%); mientras que la familia VH2 (2%), VH5 y VH6 (1% en ambos casos), fueron minoritarias. En el caso
de DHy JH, la familia DH3-3 (15%) y JH6 (45%) formaban parte del reordenamiento en la mayoria de los
casos. Cuatro pacientes (4%) presentaron reordenamientos IGVH-IGDH-IGJH esteriotipados, asignados
a dos de los subset mayoritarios, CLL#2 (3, 3%) y CLL#1 (1, 1%). Cuatro casos mas, fueron reagrupados
en cuatro minoritarios (CLL#3, 1%; CLL#6, 1%; CLL#28A, 1%; CLL#77, 1%). Todos ellos tenian diagndstico
de LLC, mientras que el CLL#28A era LLCP (Anexo 2: Tabla 2).

4.1.1 Anadlisis de calidad de secuenciacion y cobertura en las muestras basales.

El porcentaje mapeado on-target fue >85%, y se examind la uniformidad y distribucion de la
cobertura minima y media de cada gen (Anexo 1: Figuras 4). Siendo la media de la cobertura media
19670,60x por gen (2782,33 - 33536,25x), 6 de los 11 genes a estudio presentaron una cobertura igual
o superior a este umbral: los genes EGR2 (33.536,25x) NOTCH1 (27.318,00x) y POT1 (25.898,13x), con
una cobertura global superior al resto, mientras que el gen ATM mostraba menor cobertura (2.782,33x)
(Tabla 4.1). A pesar de ello, el exdn 1 del gen EGR2 y en algunas regiones del gen ATM (exdn 1, 21, 33y

54), no se superaba 500x de cobertura.

Gen Exén Ndmero amplicones Cobertura minima (Media) Cobertura media (Media)
TP53 11 19 9.154,59 10.193,23
BIRC3 6-9 9 8.985,63 11.782,69
NOTCH1 34 15 23.281,00 27.318,00
MYD88 5 2 12.384,25 12.646,50
SF3B1 14-16 6.531,00 7.536,08
NFKBIE 1 20.451,00 21.591,00
XPO1 14-16 5 20.041,67 20.339,17
EGR2 1-2 14 31.731,00 33.536,25
FBXW7 8-12 12 19.451,00 19.670,60
POT1 6-9 10 25.079,75 25.898,13
ATM  1-41,43-62 126 2.445,90 2.782,33

Tabla 4.1 Cobertura minima y media total de cada gen a estudio.

Mds del 90% de los casos estudiados, presentaron una cobertura media >1000x en el panel
TP53(92.35%) y paneles OG-CLL (90.00 %) y OG-CLL2 (92.85%). En particular, dada la inferior calidad de
cobertura del gen ATM, el 88.86% de los casos tenian la regién a estudio cubierta 2500x (Tabla 4.2)

(Anexo 1: Figuras 1).

panel Media Casos cobertura media Media Casos cobertura media  Media Casos coberturamedia  Media Casos cobertura media
>1000x (%) 2500x (%) 2250x (%) <250x (%)
TP53 92.35 2.54 2.63 2.47
OG-CLL 90.70 5.80 2.42 1.09
OG-CLL2 92.85 2.60 1.37 3.18
ATM 78.88 9.98 4.69 6.43

Tabla 4.2 Porcentaje de casos con una cobertura media por panel de >1000x, >500x, >250x y <100x, respectivamente.
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Caracteristicas demograficas Categoria Datos al diagnéstico Datos pretratamiento p-valor
Edad (afios), media (RIQ) 61 (33-92) 65 (36-97) <0.001
Sexo (masculino), n (%) 59 (61,50)
Pardmetros clinicos
>65 afios, n (%) 38 (40) 47 (49) 0.245
0 78 (81) 79 (82)
ECOG performance status, n (%) 1 12 (12) 12 (13) 1.000
2 2(2) 2(2)
Sintomas B, n (%) 7(7) 9 (9) 0.777
Sudoracion, n (%) 6 (6) ND
Pérdida de peso, n (%) 5(5) ND
Astenia, n (%) 3(3) ND
Fiebre, n (%) 1(1) ND
Linfoadenopatias (territorios), n (%) 43 (45) 75 (78) <0.001
1 22 (23) 19 (20)
2 14 (15) 29 (30)
3 8(8) 28 (29)
Esplenomegalia, n (%) 8(8) 29 (30) <0.001
Hepatomegalia, n (%) 3(3) 9(9)
Cifras analitico-hematolégicas
Hemoglobina, Mediana (RIQ), g/dL 13.75 (12.50-14.80) 12.30(10.77-13.70) <0.001
Leucocitos totales, Mediana (RIQ), x10"9/L 19.08 (13.45-31.87) 60.80 (31.64-119.39) <0.001
Neutrdfilos absolutos, Mediana (RIQ), x1079/L 4.54 (3.32-5.85) 4.20(2.77-5.68) 0.665
Linfocitos absolutos, Mediana (RIQ), x1079/L 13.49 (8.26-24.50) 53.85 (23.86-112.24) <0.001
Plaquetas, Mediana (RIQ), x1079/L 205.00 (162.25-231.00) 167.50 (119.25-215.25) 0.003
Andlisis de bioquimica
Creatinina, Mediana (RIQ), mg/dL 0.90 (0.70-1.09) ND
1gG, Mediana (RIQ), mg/dL 790.00 (573.75-1034.25) ND
IgA, Mediana (R1Q), mg/dL 127.00 (78.00-211.00) ND
IgM, Mediana (RIQ), mg/dL 45.00 (26.00-80.00) ND
Lactato deshidrogenasa (LDH), Mediana (RIQ), U/L 351.00 (288.50-394.00) 375.00 (308.50-484.50) 0.034
LDH elevado (>1xsuperior al limite normal), n (%) 14/92 (15) 24/92 (26) 0.101
B2-microglobulina (B2), Mediana (RIQ), mg/dL 2.46 (1.87-6.01) 2.90 (2.40-4.42) <0.001
B2 elevado (>1xsuperior al limite normal), n (%) 15/86 (17) 27/74 (36) 0.011
Estadificacion
0 47 (49) 7(7)
Estadio Rai, n (%) -1l 34 (35) 52 (54) <0.001
-1V 15 (16) 37 (39)
A 78 (81) 31(32)
Estadio Binet, n (%) B 10(11) 39 (41) <0.001
C 8(8) 26 (27)
Caracteristicas inmunofenotipicas
Coexpresioén CD19+/CD5+ (%), Mediana (RIQ) 70.50 (35.75-90.05) ND
Cadenas ligeras, n (%) Kappa 37 (63) ND
Lambda 18 (30) ND
Kappa/Lambda 4(7) ND
ZAP70 >20% positivo, n (%) 43/66 (65) ND
CD38 >30% positivo, n (%) 41/82 (50) ND
Estudio citogenético
Alteracion en el niumero de copias (FISH), n (%) 59/94 (63) 65/92 (71) 0.573
del(13g14 35(37) 39 (42)
trisomia 12 19 (20) 19 (21)
del(11qg22) 11(12) 14 (15)
del(17p13) 7(7) 8(9)
Cartiotipo normal, n (%) 38/56 (68) 24/49 (49) <0.001
1-2 lesiones 16 (29) 21 (43)
Complejidad baja 3 1(2) 1(2)
Complejidad intermedia 4 1(2) 2 (4)
Complejidad alta 5 0(0) 1(2)

Tabla 4.3 Principales caracteristicas clinicas y bioldgicas de 96 pacientes con LLC a estudio. (RIQ: rango intercuartil; ND: no determinado).
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4.1.2 Comparacion del estado mutacional IGVH por Sseq y NGS.

La media de secuencias analizadas por paciente fue 41642 (rango, 224-534346). El recuento
medio de secuencia Unica mas abundante fue 7697 (rango, 172-431926), mientras que el de todos los
clonotipos (la suma de todas las secuencias Unicas con exactamente el mismo reordenamiento VDJ pero
con diferencia en longitud o porcentaje de mutaciones) fue 22921 (rango, 174-330175). La mediana de
cobertura de la region VH fue del 99.70% (rango, 87.59-100). Se detectaron los mismos
reordenamientos clonales (105) que los determinados por Sseq, 9 no productivos, con un porcentaje

de lecturas mapeadas en el gen V que vari6 de 17.94 a 99.78%.

Tras la deteccidn y caracterizacidn de los clones mayoritarios, fue necesario establecer un limite
confiable para los clones menores. Se calcularon los ratios de lecturas mapeadas entre clones
consecutivos, y se determind un limite de diferencia = 5 entre ratios, para considerar el reordenamiento
como clonal intramuestra. Con esta clasificacidn, las muestras se etiquetaron como subclonal o "N
clonal" (siendo N el numero de posibles clones de LLC). El valor promedio de la maxima diferencia
detectada fue 347 (raango, 125 — 398x) y 92 veces (rango, 21 — 149x) en los grupos con una Unica clonal
(1 clon) y doble reordenamiento (2 clones), respectivamente (Anexo 1: Figuras 2). En base a esta
clasificacién, se detectaron 6 pacientes, con un reordenamiento extra, categarizados como “2 clonas”,
siendo el porcentaje de lecturas mapeadas en el gen V no superior al 11% en estos casos (7.84-11.96%).
Cuatro de estos seis reordenamientos, fueron no productivos, con codones stop detectados en la regién
CDR3, y todos ellos presentaron SMH (%) afines a la categorizacion del clonotipo principal. EI 50% de los
nuevos reordenamientos, pertenecian a la misma familia VH que el clon mayoritario, lo que, ademas de

por su baja proporcién clonal, dificulté su resolucidn por la técnica convencional (Tabla 4.4).

Caso Estado mutacional global Homologia (%) IGVH IGDH IGIH % Total de lecturas Productividad
100 IGVH4-4 IGDH2-2 IGJH6 89.87 Si
LLC-33 NO MUTADO
99.70 IGVH4-61 IGDH2-8 IGJH6 9.37 No
100 IGVH3-11 IGDH3-16 IGJH4 69.10 Si
LLC-43 NO MUTADO
99.67 IGVH3-23 IGDH5-5 IGJHS5 7.84 No
100 IGVH1-69 IGDH3-3 IGJH2 77.70 Si
LLC-52 NO MUTADO
100 IGVH3-22 IGDH2-8 IGJH4 11.96 Si
99.51 IGVH3-9 IGDH6-6 IGJH4 79.42 Si
LLC-58 NO MUTADO
98.40 IGVH2-5 IGDH2-8 IGJH4 10.42 No
100 IGVH1-2 IGDH3-3 IGJH1 70.80 Si
LLC-6 NO MUTADO
99.70 IGVH1-69 IGDH3-9 IGJH3 11.72 Si
100 IGVH3-11  IGDH6-19 IGJH1 81.56 Si
LLC-60 NO MUTADO
99.70 IGVH2-5 - IGJH6 10.43 No

Tabla 4.4 Listado de dobles reordenamientos detectados por NGS y no por Sseq.

Los reordenamientos IGVH obtenidos por SSeq, se compararon con los obtenidos por NGS en
términos de genes IGVH, IGJH, IGDH, estado mutacional y CDR3: 105/105 (96 reordenamientos

predominantes y 9 secundarios). Los genes IGVH e IGJH, se detectaron por igual (incluyendo diferencias
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en alelo) (100%). En el caso de los genes IGDH, 98/98 fueron identificados idénticos (incluyendo
diferencias en alelo), mientras que por NGS se pudo completar el reordenamiento en 4/6 casos mas, sin
DH establecido por Sseq, siendo los dos casos restantes, reordenamientos VH3-21. La secuencia de
aminoacidos fue igual en 93/100 reordenamientos con CDR3 disponible por Sseq (93,10%), 7/100 con

1 aminodcido diferente (7%).

Tal y como mostré el grafico de dispersién y el grafico de Bland-Altman, para la determinacion
del estado de IGVH, las técnicas Sseq y NGS fueron concordantes en el 99,04% de los casos (104/105),
con una excelente correlacion con el procentaje de identidad (homologia %) detectado
(linealidad=0.748, P<0.001) (Figura 4.1 a) y b)). La Unica discrepancia se asignd a un paciente biclonal
mutado (LLC-10), con un reordenamiento productivo (IGVH1-69/IGDH3-10/IGJH2, 91.66%) y otro no
productivo (IGVH3-23/ IGDH1-14/I1GJH2, 84.94%), con una homologia por NGS del reordenamiento no
productivo del 98.60%, no mutado, mientras que el clon principal permanecia mutado (97.60%). En 3
casos mas, las secuencias NGS fueron mas cercanas a la linea germinal, sin implicar un cambio en la
categorizacion del estado mutacional IGVH, lo que sugirié un probable error acumulado por la técnica

SSeq.

En base a este ratio, y al recuento linfocitario absoluto (RLA, x10%/L) en sangre periférica, se
determind la proporcion de células LLC hipotéticas en tanto por cien [celLLC(%)], y se extrapold en base
al recuento leucocitario (x10%/L) total. De esta manera, se obtuvo el valor (%) de células LLC con
respecto a los leucocitos totales. Con tal de conocer la validez de estos resultados, se compard el
celLLC(%) con el valor de co-expresién de antigenos de superficie CD19/CD5+ (%) de 87 muestras. En
este caso, se observd una excelente correlacién entre el porcentaje de células LLC en funcién del calculo
clonotipico por NGS, y el del fenotipo por citometria de flujo (linealidad=0.688, P<0.001), con una
mediana de diferencia porcentual de 3.45 (rango 0.62-6.00). En los casos con doble reordenamiento, la
suma de celLLC(%) derivada de cada clonotipo, se correlaciond con el valor CD19/CD5+ (%), a excepcion
de un caso (LLC-63). Con respecto al resto de muestras con doble reordenamiento, el fenotipo fue

consistente con una Unica poblacion monoclonal.
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Figura 4.1 Comparacion entre el porcentaje de identidad (homologia %) de IGVH detectada por Sseq y NGS, y la proporcion de células LLC en
base al clonotipo por NGS. Correlacién de Pearson (a) y grafico de Bland-Altman (b) entre los métodos Sseq y NGS (linealidad =0.748;
coeficiente de correlacion de Pearson R=0865, P<0.001). Correlacion de Pearson (c) y gréfico de de Bland-Altman (d) entre el porcentaje de
celLLC por NGS y el valor CD19+/CD5+ detectado por CF (linealidad=0.688; coeficiente de correlacion de Pearson R=0865 P<0.001) (celLLC:
células LLC detectadas por NGS; CF: citometria de flujo; IC: intervalo de confianza).

4.1.3 Heterogeneidad clonal y composicion subclonal.

En 82 de los 93 (88%) pacientes evaluados, se identificaron un total de 342 variantes, mientras

que en 11 (12%) no se detectd ninguna alteracion genética. En base al significado clinico de las variantes,

228 (67%) fueron benignas, 16 (5%) probablemente benignas, 23 (7%) de significado incierto, 52 (15%)

probablemente patogénicas y 23 (7%) patogénicas (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Clasificacidn de las variantes reportadas segun su frecuencia alélica de la variante (VAF%) y significado clinico. Verde: benigna;
verde claro: probablemente benigna; amarillo: significado incierto; rosa: probablemente patogénica; rojo: patogénica.

Una vez descartadas las 244 (71%) mutaciones de significado clinico benigno y probablemente

benigno (Anexo 2: Tabla 4), centramos el estudio en las 98 (29%) mutaciones con potencial valor clinico

77



Resultados

gue se reportaron en 53 (57%) pacientes, siendo la mediana del nimero de variantes detectadas por
paciente de 1, variando de 0 a 5. Veintisiete casos (29%) presentaron una mutacién, 15 (16%) dos
variantes, 6 (6%) con tres, 2 (2%) con cuatroy en 3 (3%) con cinco variantes. En 40 (43%) pacientes, no
se detectd ninguna mutacién. Respecto a la naturaleza de las mutaciones, las mas frecuentes fueron las
de tipo missense (64, 65%), frameshift (22, 23%), nonsense (7, 7%) y por ultimo variantes en regiones

de splicing, splice site (5, 5%).

En relacién a la frecuencia alélica de las variantes, las mutaciones clonales (210 VAF%) fueron
las mas frecuentes en 45 (48%) pacientes. Se presentaron como variantes Unicas en 31 casos (33%), y
en asociaciéon con una mutacion subclonal (VAF <10%) en 14 (15%). Ocho pacientes (9%), presentaron
mutaciones subclonales aisladas, de los cuales, 2 (2%) eran variantes subclonales de alta frecuencia (VAF

>5%), y 6 (6%) subclonales de baja frecuencia (VAF <5%) (Figura 4.3).
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Figura 4.3 Clasificacidn de las variantes reportadas segun su frecuencia alélica de la variante (VAF%) en clonales, subclonales de alta carga y
subclonales de baja carga. Azul: clonal; Azul claro: subclonal alto; Morado: subclonal bajo.

4.1.4 Mutaciones genéticas y vias celulares mds frecuentemente alteradas.

La fraccion alélica mutacional minima observada en todos los casos fue de >1% en los genes a
estudio. Las mutaciones de naturaleza missense fueron las variantes mas frecuentes en los genes SF3B1,
TP53, XPO1 y ATM, mientras que la mayoria de las mutaciones en NOTCH1 y en su totalidad en BIRC3,
lo eran de tipo frameshift. Las mutaciones clonales y subclonales (VAF <10%) mostraron caracteristicas
moleculares y distribucidn genética similar, a excepcién de los genes ATM, MYD88 y NOTCH1, en los
gue Unicamente se hallaron variantes clonales (Figura 4.4). Se observd una evolucién mutacional

convergente en 13 pacientes (TP53, 3; SF3B1, 3; ATM, 3; XPO1, 3, BIRC3, 1).
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Figura 4.4 Numero de mutaciones encontradas en la serie de pacientes global. Azul: clonal; Azul claro: subclonal alto; Morado: subclonal bajo.

Segun la categoria funcional, las mutaciones que afectan a la respuesta al dafio en el ADN fueron
las mas frecuentes (34, 35%), seguidas de las variantes en los genes implicados en el splicing,
transcripcion y transporte del ARN (31, 32%), de la via de sefializacion de NOTCH (18; 18%), y de la vias
de sefializacion del BCR/TLR (15, 15%) (Anexo 2: Tabla 5).

Entre los genes implicados en la respuesta al dafio en el ADN, el gen TP53 fue el gen mutado en
mayor frecuencia, con un total de 19 mutaciones en 14 pacientes (15%). Las mutaciones encontradas
afectaron principalmente al dominio de unién al ADN, codificado, entre otros, por los exones 5, 7 (n=5,
52% en ambos casos) y 6 (n=4, 21%). Catorce variantes (68%), fueron de tipo missense, 3 frameshifty 3
nonsense (32%), de las cuales 10 eran clonales con una VAF 210%. Una mutacion subclonal en el gen
TP53, fue la Unica aberracién genética detectada en un paciente (LLC-77), y en concurrencia con otras
mutaciones genéticas en 11 de los 14 casos (79%). En 2 pacientes (14%) se hallé dos mutaciones en
TP53 de manera concomitante, siendo una de ellas subclonal, con un VAF <5%. En otro caso mas (LLC-
49), se detectaron cuatro mutaciones, cada una de ellas localizadas en un exdn diferente, con una carga

clonal y tres subclonales que no superaron el VAF<7%.

El gen ATM fue el segundo gen con mayor indice mutacional implicado en esta via, a pesar de
que soélo fue posible su determinacion en el 55% de la serie (n=51). Se detectaron 13 mutaciones en 10
pacientes (11%), todas ellas clonales, localizadas a lo largo del gen, de las cuales 7 (54%) eran missense,
4 (31%) en la region de splicing, y 2 (15%) de tipo nonsense. En 3 pacientes (23%) se describid una
mutacién clonal Unica en ATM, mientras que en 3 casos mas (23%), se detectaron dos mutaciones
genéticas independientes adquiridas en el mismo gen, en asociacion con mutaciones puntuales en otros

genes en dos de ellos.

Por ultimo, el gen POTI, se vio afectado minoritariamente, detectdndose dos mutaciones en
dos pacientes (2%). La insercién clonal se localizaba en el exdn 6 del gen, y en asociacién con otra
mutacion clonal en el gen TP53; mientras que la missense subclonal, en el exén 9, se detecté de manera

aislada en el paciente LLC-78.
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En cuanto a los genes involucrados en la transcripcion del ARN, el gen de splicing SF3B1 fue el
segundo gen con mayor indice mutacional, encontrandose 18 variantes en 15 de los 93 pacientes (16%)
analizados, con carga clonal y subclonal de manera proporcional (9, 50%). Todas las variantes fueron de
naturaleza missense, localizadas en los exones 14 (n=6, 33%), 15 (n=10, 56%) y 16 (n=2, 11%), entre las
gue destaco la mutacién recurrente p.Lys700Glu, en seis pacientes (40%). La presencia de una mutacion
en SF3B1 fue la Unica aberracién genética detectada en 8 pacientes (53%), siendo en 3, mutaciones
subclonales que no superaron VAF>1,5%. En 3 pacientes (20%) se hallaron dos mutaciones de SF3B1 en

ausencia de aberraciones genéticas asociadas, dos de los cuales con cargas subclonales <8%.

El gen XPO1, fue el segundo gen de splicing mutado con mayor frecuencia, encontrandose 13
mutaciones en 10 de los 93 pacientes (11%) analizados, 54% de ellas clonales. Todas las variantes fueron
de tipo missense (12, 92%), menos una de naturaleza frameshift (8%), localizadas en su mayoria en el
exon 15 (10, 77%) y exon 16 (3, 23) del gen. La mutacion mas comun, presente en 9 pacientes (90%),
daba lugar a una alteracion de la proteina en el codén 571, principalmente por el cambio de aminoacido
p.Glu571Lys (n=7, 70%), seguida de p.Glu571Val en 2 pacientes (15%). Sélo el paciente LLC-73, presentd
la mutacién p.Glu571Lys aislada, mientras que en los 9 casos restantes, se detectaron las mutaciones
en XPO1 en concurrencia con mutaciones que afectaron a uno (4, 40%), dos (1, 10%), e incluso tres (2,
20%) genes diferentes relacionados con la LLC, y en 3 pacientes mas, en combinacidn con otra variante

subclonal (2, 20%), y otra clonal (1, 10%) en el gen XPO1.

Entre los genes mutados que afectan a la via de sefializacién de NOTCH, 13 variantes clonales
se encontraron en el gen NOTCH1 en 13 casos diferentes (14%), con una frecuencia mutacional clonal
en todos ellos. La mayoria de las mutaciones comprometian la funcionalidad de la proteina, 10
frameshift (77%), 2 nonsense (15%), y 1 missense (8%), siendo la mas frecuente la indel p.Pro2514fs*4
(77%), localizada en el dominio PEST C-terminal del gen. Sélo 5 pacientes (39%) presentaron una Unica
mutacién en NOTCH1, mientras que los 8 restantes en asociacidén con una (3 casos, 23%), dos (2 casos,

15%), tres (2 casos, 15%) e incluso cuatro (1 caso, 8%) alteraciones genéticas.

Con respecto al estado mutacional de FBXW?7, sélo se identificaron 5 mutaciones en 5 pacientes
de la serie global (5%), 3 clonales (60%) y 2 subclonales (40%). Todas las variantes fueron de tipo
missense, concentradas en el exdn 9 (40%) y 10 (60%) del gen, con una prevalencia del cambio de
aminoacido p.Arg505Leu en dos de los 5 pacientes descritos (40%). A excepcidn del paciente LLC-93,

todas las mutaciones en FBXW?7 fueron detectadas en asociacion con otras variantes genéticas (90%).

En la serie global, los genes involucrados en las vias de sefializacion BCR/TLR, presentaron
menor indice mutacional que el resto de genes implicados en el perfil genético de la LLC. En concreto,

6 variantes en 6 pacientes diferentes (6%) se detectaron en el gen EGR2, 5 clonales (83%) y 1 subclonal
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(17%), alterando parcialmente la via de sefializaciéon NFkB. Cinco de las mutaciones de EGR2 (83%), se
localizaron en el exdn 2, afectando predominantemente a los codones p.Glu356 (3, 50%) y p.Asp411 (2,
33%). Las mutaciones en EGR2, se presentaron de forma aislada (5, 83%), menos en el caso LLC-15 que

fue en asociacion con una mutacion clonal frameshift en el gen TP53.

El segundo componente genético mayormente mutado e involucrado en la via de sefializacién
NFkB, fue el gen BIRC3, en el que se detectaron 5 mutaciones en 3 pacientes (3%), descritas como
deleciones e inserciones que oscilaron entre 1y 13 nucledtidos. Todas las mutaciones fueron frameshift,
agrupadas en dos regiones hotspot comprendidas entre los aminoacidos 429-434 detectadas a un
VAF<10% (2, 40%), y los aminodcidos 547-554 con una frecuencia clonal (3, 60%). Una delecion clonal
en BIRC3, fue la Unica aberracion genética en dos pacientes (67%), mientras que en el caso LLC-14,
concurrieron 2 deleciones clonales con una insercion subclonal en el gen BIRC3, en asociacion con dos
mutaciones missense clonales en otros dos genes. Respecto al gen NFKBIE, se identificd la misma

delecién en dos pacientes diferentes (2%), en la region hotspot p.Tyr254.

Por dltimo, la mutacion p.Leu265Pro mas recurrente en el gen MYD88, componente clave en la
sefializacion intracelular del complejo TLR, se identificd en dos pacientes de la serie (2%), ambas en
heterocigosis, una de ellas como marcador genético Unico alterado en el LLC-99, y en el LLC-24 en

asociacion con una mutacién missense clonal en el gen TP53.

4.1.5 Coexistencia/exclusividad de las variantes genéticas y su correlacién con las
caracteristicas clinico bioldgicas.

La integracién de las mutaciones genéticas con las caracteristicas fenotipicas y/o citogenéticas

de LLC, reveld algunas asociaciones significativas descritas a continuacion (Anexo 2: Tabla 6) (Figura 4.5).
La presencia de mutaciones en TP53 se asocié mayoritariamente con el U-LLC (P<0.05), y segun los datos
citogenéticos disponibles, 4 casos con TP53m,,, mostraron del(17p13), en 8 se observd mutacién en
ausencia de delecion, y en 4 casos mas la delecién en ausencia de mutacién (P<0.01). La presencia de
alteraciones bien por delecidén o/y mutacién de TP53 en estos 16 pacientes (17%), se correlaciond con
valores altos de B2-microglobulina (P=0.038), mutaciones concurrentes en el gen NOTCH1 (P=0.017), y
en general, con la presencia de >2 mutaciones genéticas (P<0.001). Ademas, 2 de los 4 pacientes con

cariotipo complejo, también mostraron del(17p13) (P= 0.053).

Segun los datos citogenéticos, 6 pacientes portaron del(11g22), 2 de los cuales junto con una
mutacién clonal en ATM, y en 6 casos mas, con mutacion aislada en ausencia de delecidn, sin llegar a
mostrar una correlacién significativa (P= 0,250). En cambio, la presencia de trisomia 12, o de mutaciones
en SF3B1, mostré una correlacién negativa con la del(13q14) (P=0.018 y P<0.010, respectivamente),

mientras que en 5 casos con alteracidon en el gen EGR2, si se detectd la delecidn (P<0.05). Ademas, las
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mutaciones en el gen EGR2, se describieron en pacientes jévenes (P=0.04), y en su totalidad en mujeres

(P=0.003). En cambio, 12 de los casos con mutaciones en NOTCH1 eran hombres (P<0.01).

El 90% de los pacientes con mutacion en XPO1, presentd U-LLC (P=0.110), y en asociacion con
mutaciones en el gen NFKBIE (P=0.01). Los 3 casos con deleciones en el gen BIRC3, mostraron niveles

atipicos de LDH (P=0.016).

En general, la presencia de >2 mutaciones genéticas se asocid con caracteristicas agresivas de
LLC como U-LLC (P<0.033), ZAP70 (P=0.030) y niveles elevados de LDH (P=0.053), siendo los genes
mutados mas frecuentemente asociados a otras alteraciones genéticas, el gen NOTCH1 (P=0.007),
BIRC3 (P=0.020), TP53 (P<0.001), XPO1 (P<0.001), FBXW7 (P=0.021), y ATM (7 vs 3, P=0.010), y
parcialmente el gen SF3B1 (P=0.077)y NFKBIE (P=0.076).
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Figura 4.5 Incidencia y distribucion de mutaciones en los 11 genes y marcadores genéticos analizados en la cohorte. a) Las filas corresponden
a genes secuenciados y caracteristicas genéticas; las columnas representan pacientes individuales con LLC. Cédigo de color: IGVH: rojo,
IGVH3-21; azul: IGHV mutado; rosado: IGHV no mutado. Alteraciones genéticas: gris oscuro, alteraciéon o mutacién; gris claro: no mutado o
alterado; rojo: no determinado (Figura realizada con la herramienta oncoprint en cBioPortal). b) Frecuencia mutacional segun los subgrupos de IGVH
U-LLC (rosado) y M-LLC (azul) (*P<0,05)). c) Representacién en circus plot que muestra la complejidad genética diferencial entre U-LLC
(izquierda) y M-LLC (derecha).
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4.2  Perfil molecular segtn los grupos de riesgo LLC-IPI e impacto clinico en el TPT.

De acuerdo a la estratificacion LLC-IPI los pacientes fueron agrupados 17 casos (18%), 32 (33%),
31(33%), y 13 (14%), en los grupos de riesgo bajo, intermedio, alto y muy alto respectivamente (Tabla
4.5). Segln el nimero medio de variantes, se observd cdmo los grupos de riesgo bajo e intermedio,
presentaron como maximo 2 y 3 variantes, en comparacion con los grupos de riesgo alto/muy alto que
mostraron 4 (n=2, 2%) 6 5 mutaciones (n=3, 3%), siendo esta diferencia estadisticamente significativa
(P=0.002). Segun el espectro mutacional, se confirmd una mayor frecuencia mutacional en la via de
alteracién de la respuesta al dafio en el ADN (TP53 .t 14/14, P<0.0001) y en la sefializacion de NOTCH
(NOTCH1,u:11/13, P<0.05) en los casos de alto/muy alto riesgo. Ademas, tal y como se esperaba, dichos
grupos presentaron ademds, una mayor tasa de factores bioldgicos adversos, como U-LLC (34/58,
P<0.011), con dell7p o/y TP53mu. (18/18, P<0.0001), cariotipo complejo (4/4, P<0.018), y valores
atipicos de B2-microglobulina (32/42 P<0.0001). En cambio, el 55% de los casos de bajo riesgo, eran M-

LLC (16/29), mientras que el reordenamiento VH3-21, no se asocid a ninglin grupo en particular.

Estudio molecular Categoria  Datos pretratamiento
Reordenamiento Unico IGVH, n (%) 88 (91)
Doble reordenamiento IGVH, n (%) 8(9)
No mutado 61 (63)
Estado mutacional IGVH, n (%) Mutado 29 (30)
IGVH3-21* 6 (6)
MutTP53, n (%) 14 (15)
MutTP53 y/o del(17p13), n (%) 16 (17)
indice Pronéstico (LLC-IPI), n (%) 93/96
Bajo 17 (18)
Intermedio 32 (34)
Alto 31(33)
Muy Alto 13 (14)

Tabla 4.5 Variables moleculares e indice pronéstico LLC-IPI de la serie a estudio.

En segundo lugar, se analizé el potencial impacto de las diversas variables clinico bioldgicas en
el tiempo hasta el primer tratamiento (TPT). La mediana de dicho parédmetro (mTPT) para la globalidad
de la serie, fue de 46 meses (rango O - 215). Para evaluar las asociaciones entre las caracteristicas de los
pacientes y la mTPT, se realizd un analisis univariable con cada una de las siguientes variables: sexo,
edad (>65a afios), estadio Binet (A y B+C), B2-microglobulina, estado mutacional IGVH,
reordenamientos esteriotipados, aberraciones citogenéticas, cariotipo complejo, alteraciones genéticas
presentes al menos en el 5% de los pacientes (NOTCH1, SF3B1, TP53, XPO1, EGR2, FBXW7 y ATM),

numero de mutaciones genéticas detectadas, y grupos de riesgo segin LLC-IPI (Tabla 4.6).

Los pacientes mayores de 65 afios, requirieron de intervencion terapéutica con anterioridad
(mTPT 153.0 vs 215.0 meses, HR 9.65; IC 95% [2.06, 45.15]; P=0.004) (Figura 4.6 a)), al igual que los
pacientes con valores atipicos de 2 microglobulina (mTPT 153.0 vs 215.0 meses, HR 3.52; IC95% [0.93,
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13.29]; P=0.063). En base al estadio clinico de BINET, se observaron diferencias significativas entre los

casos con estadio Ay B+C, (mTPT 215.0 vs. 127.0 meses, HR 2.54; IC 95% [1.05, 6.13]; P=0.037).

Segun el indice prondstico LLC-IPI, se observd una menor mTPT en los casos con riesgo alto/muy
alto con respecto a los pacientes de intermedio, y bajo riesgo (mTPT 127.0 vs NA vs 215.0 meses, HR
4.43;1C95% [1.42, 13.86]; P=0.010) (Figura 4.6 d)). Respecto al estado mutacional de IGVH, la mTPT fue
inferior en los casos U-LLC con respecto a los M—LLC, y en concreto, de 27 meses en los casos con IGVH3-
21 (mTPT 91 vs. 153 vs. 27 meses, para U-LLC, M-LLC e IGVH3-21, respectivamente, HR 0.26; IC 95%
[0.07, 1.05]; P=0.017). Ademas, aquellos con subset asociado presentaron una mTPT menor en
comparacion a los no esteriotipados (27 vs NA, HR 5.31; IC 95% [1.67, 17.19]; P=0.005) (Figura 4.6 b) y
c)). No se encontraron diferencias significativas entre pacientes con doble reordenamiento (TPT:

P=0.331) y reordenamientos productivos e improductivos IGVH (TPT: P=0.360).

Segun la categorizacion jerarquica de FISH, los casos con del(11g22) tenian mTPT inferior al
resto, con 62.3 meses (HR 4.30; IC 95% [0.79, 23.41]; P=0.091), mientras que las anomalias de alto
riesgo, como del(17p13), cariotipo complejo y TP53m,u, NO se asociaron con un TPT inferior en este
estudio; no se observaron diferencias significativas entre los pacientes con ausencia y presencia de

del17p o/y TP53mu: (MTPT, 155 vs 150 meses, P=0.390).

En el andlisis multivariante, se incluyeron los factores con P<0.20 del analisis univariable,
identificando la edad (>65 afios), el estado mutacional y la esteriotipia del reordenamiento IGVH, como

marcadores prondsticos adversos con mTPT inferior (Tabla 4.6).

Univariante Multivariante

Variables HR IC95% HR p-valor HR  IC95% HR p-valor
Edad >65 afios 9.65 2.06-45.15 =0.004 11.18 1.87-66.90 P=0.008
Binet_B+C 2.54 1.05-6.13 P=0.037

B2 elevado 3.52 0.93-13.29 P=0.063

IGVH 0.27 0.07-1.05 P=0.017 0.40 0.13-1.15 P=0.069
Subset Si 531 1.65-17.19  P=0.005 16.80 3.64-77.89 P<0.001
del(11g22) 4.30 0.79-23.41 P=0.091

LLC-IPI 4.43 1.42-13.86  P=0.010

Tabla 4.6 Andlisis univariante y multivariante. Tiempo hasta el primer tratamiento. (HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza).

En lo que se refiere a la opcion terapéutica, 57 casos (59%) recibieron inmunoquimioterapia
como primer esquema terapéutico, mientras que lIbrutinib, fue la eleccién terapéutica para los 39

restantes (41%).
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Figura 4.6 Curvas de Kaplan-Meier de caracteristicas clinicas y moleculares con un tiempo hasta el primer tratamiento (TPT) a) segun la edad;

b) estado mutacional IGVH; c) presencia de un reordenamiento esteriotipado; d) segun el grupo de riesgo LLC-IPI.

4.3 Evolucion clonal tras primera linea: terapia convencional vs terapia dirigida.

La evolucién clonal se modeld en base a las variantes genéticas evaluadas en colecciones de
muestras longitudinales, que presentaron frecuencias alélicas variables entre los puntos temporales del
analisis molecular. Para ello, se estudiaron un total de 302 muestras secuenciales, con una media de 3
muestras por paciente (1-12), de las cuales aquellas con alteraciones genéticas quedaron recogidas en
Anexo 2: Tabla 7. En cincuenta y dos (91%) de los 57 casos que recibieron inmunoquimioterapia como
primer esquema terapéutico, se pudo hacer el estudio longitudinal, con un total de 205 muestras
secuenciales disponibles; se recogieron un total de 97 muestras de seguimiento en la serie de pacientes
tratados con Ibrutinib. Las caracteristicas moleculares de las dos cohortes se encuentran resumidas en

la Tabla 4.7, y mds extensamente las caracteristicas clinico biolégicas en el Anexo 2: Tabla 8.
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Estudio molecular Categoria Inmuno(qnu=ir5n7i;aterapia Ibrutinib (n=39)
No mutado 35 (61) 26 (67)
Estado mutacional IGVH, n (%) Mutado 18 (32) 11 (29)
IGVH3-21* 4(7) 2 (5)
IGVH esteriotipado, n (%) 7(12) 1(3)
MYD88rmut, N (%) 0(0) 2(5)
NOTCH1 mut, N (%) 3(5) 10 (24)
SF3B1 mut, N (%) 8(14) 7 (18)
BIRC3 mut, N (%) 3(5) 0(0)
TP53 mut, N (%) 2 (3) 12 (31)
XPOL mut, N (%) 6 (10) 4(10)
POT1 mut, n (%) 1(2) 1(3)
EGR2 mut, n (%) 4(7) 2 (5)
NFKBIE mut, n (%) 0 (0) 2 (5)
FBXW7 mut, N (%) 4(7) 1(3)
ATM mut, N (%) 8 (14)
MutTP53 y/o del(17p13), n (%) 2(3) 16 (41)
N2 mutaciones, Mediana (RIQ) 1(0-1) 1(0-2)
indice Pronéstico (LLC-IPI), n (%)
Bajo 10 (17) 7(18)
Intermedio 23 (40) 9(23)
Alto 23 (40) 11 (28)
Muy Alto 1(2) 12 (31)

Tabla 4.7 Caracterisitcas moleculares de la serie a estudio segun la primera linea de tratamiento recibida. (RIQ: rango intercuartil; ND: no
determinado).

4.3.1 Estudio de mutaciones de resistencia asociadas a los genes BTK y PLCy2.
4.3.1.1 Disefio, puesta a punto y validacidn del panel IBR-R.

4.3.1.1.1 Disefio de cebadores.

Se disefiaron un total de 168 cebadores para acotar las regiones de interés (Anexo 2: Tabla 9),
y se separaron en dos multiplexes atendiendo a las parejas solapantes o contiguas y/o a las posibles
interacciones entre ellos, resultando 41 parejas para la multiplex A y 43 parejas para la multiplex B
(Anexo 2: Tabla 10). Las dos multiplexes en conjunto representaron 84 amplicones con una longitud

promedio de 245pb.

4.3.1.1.2 Obtencidn de los fragmentos y optimizacién de la libreria.

Para la optimizacion del método de preparacién de librerias, se amplificaron 7 muestras de
pacientes con LLC, obteniéndose tamafios homogéneos y del tamafio esperado (224-298pb) en todos
los casos (Figura 4.7). De acuerdo con la metodologia (3.3.2), se reajustd la concentracion de cada pareja

de cebadores hasta conseguir uniformidad en todos los amplicones (Anexo 1: Figuras 3).
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Figura 4.7 Electroforesis capilar tras la optimizacion del método de preparacion de librerias IBR-R. Pocillos A1-A7: muestras control de
pacientes con LLC; A9 control barcode; A12: control negativo por condicidn (Qiaxcel (Qiagen N.V. Hilden, Alemania).

4.3.1.1.3 Exactitud del método de analisis

Con una cobertura media superior a 1000x en todas las muestras y en el andlisis por
cuadruplicado (rango, 1.350 - 10.551x), el porcentaje de las variantes detectadas, fue similar al VAF (%)
esperado, con una desviacién estandar no superior al 0.23% en ningun caso. En base al valor de
incertidumbre y error absoluto, se calculd el error relativo para cada una de las muestras a estudio: para
las variantes con VAF (%) esperado superior al 10%, el porcentaje de error relativo fue inferior al 1%; en
cambio las variantes con menor frecuencia mutacional, acumularon >1% de error relativo. No se
detectaron mutaciones no esperadas en las ocho muestras, asi como en la muestra control_WT (0% en

todos los casos) (Tabla 4.8).

Muestra control ADNc Aminodcido VAF (%) esperado VAF (%) detectado Promedio DS Error relativo
Control_BTK_pl1 BTK:c.1442A>C  p.Cys481Ser 100.00 99.81 99.85 99.79 99.91 99.84 0.05 0.04
Control_BTK_pl2 BTK:c.1441T>A  p.Cys481Ser 100.00 99.88 99.82 99.79 9993 99.86 0.06 0.05
Control BTK_ pl3 BTK:c.1442A>C  p.Cys481Ser 6.00 586 571 593 583 5.83 0.09 1.07
BTK:c.1441T>A  p.Cys481Ser 15.00 1452 1488 14.59 1467 1467 0.16 0.75
Control_BTK_pl4 BTK:c.1442A>C  p.Cys481Ser 30.00 29.87 30.15 30.35 29.54 2998 0.35 0.91
Control_PLCG2_pl1 PLCG2:c.1990C>T p.Pro664Ser 100.00 99.18 99.35 99.19 99.81 99.38 0.30 0.22
Control_PLCG2_pl2 PLCG2:c.2977G>C p.Asp993His 100.00 99.77 99.81 99.59 99.79 99.74 0.10 0.08
Control_PLCG2_pl3 PLCG2:c.1990C>T p.Pro664Ser 30.00 30.17 29.71 29.66 29.83 29.84 0.23 0.55
PLCG2:¢c.2977G>C p.Asp993His 10.00 10.21 10.11 9.87 10.09 10.07 0.14 0.99
Control_PLCG2_pl4
PLCG2:c.1990C>T p.Pro664Ser 10.00 9.81 9.79 10.18 10.01 9.95 0.18 1.48
BTK:c.1442A>C  p.Cys481Ser 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BTK:c.1441T>A  p.Cys481Ser 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Control_WT PLCG2:¢c.2977G>C p.Asp993His 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
PLCG2:¢c.1990C>T p.Pro664Ser 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Tabla 4.8 Exactitud del método de andlisis. Calculo del error relativo para cada una de las muestras estudio segun el porcentaje de mutacion
esperado y el detectado (DS: desviacidn estandar; VAF: frecuencia alélica de la variante; valores de expresados en porcentaje).

43.1.1.4

Precision del método de andlisis.

En el estudio de la repetibilidad, las muestras fueron evaluadas por triplicado en un misma

carrera de secuenciacién, con una cobertura media obtenida de 3.413x (rango, 1.258 — 5.601x), y con
un VAF (%) promedio homogéneo cuya desviacion estandar no superé el 1%. El coeficiente de variacion
no supero el 1%, excepto para las variantes subclonales con un VAF < 10%, en el Control BTK pl3y

Control_PLCG2 pl4, en el que se observé un mayor grado de variabilidad (Tabla 4.9).
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Muestra control VAF (%) observado  Promedio DS  CV :Muestra control VAF (%) observado Promedio DS cv
99.81 99.18
Control_BTK_pl1 99.56 99.52 0.31 0.31: Control_PLCG2_pll 99.37 99.35 0.17 0.17
99.19 99.51
99.79 99.77
Control_BTK_pl2 99.58 99.69 0.11 0.11 : Control_PLCG2_pl2 99.56 99.71 0.13 0.13
99.71 99.81
5.83 30.17
5.37 558 023 4.15 @ Control_PLCG2_pl3 30.03 30 018 0.60
Control_BTK_pl3 >3 2981
14.52 10.21
14.53 14.58 0.10 0.65 10.05 10.06 0.14 1.40
14.69 9.93
50,87 Control_PLCG2_pl4 981
Control_BTK_pl4 30.12 51.23 0.14 0.47 10.11 9.95 0.15 1.52
29.88 9.93

Tabla 4.9 Precision del método de andlisis: Repetibilidad. Célculo de la DS y CV para cada una de las muestras triplicadas a estudio segun el

porcentaje de mutacién detectado (DS: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacidn; VAF: frecuencia alélica de la variante; valores de

expresados en porcentaje).

En el estudio de reproducibilidad (inter-run), las muestras fueron evaluadas en tres carreras de

secuenciacion diferentes, alcanzando una cobertura media por run de 3.691x, 3.289x y 4.438x,

respectivamente, y con una uniformidad media del 97.83% (rango, 97.16 — 98.48%). El VAF (%)

promedio fue homogéneo entre las carreras, con una desviacién estandar no superior al 1%, y con

valores de CV (%) entre 0.08-7.11% para las mutaciones en BTK, e inferiores en las observadas para

PLCy2 (rango 0.48-1,64). El valor CV (%) maximo detectado (7.11%), se asocio a la variante subclonal

Control_BTK pl3 (Tabla 4.10).

Muestra control ADNc

Run VAF Promedio DS CV

Muestra control

ADNc

VAF Promedio DS CV

Control_BTK_pl1 BTK:c.1442A>C

Control_BTK_pl2 BTK:c.1441T>A

BTK:c.1442A>C

Control_BTK_pl3

BTK:c.1441T>A

Control_BTK_pl4 BTK:c.1442A>C

[y

N P W NN P WN R W R WS

3

99.81
99.92 99.79
99.63
99.79
99.66 99.75
99.80
5.83
5.06 5.48
5.55
14.52
1436 14.62
14.97
29.87
29.13  29.61
29.83

0.15 0.15

0.08 0.08

0.39 7.11

0.32 2.16

0.42 1.41

Control_PLCG2_pl1

Control_PLCG2_pl2

Control_PLCG2_pl3

Control_PLCG2_pl4

PLCG2:c.1990C>T

PLCG2:c.2977G>C

PLCG2:c.1990C>T

PLCG2:c.2977G>C

PLCG2:¢.1990C>T

99.18
99.83
98.89
99.77
99.87
98.64
30.17
30.38
29.44
10.21
10.15
10.01
9.81

9.83

9.65

99.3

99.43

30

10.12

9.76

0.48 0.48

0.68 0.69

0.49 1.64

0.10 1.01

0.10 1.01

Tabla 4.10 Precision del método de andlisis: Reproducibilidad. Célculo de la DSy CV para cada una de las muestras a estudio evaluadas en tres
carreras de secuenciacién diferentes (DS: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion; VAF: frecuencia alélica de la variante; valores de

expresados en porcentaje).

4.3.1.1.5 Sensibilidad y especificidad del método de analisis.

El promedio del porcentaje obtenido de las variantes BTK:c.1442A>C y PLCG2:c.1990C>T

detectadas a 10%, 5%, 2% y 1% de VAF (%), se aproximo al esperado, de manera independiente a la
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carga mutacional inicial de partida y al nimero de lecturas que soportaban la variante. A mayor
promedio de VAF (%) observado, el valor de la DS aumentd, alcanzando la minima diferencia a 1000x y
la maxima a 100x lecturas (0.34 vs 1.18, respectivamente), sin superarse en ningln caso el 2% de DS

(Anexo 2: Tabla 11).

La variante BTK:c.1442A>C detectada a VAF=1%, mostrd un CV superior al 20% en todos los
casos, y proximo al 20% a 1000 lecturas (13.75%). A medida que aumento el VAF (%) y la profundidad
de secuenciacion, el CV fue alcanzando el valor del threshold, incluso superandolo a 1000 lecturas. Para
la variante PLCG2:c.1990C>T, la tendencia fue similar, llegdndose a alcanzar CV<20% a 500 lecturas
independientemente del VAF (%) (Figura 4.8). Por tanto, al 1% de mutacién y con mas de 1000 lecturas,
el CV alcanzando fue inferior al 20%, y se determinaron estos valores de referencia, como rango de

lecturas y porcentaje de mutacion minimos para el panel IBR-R.

100,00
VAF (%) BTKmut VAF (%) PLCG2mut
O 1,00 O 1,00
80,00 O 2,00 O 2,00
O 5,00 O 5,00
O 10,00 O 10,00
===-Linea de interpolacion Linea de
- 60007 interpolacion
X
> O
(e
O omr S
[Cg
20,00
(e,
0,00~ I
100

N° de lecturas N° lecturas

Figura 4.8 Representacidn de los valores CV (%) en funcion del nimero de lecturas de secuenciacion: para la variante BTK:c.1442A>C
(izquierda) y variante PLCG2:¢.1990C>T (derecha) (para todas las rectas r2 >0.9 y p <0.05).

En base a estos resultados, se determind que a 1000 lecturas, la sensibilidad y especificidad
analitica a VAF>1% fue del 100%, estableciendo el 1% de frecuencia mutacional como limite de

deteccion para el panel IBR-R.

4.3.2 Andlisis de calidad de secuenciacion y cobertura en el seguimiento.

En el estudio secuencial, se evalud el estado mutacional de los genes incluidos en los paneles
TP53, OG-CLL, OG-CLL2 e IBR-R. El porcentaje mapeado on-target fue >85%, y se alcanzd una cobertura
media superior con respecto al estudio pretratamiento (19.671 vs 21.294x, P=0,042), 21.294x por gen
(13.575 - 25.301x), de los cuales 50% con una cobertura igual o superior a este umbral (Tabla 4.11). A
pesar de ello, el exén 1 del gen EGR2 vy ciertas regiones del panel IBR-R (exén 4y 15 PLCy2, y exén 5

BTK), no se superaron 500x de cobertura (Anexo 2: Tabla 12).

89



Resultados

Gen Ex6n Numero amplicones Cobertura minima (Media) Cobertura media (Media)

TP53 11 19 12.123,05 13.575,27
BIRC3  6-9 9 14.991,68 17.260,55
NOTCH1 34 15 16.433,09 19.659,14
MYD88 5 2 17.432,86 20.631,30
SF3B1 14-16 7 15.731,68 19.318,91
NFKBIE 1 8 17.434,27 21.957,59
XPO1 14-16 5 18.881,95 23.422,73
EGR2 1-2 14 20.099,55 24.877,70
FBXW7 8-12 12 19.974,36 25.081,36
POT1 6-9 10 19.563,41 24.876,32
BTK 19 30 24.769,42 25.301,03
PLCy2 33 51 16.153,83 17.323,77

Tabla 4.11 Cobertura minima y media total de las muestras de seguimiento para cada gen a estudio.

Mds del 94% de las muestras de seguimiento, presentaron una cobertura media >1000x para el
panel TP53 (94%) y paneles OG-CLL (98%) y OG-CLL2 (95%), y con una cobertura relativa inferior en el
panel IBR-R (88%), obteniendo mayor profundidad con respecto al analisis pretratamiento (P=0.040)

(Tabla 4.12) (Anexo 1: Figuras 4).

Panel Media Casos cobertura Media Casos cobertura media  Media Casos coberturamedia  Media Casos cobertura media
media >1000x (%) 2>500x (%) 2250x (%) <250x (%)
TP53 94.09 2.53 2.08 1.30
OG-CLL 98.46 0.95 0.35 0.24
OG-CLL2 94.83 1.96 0.83 2.38
IBR-R 88.94 2.90 2.02 6.15

Tabla 4.12 Porcentaje de muestras de seguimiento con una cobertura media por panel de >1000x, >500x, >250x y <100x, respectivamente.

4.3.3 Inmunoquimioterapia.

4.3.3.1 Asociacion con el sequimiento y la respuesta al tratamiento.

Cincuenta y siete casos (59%) recibieron IQT entre 2003 y 2019, con una media de seguimiento
tras la primera linea de tratamiento de 71 meses (RIQ, 50 a 106 meses) [esquema FCR (19, 33%); R-
Benda (19, 33%), Obinutuzumab-clorambucil (5, 9%), R-CHOP (4, 7%), otros (18%)]. En 52 de los casos
iniciales (91%), la evaluacion del seguimiento fue clinico y molecular: LLC-7 fue exitus a los cuatro meses
del inicio de la terapia, por causas no relacionadas con la patologia; LLC-55, LLC-58, LLC-68 y LLC-76 no
se disponia de muestra secuencial para su evaluaciéon molecular, pero si datos clinicos de seguimiento
(Anexo 1: Figuras 5). Treinta y siete casos (65%) presentaron progresion de la enfermedad a largo plazo,
y 11 (19%) fueron exitus. La mediana de tiempo transcurrido entre la RC y la progresién clinica fue de

38 meses (RIQ, 28 a 54 meses).

Durante el seguimiento, se detectaron 11 mutaciones (rango 1-3) con frecuencias alélicas
clonales (9/11, 81%), en 8 de los 19 pacientes que permanecieron en RC (16, 84%) y RP (3, 16%). La
mayoria de ellas (10/11, 91%), negativizaron a los 13 meses de seguimiento (mediana 13, 8-26 meses),

al igual que la dindmica observada en el componente linfocitario secuencial, con una mediana de
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linfocitos absolutos en el momento previo al tratamiento de 60.11x10%/L(RIQ, 28.42 — 89.62 x10%/L
linfocitos), y con una disminucién del 97% (RIQ, 96.44%-98.59%) al evaluar la primera muestra de

seguimiento (mediana 1.12, RIQ 0.62-1.56 x10°%/L) (P<0.001).

sekok

ok

*rk

Momento
Pretratamiento

Seguimiento

N

RC Recaida

Figura 4.9 Comparacion del nimero de mutaciones detectadas (incluidas deleciones e inserciones) en la muestra previa y postratamiento,
del grupo de pacientes en RCy en recaida a la IQT. Rojo: pretratamiento; Azul: muestra de seguimiento o recaida (***P<0,05).

A pesar de la respuesta clinica observada, dos pacientes mostraron comportamientos
moleculares atipicos al resto de la cohorte. En el caso LLC-36 con una evaluacion RC a los 8 meses de
tratamiento, una de las variantes detectadas pretratamiento (FBXW7mu €.1634A>G, 9.39% VAF) siguid
siendo persistente a nivel subclonal, y se detecté una segunda variante subclonal en el mismo gen
(FBXW7mut €.1383_1389delTTCCACT, 8.66% VAF), pese a que el recuento linfocitario disminuyd en un
82% (8.35 vs 1.47x10%/L) a los 13 meses de seguimiento. El paciente LLC-20, en RP a los 8 meses de
tratamiento, no presentd alteraciones genéticas previas ni en el seguimiento molecular, aunque sufrié
un aumento del 5% de los linfocitos absolutos con respecto a los valores pretratamiento (91.98 vs

96.83x10%/L) a los 21 meses de seguimiento.

Los pacientes no respondedores, mostraron una mayor heterogeneidad molecular inicial (33
variantes, mediana 2 [0-5] mutaciones somaticas), con cambios clonales notables en el perfil genético
de la recaida en la mayoria de los casos, reflejado en un 33% mas de mutaciones detectadas (P=0.045)

(Figura 4.9).

Se apreciaron cambios signifcativos en lo que se refiere al VAF(%) en muetras pareadas,
identificandose tres patrones generales. En primer lugar, las aberraciones citogenéticas, a excepcion de
la del(17p13), tendieron a permanecer clonales estables a lo largo del tiempo (trisomia 12, n=2 vs 3,
del(13g14) n=4 vs 7, y del(11g22) n=5 vs 6, NS). En segundo lugar, la aparicion de nuevas mutaciones
genéticas driver en el gen TP53 y SF3B1, y la del(17p13), se asocio con la resistencia a la IQT (P<0.031,
P<0.003, y P<0.05, respectivamente) (Figura 4.10). La mayoria de las TP53,: fueron adquiridas (11/13,
85%), todas ellas descritas en 7 pacientes, lo que mostrd una evolucidn convergente en el 43% de los

casos (3/7, rango 1-4 variantes), aungue en su mayoria, con una frecuencia alélica subclonal (8/13, 62%).
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De manera similar, se adquirieron 7 de las 13 SF3B1,u., en 11 pacientes, en el que la evolucién
convergente fue menos representada (1/11, 9%) y que, por contra, se detectaron en frecuencias
clonales (8/13, 62%). La del(17p13) fue adquirida en 3 de 4 pacientes, y en asociacién con TP53,.: (3/4,
75%). En tercer lugar, las mutaciones en el resto de genes, fueron tan probables de disminuir en VAF(%)

como de aumentar.
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Figura 4.10 Variacion del perfil genético en la recaida. a) Nimero de mutaciones detectadas en las muestras pareadas en la cohorte de
pacientes tratados con IQT (izquierda: pretratamiento; derecha: muestra de seguimiento o recaida, *P<0.05). b) Las mutaciones adquiridas
en los genes TP53 y SF3B1, y la del(17p13) revelaron el patrén de evolucidn clonal mas relacionado con el mecanismo de resistencia
molecular a la IQT (proporcidn de casos en los que el VAF(%) aumento (rojo), disminuyd (azul) o se mantuvo estable (gris) a lo largo del
tiempo). El cambio VAF(%) fue significativo a lo largo del tiempo (rojo o azul) al no superponerse los IC 95% del VAF(%) en la muestra
pretratamiento y recaida.

Con objeto de aportar mayor precision al impacto del tratamiento en la dindmica mutacional,
se normalizé el valor de VAF (%) a la proporcion de células CD19+/CD5+ evaluadas por citometria de
flujo en cada muestra, obteniendo el valor de fraccion de células cancerosas (CCF). Una mutacién se
considerd estable cuando el log2 fold-change (Log2FC) de los valores de CCF antes y después del
tratamiento se encontraba entre -0.5 y 0.5, disminuyendo o aumentando si Log2FC era <-0.5 o0 >0.5,
respectivamente. Segun el CCF, 2 de 55 (4%) mutaciones disminuyeron, 14 (25%) variantes persistieron
estables, 9 (16%) fueron indetectables, 7 (13%) mutaciones aumentaron CCF, mientras que 23 (42%)
fueron de nueva aparicion. El 83% de las variantes indetectables se asociaron al grupo RC (5/6), mientras
que el 92% de las adquiridas y el 100% con CCF aumentado, se describieron en los pacientes en recaida

(12/13 y 6/6, respectivamente) (P<0.001) (Figura 4.11). A excepcion de la dindmica observada en los

92



Resultados

casos con RC, el paciente LLC-36 presentd una dindmica adquirida, con un CCF estable en combinacion

con la delecién FBXW 7yt de nueva aparicion.
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Figura 4.11 Dindmica clonal de las mutaciones detectadas bajo tratamiento con IQT en pacientes sin tratamiento previo. Heatmap con el CCF
log2-fold-change (Log2FC) para cada mutacion. El codigo de color indica la tendencia de cada mutacién a lo largo del tiempo: indetectable
(<-4), disminucidn (<-0,5), estable (-0,5 y 1), adquirido y/o aumento (>1).

En cuanto a la importancia prondstica del perfil genético mutacional y en base a la dindmica
clonal de los pacientes tratados con IQT, se analizd, en términos de respuesta, la supervivencia libre de
progresion (SLP). Los pacientes mayores, >65 afios, y de grupo de riesgo intermedio y alto segun el
indice LLC-IPI, mostraron una SLP mas baja y un mayor riesgo de recaida en comparacion con los
pacientes mas jovenes y de bajo riesgo ((SLP, mediana, 33 vs. 54 meses, P=0.045; grupo LLC-IPI bajo,
intermedio y alto, mediana, NA vs 50 vs 33, P=0.001). Ademas, el comportamiento fue similar en los
casos U-LLC y con =2 mutaciones pretratamiento asociadas (IGVH U-LLC y M-LLC, mediana, 39 vs 61,
P=0.025; 0-1 6 =2 mutaciones genéticas, mediana, 50 vs 35 meses, P=0.049). La aparicién de
aberraciones genéticas en TP53 [TP53mut Y/0 del(17p13)] y en SF3B1mu en el seguimiento molecular,
aumento el riesgo de progresién después del tratamiento con una SLP inferior (TP53a vs TP53ut,
mediana, 29 vs 40, P=0.051; SF3B1mu Vs SF3B1.:, mediana, 33 vs 61, P=0.002). La dinamica clonal con
aumento o adquisicién de mutaciones/CCF, mostré una influencia estadisticamente significativa en la
progresion temprana, frente al patréon estable observado en los pacientes en recaida, y con los de
evolucion clonal indetectable en la cohorte RC, respectivamente (CCF aumento/adquirido vs estable vs
indetectable, mediana, 33 vs 61 vs NA, P=0.035). El 75% (18/24) de los pacientes en recaida clinica,
presentd un perfil CCF adquirido/aumentado (P<0.016), de los cuales el 81% (13/16) pertenecian al

subgrupo LLC-IPI alto/muy alto riesgo (P<0.035) (Figura 4.12).

93



Resultados

En los analisis multivariados de las variables que resultaron significativas en el analisis

univariado (regresion de Cox PH) para SLP, los pacientes mayores (HR: 0.33, P=0.028), con LLC-IPI de

alto riesgo (HR: 2.84, P=0.016), asi como mutaciones adquiridas o con CCF aumentado (HR: 1.55,

P=0.039), aumentaron el riesgo de progresién después del tratamiento (Tabla 4.13).

Univariante Multivariante

Variables HR 1C95% HR p-valor HR 1C95% HR  p-valor

Edad < 65 afios > 1.96 0.99-3.87 P=0.051 0.33 0.12-0.89 P=0.028
IGVH U-LLC vs M-LLC 0.40 0.17-0.92 P=0.032

LLC-IPI Alto/Muy alto 2.65 1.55-4.54 P<0.001 2.84 1.21-6.68 P=0.016
Cariotipo complejo 27.29 2.4-309.6 P=0.008
>2 mutaciones 1.45 0.98-2.14 P=0.050
SF3BI1mutvs SF3BI1wt 3.14 1.45-6.79 P=0.004
TP53a1tvs TP53wt 0.91 0.61-3.34 P=0.056

CCF Adquirido/Aumentado 1.51 1.05-2.18 P=0.024 1.55 1.02-2.36 =0.039

Tabla 4.13 Andlisis univariante y multivariante. Supervivencia libre de progresion. (HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza).

a) 1,007 b) T ——m——— —_
==7U-LLC - CCF Indetectable
—MLLC ~r*CCF Estable
078 —+— No mutado-censuradc : l ==CCF Adquirido/Aumentado
s —— Mutado-censurado i a
B [ H
o 050 : |
@ . !
'...I l_:
0,257 1 |
ey
1 i —— _—
lmmmmmm——————— ' v A
0,004 P<0.027 i P<0.035 : '
T T 1 1T T T T T T T T T T T T 1T T T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 0 12 24 3 48 60 72 8 9 108 120 132 144 156 168 180
Tiempo (meses) Tiempo (meses)
c) 1007
~I1LLC-IPI Bajo =TI SF3B1_No Mutado
~I"LLC-IPI Intermedio ~iI"1SF3B1_Mutado
0,757 =17ILLC-IPI Alto/Muy alto —+= No Mutado-censurado
! —+ Bajo-censurado — Mutado-censurado
— —+ Intermedio-censurado
= —+ Alto-censurado
o 0,507
ey
»
0,257 . e —- A — s, v
|
:
P<0.001 1 i !
0.007 T T T T T T T T

T T T T T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180

Tiempo (meses)

T T
72 84 96 108

Tiempo (meses)

T T T T T T
120 132 144 156 168 180

Figura 4.12 Curvas Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresion para pacientes tratados con IQT como primera linea de tratamiento. a)

SLP segun el estado mutacional IGVH; b) CCF indetectable, estable o con perfil adquirido/aumentado c) LLC-IPI de riesgo bajo, intermedio y

alto/muy alto d) segun estado mutacional del gen SF3B1 (P<0.05).

4.3.3.2  Evolucion clonal y enfermedad minima residual.

La EMR fue evaluada por CF en 80 muestras secuenciales de cincuenta y dos pacientes (91%)

tratados con IQT, con al menos una muestra posterior al tratamiento por caso (1-5). De los pacientes

libres de progresion (19/52, 36%), 15 (79%) lograron EMR indetectable (EMRi <10®) a los 14 meses (IC

95%, 12.08-42.58 meses), de los cuales 3 (16%) inicialmente presentaron respuesta parcial al final del

tratamiento. En cambio, 4 casos (21%) permanecieron con EMR positiva (EMR+) a los 12.5 meses,

habiendo entrado el 75% de ellos en RC (3/4). A pesar del reducido nimero de casos con estas

caracteristicas, la SG de estos pacientes fue mas corta que los que mostraron EMRI, incluso recaida

clinica (HR, 9.84; IC 95%, 1.28-7.49, P<0.027) (Figura 4.13 €)).
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En base a estos resultados, y segin lo esperado, se analizd la SLP y SG en funcion de la EMR
detectada, obteniendo una marcada disminucién de la SLP (HR, 0.12; IC 95%, 0.11-0.63, P<0.029), en
los casos con EMR+, y una potencial SG inferior para este subgrupo de pacientes (P<0.076) (Figura 4.13
a) y b)). No se observaron diferencias significativas en la SLP entre los casos U-LLC y M-LLC con EMR;,
aunque si fue mas prolongada en comparacion con el subgrupo de pacientes con EMR+, y en concreto
entre M-LLC y U-LLC ((HR, 4.11; IC 95%, 1.88-8.99, P<0.001) (Figura 4.13 c)). Hubo una tendencia hacia
una SLP inferior al comparar la EMR en funcién de la evoluciéon clonal CCF (HR, 2.20; IC 95%, 0.99-4.88,
P<0.051). En este caso, el 100% de los pacientes con EMRi presentd un comportamiento CCF
indetectable en la Ultima muestra de seguimiento (P<0.001), mientras que el 65% de los pacientes con
EMR+ desarrollaron una evolucién clonal CCF adquirida o aumentada, siendo el 10% restante, el que

mantuvo un componente clonal CCF estable (Figura 4.13 d)).

En el analisis multivariable, tanto U-LLC (HR 10.32 [1.82-59.07], P=0.009) como [2-
microglobulina elevado (HR 2.88 [1.13-7.33], P=0.026) se asociaron significativamente con una SLP

menor en pacientes con EMR positiva (Tabla 4.14).

Respecto a la asociacidn entre las caracteristicas pretratamiento y la probabilidad de EMRi por
NGS, los pacientes con B2-microglobulina dentro de los limites de la normalidad frente a los de valores
elevados (HR 0.56 [0.31-1.00], P<0.049), y con M-LLC frente a U-LLC (HR 0.45 [0.20-1.00], P<0.048)
tenian una mayor probabilidad de lograr EMRIi. No hubo otras caracteristicas previas al tratamiento
asociadas, a excepcion de los pacientes mas jovenes (<65 afios) (HR 0.65 [0.38-1.07], P=0.089) y con
una o ninguna mutacion genética detectada en la muestra inicial (HR 0.69 [0.49-0.98], P=0.055), con

una potencial significancia.

Univariante Multivariante
Variables HR IC95% HR p-valor HR 1C95% HR p-valor
Edad < 65 afios > 4.98 (2.00-12.39) <0.001
B2 elevado/normal 296 (1.67-5.25) <0.001 2.88 (1.13-7.33) 0.026
BINETA vs B+C 4.40 (1.77-10.92) <0.001
M-LLC vs U-LLC 411 (1.88-8.99) <0.001 10.32 (1.82-59.07) 0.009

CCF Indet vs Adg/Aum 2.20 (0.99-4.88) 0.051

LLC-IPI Bajo/Intermedio vs
Alto/Muy Alto

0-1 vs 22 mutaciones 3.31 (1.77-6.20) <0.001
Del(11q22)/del(17p13) vsotras  4.19 (1.92-9.16) <0.001
Tabla 4.14 Andlisis univariante y multivariante Supervivencia libre de progresion EMR.

3.99 (1.82-8.72) <0.001
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Figura 4.13 Curvas Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresion y supervivencia global segtin el estado de EMR postratamiento. a) SLP
segln la EMR positiva o indetectable; b) SG de la cohorte en funcidn de la EMR positiva o indetectable; c) SLP en funcién de la EMR y el
estado mutacional de IGVH; d) SLP segtn la EMR y la evolucién clonal CCF de las mutaciones detectadas en la Ultima muestra de seguimiento
en comparacién con la muestra inicial pretratamiento; e) SG de los pacientes respondedores y en recaida clinica, y su distincion en funcion
de la EMR (EMR: enfermedad minima residual; EMRi: enfermedad minima residula indetectable; SG: supervivencia global; SLP: supervivencia
libre de progresion; CCF: cancer cell fraction).

4.3.4 Terapia dirigida: Ibrutinib.

4.3.4.1 Composicion y dindmica clonal segun VAF y CCF.

Treinta y nueve pacientes (41%) recibieron Ibrutinib en monoterapia entre 2016 y 2019, con
una mediana de seguimiento clinico y molecular de 38 meses (RIQ 28 a 43 meses). Treinta y seis casos
(88%), lograron respuesta global y 3 (8%) con enfermedad recidivante a lIbrutinib exhibiendo
transformacién a Sindrome de Richter. El tratamiento fue interrumpido en el 10% (4/39) de los

pacientes por toxicidad (grado 3-4). La mediana de tiempo transcurrido hasta la recaida clinica fue de
34.6 meses (rango, 7 a 59 meses).

Para cada paciente, se compard la composicion clonal de la muestra inicial con la Ultima muestra
recogida durante el tratamiento (tiempo medio 26.9, rango 6-59 meses), y se evalud el seguimiento de

las trayectorias clonales a través de las muestras en serie, a partir del VAF (%) de todas las variantes

identificadas, y del valor CCF. A los tres meses, se observé un aumento discreto del CCF [media recortada
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al 5%, 27.88% (IC 95%: 0.55-59.62%)], seguido de una disminucién del 70.91% [media recortada al 5%,
(IC 95%: 56.59-80.12%)] durante los siguientes 6 meses (Figura 4.14 a)). La disminucién media CCF
permanecio estable a partir del primer afio, y en los consecutivos [media recortada al 5%, 83.14% (IC
95%: 53.27-96.58%); 86.32% (IC 95%: 71.97-94.65%); 95.43 (IC 95%: 80.86-96.02), a los 24, 36 y 48
meses]. Al evaluar el cambio CCF con respecto al tiempo en valor absoluto (dCCF/dt), se observéd una
desaceleracion exponencial durante el primer afio (media recortada al 5%, 0.2588% vs 0.0499% vs
0.0159%, 3, 6y 12 meses), mientras que la disminucion en la dindmica posterior fue menos pronunciada

(media recortada al 5%, 0.0043% vs 0.0011 vs 0.0003%, a los 24, 36 y 48 meses) (Figura 4.14 b)).
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Figura 4.14 Cinética especifica del genotipo y progresion de la enfermedad durante el tratamiento con Ibrutinib. A) Representacion en
diagrama de cajas del ratio entre CCF con respecto al tiempo (meses) a los 3, 6 y 12 meses de tratamiento (dCCF/dt), con una variacion
significativa del componente clonal (Linea discontinua roja con valor 0) (***P<0.05). B) Ratio absoluto de (dCCF/dt), durante todos los tiempos
de seguimiento (recuadro gris: primer afio de tratamiento).

Con un 39% menos de mutaciones detectadas en las muestras de seguimiento (54 vs 33) (Figura
4.15 a)), se identificd evolucion convergente en el 27% (3/11) de los genes analizados en un porcentaje
inferior de pacientes (n=3, 12% vs n=7, 28%): tres variantes en SF3B1 en el caso LLC-37, dos en TP53 en
LLC-49, y dos mutaciones en FBXW?7 de nueva aparicidén en el paciente LLC-91, de frecuencia alélica
subclonal en todos los casos. Tal y como se ilustra en la Figura 4.15, la tasa dCCF/dt de las mutaciones
detectadas en los genes driver mas representados en la serie, TP53, SF3B1, NOTCH1 y XPO1, mostro
una estabilidad clonal, sin una tendencia clara hacia el aumento o la disminucién independientemente

de su frecuencia subclonal o clonal en la muestra inicial, en los primeros 12 meses.
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Figura 4.15 Variacion del perfil genético en el sequimiento con Ibrutinib. a) Nimero de mutaciones detectadas en las muestras pareadas en la
cohorte de pacientes tratados con Ibrutinib (izquierda: pretratamiento; derecha: muestra de seguimiento o recaida) (ATMmu NO
determinado). b) Diagrama de dispersion de dCCF/dt, segln el gen driver afectado (linea de interpolacién).
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Segln el CCF de TP53mu;, con 21.11 meses de seguimiento (RIQ: 11.28-66.21), 59% (10/17) de
las mutaciones iniciales, fueron indetectables a los 18.33 meses (RIQ: 9.90-27.29), mientras que 12%
(2/17) mostraron una dismunicion y 35% (5/17) persistieron estables a los 21 meses (RIQ: ND; RIQ 6.00-
45.50, resp). En ninguin caso se detectaron variantes de nueva aparicién o con CCF aumentado. El 70%
(7/10) de las variantes indetectables, presentaron un VAF<10% inicial, siendo las de carga clonal
VAF<39% a excepcion de la variante LLC-51_TP53:¢.476C>T (VAF 72.53%), la cual fue dismiuyendo de
forma progresiva, permaneciendo estable a los 6, reducida a los 24 y con CCF indetectable a los 36
meses [log2 FC CCF: (-0.13) vs (-0.62) vs (-0.90), resp] (Anexo 1: Figuras 6). En cambio, el 100% de las
estables fueron clonales con mediana VAF 52.33% (rango, 18.18-96.71%).

Con 29.33 meses (RIQ: 14.45-43.54) de seguimiento, las mutaciones detectadas en el gen SF3B1
representaron el 18% (10/54) en la serie inicial, cuya dindmica clonal en CCF de SF3B1mu, se diferencid
de la descrita para TP53. La variante inicial SF3B1:c.2098A>G (4, 40%), fue la Unica con CCF indetectable
en las muestras de seguimiento (3, 75%), independientemente de su carga mutacional, a los 19.88
meses (RIQ: 9.73-24.00), a excepcion del caso LLC-37_ SF3B1:c.2098A>G, que permanecio estable a los
12 meses. El 40% de las variantes permanecieron con CCF estable (4/10), y 20% con CCF aumentado
(2/10). Ademas, se detectaron dos mutaciones CCF adquiridas subclonales (20%), una de ellas en el
paciente LLC-49  SF3B1:c.2098A>G a los 6 meses de tratamiento, que quedd resuelta con CCF

indetectable a los 12 meses.

A los 6 meses de tratamiento, el 40% (4/10) de las mutaciones detectadas en NOTCHI (10/54,
18%), permanecieron con CCF estable, 30% (3/10) CCF aumentado, y el 10% CCF indetectable (1/10).
Escenario similar el observado al afio, con 37% CCF estable y 25% CCF aumentado, aunque con un
discreto aumento de CCF indetectable alcanzado (37%), las cuales represetaron ser las variantes Unicas
de tres casos (LLC-27, LLC-84 y LLC-89), mientras que el resto de mutaciones, se detectaron en
asociacion con otras variantes genéticas (mediana 1, rango 1-4). Las variantes con CCF adquirido fueron
persistentes hasta los 2 afios después, lo que reflejé un aclaramiento mas lento de las mutaciones en el
gen NOTCH1. Las 6 (11%) variantes descritas en el gen XPO1, se detectaron tanto con carga clonal como
subclonal (3/6, 50%, en ambos casos) en 4 pacientes, con un CCF aumentado en el 50% hasta 20.6 meses
de seguimiento. No se detectaron mutaciones adquiridas en ninguno de los 14 casos con perfil

molecular pretratamiento no mutado.
4.3.4.2 Cinética del recuento linfocitario en pacientes tratados con Ibrutinib.

Con unRLA nicial de 101.39x10%/L (mediana, RIQ 18.20-140.41x10°/L), se observd una marcada
citorreduccién a los 6 meses de tratamiento, con una mediana de disminucidn RLA del 66.48% (RIQ (-)

91.18 — 61.99%) (P<0.001). La magnitud de la linfocitosis inducida por el tratamiento fue variable, sin
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embargo, el cambio relativo en RLA fue significativamente diferente para los pacientes con M-LLC, con
un aumento mas pronunciado y resuelto mas lentamente que los U-LLC (P<0.05) segun la prueba exacta

de Fisher (Figura 4.16).
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Figura 4.16 Cambio en RLA durante el tratamiento con Ibrutinib segun las caracteristicas del paciente antes del tratamiento. Cambios
porcentuales en RLA a partir de la muestra inicial, entre pacientes M-LLC (n=11) en comparacién con los U-LLC (n=23). No se muestra la
cinética linfocitaria de pacientes LLCP (***P<0.05). (RLA: recuento linfocitario absoluto).

El RLA durante el mes 3 y 6 de tratamiento, permitio estratificar a los pacientes en tres grupos.
Con el RLA mas alto (180.15 mediana, RIQ 125.53-213.82, x10°/L) observado previo al tratamiento en
el grupo 2, la linfocitosis inducida por el tratamiento se resolvié rapidamente a los tres meses, con una
reduccion de RLA del 92.86% (RIQ (-) 96.31 — 67.77, %). Por el contrario, los pacientes del grupo 1
tendieron a tener un RLA previo al tratamiento mas bajo (22.30 mediana, RIQ 18.20-27,.50, x10°/L)
aungue mostraron un mayor aumento relativo de linfocitosis desarrollado a los tres meses que supuso
un incremento del RLA del 94.91% (RIQ (+) 9.60 — 194.00, %), resolviéndose mas lentamente, y
manteniéndose persistente a los 6 meses [21.88% mediana RLA, RIQ (-) 7.47 — (+) 29.35%]. Con una
mediana de RLA inicial de 83.95x10°/L (RIQ 37.62 — 142.94, x10°/L), el grupo 3 mostrd una reduccion
intermedia de RLA 19.17% con respecto al resto de grupos [RIQ (-) 39.48 — 18.15, %], observandose
diferencias significativas entre los tres grupos a los 6 meses de tratamiento (P<0.001), una reduccion
RLA del 89.58% (RIQ (-) 95.52 — 78.21, %) y una estabilizacién linfocitaria (mediana 4.48, RIQ 2.63 —
14.95, x10°/L) a partir del mes 12 (Figura 4.17) (Anexo 2: Tabla 13).
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Figura 4.17 Cinética diferencial en el cambio del RLA durante el tratamiento con Ibrutinib. La clasificacion de los pacientes en cada grupo se
calculd en base a la diferencia en el RLA en funcion del valor RLA de la muestra pretratamiento (valor 0): grupo 1 (ARLA (%) >1); grupo 2
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(ARLA (%) <0,50); grupo 3 (ARLA (%) 0,5-1) (decaimineto exponencial y=27.13e(182). Pacientes con LLCP excluidos de la agrupacion (*P<0.05). (RLA:

recuento linfocitario absoluto; A: diferencia).

El grupo 1 (n=11) lo conformaron pacientes jévenes (media 63 afios), en su mayoria mujeres
(64%), con M-LLC y linfadenopatias (al menos un ganglio con el didmetro mayor > 2 cm, 64%), en el que
la del(17p13)/TP53mu fue minoritaria (36%). En este caso, la enfermedad voluminosa se asocié con una
linfocitosis mds prolongada, detectable hasta 6 meses desde el inicio del tratamiento. Por el contrario,
los pacientes del grupo 2 (n=15) de perfil LLC-IPI alto/muy alto riesgo (73%), y con una prevalencia del
53% del(17p13)/TP53mut, presentd U-LLC en la mayoria de los casos (73%), y un menor componente
adenopatico (27%). En cambio, el grupo 3 (n=8), con una linfadenopatia moderada (62%), tuvo un

aclaramiento mas rapido de la linfocitosis en comparacién con el grupo 1.
4.3.4.3 Patron de crecimiento en el sequimiento y la respuesta al tratamiento.

Se evalud la dindmica clonal de 19 pacientes de los 25 con mutaciones genéticas en la muestra
inicial, teniendo en cuenta un seguimiento minimo de 12 meses, en el que se observaron dos patrones
diferenciados en funcion de la respuesta clinica. El primer patrdn lo caracterizo el subgrupo de pacientes
en respuesta global, en el que el RLA fue disminuyendo progresivamente al igual que el componente
genético detectado en el estudio basal. En un sélo caso, LLC-49, tres de las seis variantes fueron
persistentes a los 3 afios aunque con una clara tendencia CCF en disminucién [CCF (-1.54)-(-3.12)],

mientras que en el resto de pacientes el CCF fue indetectable (Anexo 1: Figuras 7).

El segundo patrdn fue descrito en 6 pacientes con linfocitosis persistente (RP) como patrén de
evolucion lineal. Se caracterizé por un mantenimiento de RLA entre los 12 y 48 meses de seguimiento,
acompafiado por un cambio (LLC-37) o al menos un equilibrio en la arquitectura y frecuencia clonal
progenitoria (LLC-15) (Anexo 1: Figuras 8). LLC-37 fue el Unico paciente en RP que no mantuvo el
componente genético inicial, con la aparicién de una CCF adquirida en el gen SF3B1, y una estabilidad
del CCF del 66%, al afio de seguimiento (Figura 4.18). En otros casos, algunas mutaciones fueron
indetectables en ciertos puntos del seguimiento, mientras que otras estuvieron presentes en todos los
puntos a CCF estables incluiso aumentados (LLC-2, LLC-7 y LLC-97). La mutacion clonal en el gen
NOTCH1, en el paciente LLC-84, presentd CCF indetectable al afio de tratamiento, aunque a pesar de
una disminucion del 94% de RLA (111.84 vs 6.82x10°/L), el componente linfocitario seguia siendo

persistente a los 4 afios de terapia (Figura 4.18).
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Figura 4.18 Patrén de evolucion lineal. Modelo de distribucion de los linfocitos absolutos LLC (exp 0.1) en funcién del tiempo (meses), segun
la proporcién de CCF de cada variante (CCF multiplicado por el nimero de células LLC circulantes en SP), para los casos LLC-84 (izquierda) y
LLC-37 (derecha). Aparacion CCF adquirida SF3B1:c.2110A>T en LLC-37 a los 12 meses. LLC-84 con linfocitosis persistente aunque CCF
indetectable de la mutacién inicial. (Linfs abs LLC: linfocitos absolutos LLC unidades x109/L).

Un caso particular fue LLC-91, caracterizado por un cambio significativo en el CCF, en al menos
un subclon no descrito en la evaluacién molecular inicial. Al caracterizar por NGS los genes BTKy PLCG2,
se detectd la variante adquirida en el exén 15 del BTK:p.Cys481Ser con un VAF 25.90%. Se demostro su
aparicion 6 meses antes de cualquier evidencia clinica de enfermedad recidivante y en este caso,
transformacién a linfoma agresivo, al mantener RLA en recuentos normales (linfocitos LLC absolutos
1.10x10°) y no mostrar sintomatologia, adenopatias ni megalias palpables. Este clon de LLC en
crecimiento se compuso ademas por dos variantes adicionales en el gen FBXW?7 de nueva aparicion,
demostrando una evolucién convergente al coevolucionar multiples subclones que albergaban

diferentes mutaciones en el mismo gen (Figura 4.19).
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Figura 4.19 Patrdn de evolucién ramificada, caso LLC-91. A) Modelo de distribucién de los linfocitos absolutos LLC (exp 0.1) en funcién del
tiempo (meses), seguin la proporcion de CCF de cada variante (CCF multiplicado por el nimero de células LLC circulantes en SP) (Linfs abs LLC:
linfocitos absolutos LLC unidades x10%/L). B) Grafico FishPlot representando la dindmica y la arquitectura clonal del paciente durante el
seguimiento de la enfermedad, con los valores VAF (%) de cada variante (Fishplot R v.3.2.2, The R Fundation, Miller et al., 2016).

4.3.4.4  Evolucidn clonal y enfermedad minima residual.

La carga de LLC cuantificada por citometria de flujo a los 6 y 12 meses, y en puntos anuales

posteriores, disminuyd significativamente en SP. Pasado el primer afio, la carga de la enfermedad fue

de 22.51x10? células LLC/leucocito (RIQ, 3.94x10%-57,60 x10?), mientras que la mediana de EMR a los
2 afios disminuyd a 9.44x10? células LLC/leucocito (RIQ, 3.37x102-18.27x107). A los 3 afios de
tratamiento, se detectd una mediana de EMR de 8.85x10? células LLC/leucocito (RIQ, 1.57x1072%-

12.69x107) alcanzando su minimo a los 4 afios con de 2.88x107% células LLC/leucocito (RIQ, 1.22x107-
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4.64x10?) (P<0.001) (Figura 4.20). En concreto, la EMRi (<10%) se logré Unicamente en 2 (LLC-6 y LLC-
121, 5%) de 39 casos en SP al afio de tratamiento, sin adenopatias ni megalias persistentes. En base a
las caracteristicas clonotipicas IGVH, los pacientes M-LLC tenian significativamente mas enfermedad
residual que los pacientes con U-LLC (mediana 33.70 x10%, RIQ 3.04 x102-64.10x10 vs 12.77 x10%, RIQ
3.94x102-47.71x107Y) en los primeros 12 meses, mantiéndose esta diferencia en los afios subsecuentes

(P<0.001) (Figura 4.20).
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Figura 4.20 Evaluacién de EMR en SP a distintos tiempos en la cohorte de pacientes tratados con Ibrutinib, en funciéon del estado mutacional
IGVH (M-LLC en rojo y U-LLC en azul). Escala potencial (exponente 0.1) para mostrar los valores EMR en %, en el que un valor 0.01%
corresponde a EMRI (104), area representada en gris. No representados los pacientes en recaida (CF: citometria de flujo; EMR: enfermedad minima
residual; M-LLC: IGVH mutado; U-LLC: IGVH no mutado).

Con independencia del nivel de EMR alcanzado, las diferencias no fueron significativas entre los
pacientes con EMRiy el resto de subgrupos en cuanto a SG (no alcanzada la mediana en ninguno de los
subgrupos, P=0.841) (Figura 4.21). De la misma forma, independientemente de las caracteristicas
propias o clinicas basales del paciente, tales como, la edad, grupos de riesgo LLC-IPI, valores atipicos de

B2-microglobulina, o el estadio Binet avanzado (B+C), asi como la CCF observada en la Ultima muestra

de seguimiento, no se correlacionaron ni influyeron en la profundidad de la respuesta.
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Figura 4.21 Supervivencia global en funcidn de la profundidad de respuesta alcanzada en la cohorte de pacientes tratados con Ibrutinib.
(EMRIi: indetectable <10, EMR>0.1:>1073; EMR>1:>10?; EMR>10: >101).

Una tendencia en aumento de la EMR medida por CF, al comparar al menos dos muestras de
seguimiento, se asocié con una mayor probabilidad de recaida (P<0.001). De manera exclusiva, los tres
casos (LLC-23, LLC-38 y LLC-91) que desarrollaron transformacién a Sindrome de Richter (a los 6 meses,
3 afios y 5 aflos del tratamiento con Ibrutinib, respectivamente), presentaron un aumento de la EMR

durante el seguimiento de la LLC. En ningun caso la EMR<10! en los puntos de seguimiento,
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cuantificdndose un aumento 10.8% y 38.5% de EMR en LLC-91 y LLC-38, respectivamente, previa a la

recaida.

4.3.5 Analisis de supervivencia: esquema terapéutico en primera linea de tratamiento.

Los pacientes tratados con lbrutinib en primera linea hasta progresion o toxicidad, consiguieron
un incremento significativo de la SLP en todos los grupos de riesgo. La mediana SLP siguid sin alcanzarse
tras 5 afios de seguimiento, frente a la mediana SLP de 50 meses en la cohorte tratada con IQT (mediana,
NA vs 50 meses, P<0.001) (Figura 4.22 a)). EI 91.9% (34/37) de las recaidas, tuvieron lugar en el grupo
tratado con IQT (P<0.001), mientras que la cohorte de pacientes tratados con lbrutinib alcanzé unas
tasas de SLP del 92% (3/39) [HR, 0.16; IC 95%, 0.049-0.526, P<0.003). El beneficio de ibrutinib frente a
IQT, se mantuvo en todos los subgrupos de andlisis segln las caracteristicas propias del paciente o
clinicas basales, tales como, la edad, asi como LLC-IPI en estadios avanzados, U-LLC, presencia de
adenopatias y megalias, valores atipicos de B2-microglobulina, o el estadio Binet avanzado (B+C) (Tabla

4.15).

Respecto a las caracteristicas citogenéticas y moleculares, no se observaron diferencias
significativas en SLP de los pacientes tratados con lbrutinib, con presencia o ausencia de
del(17p13)/TP53mu (mediana, NA vs 59 meses, P=0.617), e independientemente del estado mutacional
IGVH (mediana no alcanzada en ningln grupo, P=0.434), a los 5 afios de seguimiento. En cambio, la SLP
fue superior en comparacién con la IQT, tanto en el grupo de pacientes U-LLC (60% frente a 25%) como
M-LLC (100% frente a 60%), (HR, 0.10; IC 95%, 0.025-0.450, P=0.002) (Figura 4.22 b)). A los 5 afios, las
tasas de SLP fueron mds altas para lbrutinib que para IQT en pacientes con del(11g22) (60% frente a
30%) y sin del(11g22) (100% frente a 30%, no se produjeron recaidas o muertes en pacientes con
Ibrutinib sin del(11g22)) (HR, 0.49; IC 95%, 0.324-0.761, P=0.001). El bajo nimero de pacientes con
del(17p13)/TP53mut (2/57, 3%) en la cohorte tratada con IQT, impidid su comparacion y un analisis
significativo de la SLP (Figura 4.22 c)).

La SG fue del 92% para los pacientes con Ibrutinib y del 79% para los pacientes con IQT (Figura
4.22 d)), sin detectarse diferencias significativas en este caso (HR, 0.29, IC 95%, 0.04-2.33, P=0.244).
Todos los pacientes con IQT en recaida, recibieron distintas lineas terapéuticas posteriores, entre los

gue se encontraron agentes dirigidos.
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Figura 4.22 Curvas Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresion y supervivencia global entre todos los pacientes tratados con Ibrutinib
e |QT como primera linea de tratamiento. a) SLP segun la cohorte tratada con IQT o Ibrutinib; b) SLP en funcién del estado mutacional IGVH

M-LLC y U-LLC; c) SLP segun la presencia o ausencia de del(11g22); d) SG segun la cohorte tratada con IQT o Ibrutinib (P<0.05).
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Tabla 4.15 Andlisis de supervivencia libre de progresion (SLP) en funcidn del tratamiento en primera linea. Forest plot (izquierda), con los
valores Hazard ratio (cuadrado) e intervalos de confianza (IC 95%) segun los subgrupos de pacientes en funcion de los valores atipicos de
beta2-microglobulina (Beta2), presencia de adenopatias, LLC-IPI de alto/muy alto riesgo, >2 mutaciones genéticas detectadas, U-LLC y edad.

(Hazard ratio estimado con el modelo de regresién univariante de Cox) (P<0.05; *P>0.05 potencialmente significativo).

Se alcanzé EMRi en el 27% (15) de los pacientes tratados con IQT, mientras que se redujo al 5%
(2) en los casos tratados con Ibrutinib (P<0.001) a los 14 meses de seguimiento. A pesar de esto, la SLP
de los pacientes con EMR positiva fue significativamente mayor (63%) en los pacientes tratados con
Ibrutinib, en comparacién con el 18% en la cohorte tratada con IQT a los 5 afios de seguimiento
(mediana 33 meses IQT EMR+; NA en el resto de subgrupos) (HR, 4.73, IC 95%, 2.43-9.19, P<0.001)
(Figura 4.23).
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Figura 4.23 Curvas Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresion entre todos los pacientes tratados con Ibrutinib e IQT al evaluar la EMR
por citometria de flujo. Si EMRi<10*y EMR positiva rango >101- 103 (células LLC/leucocito) (TD: terapia dirigida; IQT: inmunoquimioterapia;
EMR: enfermedad minima residual; EMRi: EMR indetectable; EMR+: EMR positiva).

4.4 Evaluacion del estado mutacional de IGVH por NGS.
4.4.1 Seguimiento del clon mayoritario en las muestras secuenciales por NGS.

En el seguimiento del clonotipo por NGS se seleccionaron 127 secuenciales, 47 muestras de 23
casos con IQT (40%) y 80 muestras de 35 casos tratados con Ibrutinib (60%). Para cada subgrupo, la
media de secuencias analizadas por paciente fue 112885 (rango, 1471- 1427745), y 118308 (rango,

1000-585659), respectivamente. El recuento medio del clonotipo mayoritario fue 104823 (rango, O-
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1427019),y 48288 (rango, 0-488194), siendo 25.85% y 80.46% la media de lecturas mapeadas en el gen
V (rango, 0.00-99.95% para IQT, 0.00-99.98% para Ibrutinib).

Del subgrupo de pacientes con IQT, el reordenamiento principal no fue detectado en el 34% de
las muestras (19/56) con una media de lecturas mapeadas IGVH de 143439 (rango, 101221-313124). En
el 5% (3/56) el ratio de lecturas del clonotipo con respecto al total no superé el 1% (rango, 0.32-0.91%),
mientras que en el 29% (16/56) se mantuvo a mas del 18% (rango, 18.11-99.95%). EI 100% (19/19) de
los casos con NGS IGVH indetectable, entraron en RC, mientras que el 81.3% (13/16) con NGS
IGVH>10%, presentaron recaida de la enfermedad (P<0.001) (Figura 4.24 a)). Por el contrario, del
subgrupo de pacientes tratados con Ibrutinib, Gnicamente en el 3% de las muestras (2/80) el clonotipo
inicial no se detectd, ambas procedentes del mismo caso LLC-121. Del resto, a pesar de excluir 28 (35%)
muestras con linfocitosis persistente (media 31.04, rango, 5.56- 159.63x10%/L), en 50 (62%) el valor de
ratio NGS IGVH>14%, con un RLA medio de 2.95 (rango, 0.90- 4.98x10%/L).

Al evaluar el seguimiento clonal NGS IGVH de los casos LLC-44 y LLC-63 tratados con IQT, ambos
con doble reordenamiento, la tendencia fue diferencial (18 muestras de 2 pacientes) (Figura 4.24 b)).
Los reordenamientos productivos, fueron indetectables por NGS, mientras que la ratio de los no
productivos, incrementd secuencialmente. La ratio del reordenamiento LLC-44, IGVH3-23/IGDH3-
22/IGJH4, no bajo del 18%, mientras que la ratio minima para el LLC-63, IGVH4-34/IGDH3-10/1GJH4, fue
del 2%. En consonancia, a pesar de que el RLA se mantuvo invariable en ambos casos [LLC-44, media
8.51 (x10°/L), error estdndar (ox) 0.36; LLC-63, media 5.32 (x10°/L), 0x=0.54], el valor celLLC(%)
aumentd hasta representar el 6% y 8% de leucoticos totales, respectivamente. En cambio, el
comportamiento observado en los reordenamientos no productivos en los pacientes tratados con TD
(ejemplo LLC-43 y LLC-60), seguia la misma tendencia que el reordenamiento productivo (Figura 4.24
c)). En todos los casos ambos reordenamientos fueron detectables por NGS, y dibujaron la misma
dindmica de aumento o disminucién en paralelo, en términos de ratio y celLLC(%) en las muestras

secuenciales.
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en funcién de cada uno de los reordenamientos detectados en las muestras secuenciales de los casos LLC-44 y LLC-63 tratados con IQT c¢) y
de los casos LLC-43 y LLC-60 tratados con TD. (RLA: recuento linfocitario absoluto (x10%/L)).

4.4.2 Deteccion de la enfermedad minima residual por CF e IGVH NGS.

La comparativa entre la EMR por NGS y CF, se acotd a 42 pacientes tratados Unicamente con
IQT en primera (39/42, 93%) o sucesivas lineas terapéuticas (3/42, 7%), a partir de 67 muestras de
seguimiento en distintas etapas de la enfermedad con dato CF disponible. Treinta y cuatro (81%)
presentaron un Unico clonotipo mayoritario en la muestra inicial, mientras que 8 (19%), tenian doble
reordenamiento. En el estudio por NGS, la mediana de secuencias analizadas por paciente fue superior
a 148381 (rango, 1897- 1845191), mientras que el recuento medio del clonotipo mayoritario fue
111219 (rango, 0- 1838804), siendo 48.68% la mediana de lecturas mapeadas en el gen V (rango, 0.00-
99.98%).

Para la medicién de la EMR por NGS, se requirid la deteccién de la misma composicién
clonotipica IGVH-DH-JH detectada en la muestra basal. Hubo una concordancia aceptable (>90 %) en el
umbral de <0,010% (<10™%) con 2/21 discrepancias, en las que la NGS siguié detectando el clonotipo
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inicial (clonotipo LLC-70, ratio 0.4%; clonotipo LLC-79, ratio 0.9%) (Figura 4.25 y Figura 4.26). Con una

mediana de 4.77 (RIQ, 3.24-6.10 x10%/L) recuento leucocitario total, y RLA de 1.09 (RIQ, 0.75-1.59

x10%/L), para el caso LLC-70 se detectaron 1.11x10* células LLC/leucocito, y LLC-79 2.01x10* cé

ulas

LLC/leucocito en base al célculo por NGS. Estas dos muestras, negativizaron a EMRi por ambas técnicas

en la posterior muestra de seguimiento. En todas las muestras con una EMR entre rango <10%-10* por

NGS, el valor promedio de la maxima diferencia interreordenamiento fue -1.25x [rango, (-0.27) — (-

2.03)], siendo categorizados en todos los casos como reordenamientos policlonales.
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Figura 4.25 Distribucidn clonal de los diferentes reordenamientos IGVH al evaluar la EMR por NGS. Grafico de barras LLC-70y LLC-79 con EMR
>10"* por NGS, pero con distribucion policlonal (linea discontinua roja, eje derecho) en la que el clonotipo inicial (sombreado en rojo) no

supera el 0.4% y 0.9% (eje izquierdo) de las lecturas totales mapeadas en la regién IGH.

Al evaluar las muestras (16/67) de los casos con doble reordenamiento, la EMR fue indetectable

(<10*) en 11 muestras por CF de 3 pacientes. Esta concordancia fue del 100% (11/11) segun el

porcentaje de EMR alcanzado por NGS pero Unicamente en el seguimiento del clonotipo productivo,

mientras que la minima para los no productivos fue de 0.020%.
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Figura 4.26 Comparacion EMR (%) por CFy NGS. Correlacion de Pearson (a) y grafico de Bland-Altman (b) entre los métodos NGS y FC
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flujo; EMR>10%: IC: intervalo de confianza).
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4.5 Evolucion clonal subyacente a la progresion de la LLC y transformacion Richter.

Se estudio la evolucidn clonal de la enfermedad a largo plazo de 31 (84%) pacientes en recaida a
la IQT como primera linea, a partir de las muestras secuenciales obtenidas tras sus posteriores
intervenciones terapéuticas (mediana 3, rango 2 — 8 lineas de tratamiento). Veintitrés casos (62%),
fueron tratados con dos lineas de tratamiento, 3 (16%) con una tercera y cuarta linea, 2 (5%) con seis,

1 (3%) con siete y 1 (3%) con ocho lineas.

Sobre los cambios de CCF dependientes del tiempo, cuando los cambios significativos de VAF (%)
eran unidireccionales, estos patrones de evolucion se clasificaron como coevolucion o evolucion lineal.
Este tipo de patron se observd en pacientes con evolucién progresiva en disminucion (LLC-97) en los
gue los componentes clonales fluctuaron en distribuciéon entre clones primarios y los secundarios
(Figura 4.27). Las LLC en recaida mostraron una tendencia hacia una evolucion ramificada, al observarse
diferentes cambios significativos en aumento, disminucidn y en aparacién concomitantemente en CCF
entre muestreos consecutivos y, por lo tanto, fueron bidireccionales, como en los casos LLC-82 y LLC-
85. Asimismo, en fases anteriores a la recaida, la coevolucidn parecié menos frecuente, observandose

en dos Unicos casos (LLC-19 y LLC-61) (Figura 4.28).

Durante el curso clinico de seis pacientes no tratados a largo plazo (watch and wait, mediana, 5.4
afios) y sin mutaciones genéticas asociadas en la muestra basal, ocurrieron cambios sustanciales en la
composicién clonal solo después del tratamiento con IQT. Estos cambios dieron como resultado la
evolucién de uno o pocos subclones en tres casos (LLC-43, LLC-54 y LLC-55), mientras que hasta tres
variantes genéticas aparecieron simultaneas en otros tres (LLC-60, LLC-82 y LLC-85), indicativas de
evolucion ramificada (Figura 4.28). EI 64% (7/11) de las CCF adquiridas se localizaron en el gen TP53,
mientras que la adquisicién secuencial de alteraciones cromosdmicas condujo a una mayor inestabilidad
genética, detectandose del(17p13) y trisomia 12 de novo, CCF aumentado de del(11g22) y del(13q14)
por FISH, y cariotipos con CCF estable (3, 50%) o no alterados. Todos estos factores aumentaron el
riesgo de progresion de la enfermedad, con una mediana de tiempo hasta la primera recaida de 3.6

(rango, 2.5-4.5 afios) y de 2.2 afios (2.4 y 2 afios, en LLC-55 y LLC-60, respectivamente) hasta la segunda.

Diez pacientes fueron pretratados con una mediana de 2 (rango: 1-6) lineas de tratamiento
previas a Ibrutinib, y con un seguimiento medio hasta la recaida de 27 meses (RIQ, 15.0-53.5 meses). Se
estudiaron todas las muestras secuenciales (30) para determinar el punto temporal mas temprano en
la historia clonal en el que las mutaciones obtuvieron una ventaja selectiva, marcandose a los 3.4 afios
de seguimiento (rango, 2-5.25 afios) ante la aparicién de la mutacién adquirida BTK Cys481Ser en dos
pacientes (LLC-64 y LLC-91) con un rango de VAF amplio (7.37-25.9%) (Figura 4.29). En ningln caso, se

detectaron variantes en el gen PLCy2.
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Las BTKmy: ocurrieron simultdneamente con anormalidades dobles de del(17p13)/TP53 en el caso
LLC-64 y TP53,, simple en LLC-91. Desde la perspectiva de BTK, esta asociacién fue del 100%, en la que
todos los pacientes BTKmu: portaban una mutacion TP53, mientras que ningln caso presentd evolucién
convergente en BTK, ni asociaciones estadisticamente significativas entre la presencia de BTKnut Y €l
numero de lineas de tratamiento previas (0 6 1 vs >2). Ademas, desde el pretratamiento hasta la recaida
de la enfermedad, los clones del(17p13)/TP53 se expandieron con CCF en aumento, permanecieron
estables (CCF estable) o incluso disminuyeron (CCF disminuido) en el estudio temporal, mientras que
los clones BTK siempre se expandieron (CCF en aumento). El resto de genes driver fueron heterogéneos

y variaron de un paciente a otro.

La progresion molecular de la enfermedad de estos dos pacientes precedié a la recaida clinica.
Este hallazgo también se observd en el caso LLC-62, en el que la BTKmu: se detectd a los tres afios de
seguimiento, al igual que la mutacion missense de novo en TP53, pese a que no habia sospecha de
recaida clinica por el momento. Es por ello, por lo que a pesar de que la asociacidon de la recaida con la
aparicion de la resistencia en BTK.: fue significativa (2/2, P=0.036), y potencialmente con la adquisicién
de mutaciones en TP53 (6/10, P=0.093), la deteccién de BTKnu.: no afectd en la SLP y SG en la cohorte

estudiada.

El caso LLC-91, desarrollé sindrome de Richter tras la recaida a Ibrutinib, en el que la relacion clonal
entre la LLC en el momento del diagndstico, en el momento de la resistencia a ibrutinib y después de la
transformacion a Richter, se confirmé mediante la identificacion de un reordenamiento idéntico del gen
IGVH y un segmento del gen IGVH3-30/IGDH6-13/IGJH4 no mutado en todas sus muestras analizadas
como unico reordenamiento clonal. Un caso mas (LLC-68), sin huella molecular basal ni tras la recaida,
se transformd a Richter con una evolucion clonalmente relacionada, en el que otros reordenamientos

productivos o no productivos basales no cogieron protagonismo en ninguna muestra secuencial.
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detectada; lineas verticales negras: muestras de seguimiento con datos genéticos; linea vertical azul: muestra pretratamiento; linea vertical roja: momento de recaida clinica; formas circulares: representacion celular
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5 Discusion

La evolucién clonal es el proceso natural a través del cual las células buscan continuamente
ventajas fenotipicas que les permitan expandirse dentro de las limitaciones del microambiente. Segun
el modelo propuesto por Peter Nowell en 1976, la adquisicidon de alteraciones genéticas y moleculares
es el mecanismo habitual que utiliza la célula tumoral para alcanzar esa ventaja proliferativa sobre
subpoblaciones clonales menos adaptadas, que muchas veces implica refractariedad a la terapia, o
recurrencia de la enfermedad. Ahora bien, no en todos los casos de recidiva tumoral se documenta una
evolucién genética adicional que la justifique, de hecho, es poco frecuente por ejemplo en la Leucemia
Mieloide Aguda (LMA). Sin embargo, en otras neoplasias malignas, como la Leucemia Linfocitica Crénica
(LLC), es mas probable que las mutaciones de novo desempefien un papel crucial en la recurrencia del

tumor (Nowell, 1976).

Es evidente que la seleccién clonal es un fendmeno que requiere tiempo para su

implementacién, y a este respecto la LLC ha resultado ser el modelo ideal por varias razones:

En primer lugar, el curso de la enfermedad tipicamente prolongado en la LLC ha permitido
descifrar la evolucion clonal a través de un muestreo longitudinal frecuente durante afios. La segunda,
puesto que las células de LLC circulan continuamente de la sangre periférica y los compartimentos de
los ganglios linfaticos y la médula dsea, el acceso a muestras secuenciales es sencillo; con una simple
venopuncién se obtiene material de gran pureza, lo que facilita el seguimiento estrecho de los procesos
de evolucion clonal. La tercera es la posibilidad de detectar estadios preleucémicos (linfocitosis B
monoclonal), leucemia establecida, e incluso evolucion a formas mas agresivas como el linfoma de

Richter.

Es cierto que la LLC es una enfermedad muy heterogénea con un amplio espectro de
presentaciones clinicas, que van desde casos de progresién rapida, refractarios al tratamiento, hasta
otros de curso indolente, estable, habiéndose incluso descrito casos de regresion espontanea (Kwok et
al., 2020). Pero a diferencia de otros trastornos hematoldgicos, los criterios para su diagndstico son
sencillos y se han incorporado plenamente en la actividad clinica de la mano de grupos como
International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (iwCLL) (Hallek, et al. 2018). No sélo los
criterios diagndsticos, también hay consenso en los criterios de inicio de tratamiento. Es indiscutible el

papel del tratamiento como elemento disruptivo en la evolucion clonal del cancer (Landau et al., 2015).

Los pacientes con enfermedad asintomdtica en estadio inicial (Rai O, Binet A) se propone la

estrategia watch and wait (WW) con seguimiento periddico, y demorar el inicio de tratamiento a la
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evidencia de evolucidn clinica o desarrollo de sintomatologia que lo justifique (Baliakas et al., 2022;
Mukkamalla et al., 2022). Son cuestiones clave que aportan homogeneidad a una enfermedad

clinicamente heterogénea, y facilitan enormemente el estudio de la evolucién clonal.

Numerosos estudios han tratado de aportar informacién predictiva y/o prondstica para guiar
las decisiones clinicas basadas en variables clinicas, bioldgicas, citogenéticas, y ahora con los avances
tecnoldgicos de secuenciacion masiva, también moleculares, por lo que son muchos los sistemas de
estratificacion prondstica que se han propuesto en las Ultimas décadas (Wierda et al., 2007, Pflug et al.,

2014, International LLC-IPI working group, 2016).

La relacion entre el impacto prondstico y/o predictivo de estas variables en la dindmica clonal
de la LLC es poco conocida, probablemente debido a la complejidad de reunir una serie amplia de casos
con tipificacion de todas las variables descritas, y evaluarlas en una linea temporal suficiente que
permita tanto documentar la evolucién clonal como establecer relaciones estadisticamente
significativas con variables que metodoldgicamente sean accesibles a la practica clinica. Ese ha sido el

propdsito de esta tesis doctoral.

Como se ha mencionado el reclutamiento de los casos fue relativamente sencillo, en tanto en
cuanto el Servicio de Hematologia del Hospital Clinico Universitario, tiene una amplia trayectoria en el
estudio de los sindromes linfoproliferativos cronicos, y disponia de muestras histéricas de LLC desde
1999. A pesar de los esfuerzos de recogida de datos clinicos, resulté imposible completar las variables

clinico bioldgicas en todos los casos (58% de los casos).

Las caracteristicas demograficas de los pacientes de la serie son los descritos en la bibliografia,
con la salvedad de que en la serie objeto de este estudio, los pacientes tienen una mediana de edad de
61 afos al diagnodstico, ligeramente inferior a la descrita. Por el hecho de ser un hospital de referencia
en la Comunidad Valenciana, recoge casos complejos, o mas jovenes procedentes de centros
hospitalarios de menor complejidad. Ademds, el mayor acceso de la poblaciéon sana a controles
analiticos ha permitido realizar mds diagndsticos incidentales de LLC que en décadas previas (Hallek,

2019).

La caracterizacién inmunogenética de la region variable del gen de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (IGVH), tiene un papel determinante en el manejo adecuado de los pacientes con LLC
y debe evaluarse antes del inicio de tratamiento tal y como subrayan las guias (Agathangelidis et al,,
2021; Eichhorst B, et al. 2021; Chiorazzi & Stevenson, 2020; Jaramillo et al., 2020; Hallek M, et al. 2018).
Es independiente del estado clinico de los pacientes y de otros marcadores (Sutton et al., 2017), y ha

demostrado ser un biomarcador estable e invariable de la poblacién de células B clonales durante el
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trascurso de la LLC (Hengeveld et al. 2022). Esta exclusividad ha sido clave en la caracterizacion de la
serie en estadios iniciales, y a la hora de explotar su potencial uso como biomarcador de seguimiento

en la evaluacién de la enfermedad medible residual (EMR).

Tradicionalmente, el estudio del estado mutacional de IGVH se realiza mediante secuenciacién
Sanger (Sseq), una técnica que proporciona de forma relativamente sencilla y asequible un resultado
preciso y fiable en la gran mayoria de casos. A pesar de ser la metodologia mas estandarizada, tiene
algunas limitaciones, pudiendo dar resultados dificiles de interpretar o incluso fallar (Davi et al., 2020).
La disponibilidad de muestras histdricas hizo posible la puesta a punto de la técnica y la determinacién
por Sseq del estado mutacional de IGVH de forma retrospectiva, incorporando esta variable al estudio

de la evolucion clonal en la totalidad de los casos de la serie.

Debido a que la tecnologia Sseq ofrece un ajustado limite de deteccion, se desestima
informacidén valiosa sobre clones minoritarios que podrian cambiar la categorizacion prondstica de los
pacientes, asi como ocultar subclonas que ayudarian a comprender mejor la posible relacion clonal de
esta enfermedad. En este contexto, la incorporacién de la NGS para la determinacién de IGVH resultd
ser la mas atractiva y confiable para subsanar las limitaciones de Sseq, y responder al objetivo primario

de este proyecto: aportar conocimiento sobre la evolucidn clonal y subclonal de la LLC.

A dia de hoy, las nuevas guias del European Research Initiative on CLL (ERIC) recientemente
publicadas, citan la NGS-IGVH en sus recomendaciones (Agathangelidis et al., 2022; Davi et al., 2020)
acotando su aplicabilidad a casos muy particulares y sdlo para obtener informacién sobre la arquitectura
clonal. Ademas, a la falta de protocolos NGS consensuados, se suma la compleja interpretacién de los
resultados obtenidos y la necesidad de herramientas bioinformaticas especializadas, lo que dificulta por

el momento su estandarizacion.

Con este escenario, para este trabajo se optd por el desarrollo de un protocolo de preparacién
de librerias propio del locus IGH por NGS y la herramienta especifica B-MyRepCLL, reconstruyendo el
repertorio IGVH y caracterizando los reordenamientos mayoritarios en las muestras basales. La alta
resolucion de la NGS hizo posible la identificacidn de clonotipos independientes y no relacionados que
emergian sobre un fondo policlonal y no resueltos con el método convencional. Ademads, demostro ser
un método altamente robusto en la anotacion de los genes VDJ y en el porcentaje de homologia
alcanzado, con un grado de concordancia del 100% y 99% respectivamente. Se consiguié superar
algunas de las limitaciones analiticas de la Sseq, y ampliar el conocimiento acerca de la relevancia clinica
y bioldgica de las IGVH en la LLC, al proporcionar informacién sobre la arquitectura subclonal e

intratumoral de la enfermedad.
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La solvencia de la metodologia desarrollada, junto con la herramienta especifica B-MyRepCLL
ya de dominio publico (https://github.com/afuentri/B-MyRepCLL) sin duda facilitard el proceso de
estandarizacién, y su validacion con otros kits de uso comercial mas herméticos como LymphoTrack
assay (Invivoscribe Inc., San Diego, CA, United States), y con ello su implementacion en la practica clinica.
Todo esto permite afirmar que el cambio metodoldgico a la NGS para la determinacién de IGVH en LLC,

es ya una realidad.

Si bien el estudio de IGVH por Sseq esta ya implementado en la practica habitual, el
conocimiento sobre el impacto clinico de otras alteraciones genéticas todavia es limitado. Tras una
exhaustiva revision bibliografica, se decidid evaluar el estado mutacional de 11 genes potencialmente
implicados en la LLC. A la hora de seleccionar la metodologia de secuenciacién NGS, se optd por un
procedimiento de lectura corta y sistemas lllumina, dada la alta flexibilidad y escalabilidad de la técnica,
y por su sensibilidad en la deteccion de variantes a baja proporcion (Mamanova et al., 2010). Aunque
las diferentes quimicas de secuenciacion NGS presentan sus ventajas y limitaciones (Pickrell et al., 2012),
la estrategia de secuenciacién NGS por amplicones planteada, ha garantizado una alta profundidad de

secuenciacion y la deteccion de variantes de forma precisa y uniforme en los paneles utilizados.

La alta calidad y profundidad de secuenciacién lograda en la mayoria de los paneles a estudio
por NGS en el momento previo al tratamiento, reveld gran cantidad de genes impulsores y la influencia
de su heterogeneidad tanto clonal como subclonal en la LLC (Nadeu et al., 2016; Spencer et al., 2014).
En nuestra serie, los genes mutados de mayor a menor frecuencia son SF3B1, TP53, NOTCH1, ATM vy
XPO1 mientras que las mutaciones en EGR2, FBXW?7, BIRC3, MYD88, POT1 y NFKBIE seguian siendo
eventos muy raros en la LLC no tratada (Landau et al., 2015; Tausch et al., 2020). Ademas, la frecuencia
mutacional coincidid con las esperadas, siendo las alteraciones que afectan a la respuesta al dafio en el
ADN la mas comun, seguidas de las variantes en los genes implicados en el splicing, transcripcién y
transporte del ARN, y de la via de sefializacion de NOTCH (Gonzalez-Gascén-Y-Marin et al., 2021), lo que

refuerza la solidez de la poblacién estudiada.

Ademas, las mutaciones clonales fueron las mas frecuentes, aunque la secuenciacion identificé
un reservorio significativo de mutaciones subclonales que afectaron a genes clave, TP53, SF3B1 y XPO1
(Nadeu et al., 2016, 2018). La concomitancia entre las variantes clonales y subclonales respaldé el
patron de evolucion mutacional convergente en la cohorte, ya descrito previamente como factor comun
enlaLLC(Ojhaetal., 2015). Siendo las células cancerosas ecosistemas de clones en evolucién, la presion
gjercida por el tratamiento, puede conducir a la seleccion diferencial de sub/clones de forma que
converjan en la desregulacién de las mismas via funcionales, al afectar al mismo (evolucién convergente)

o a distintos genes (evolucion divergente), y/o a otras vias esenciales. Por ello, y segiin lo comentado
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previamente, el tratamiento es un factor disruptivo muy importante en la evolucién clonal, y es el
motivo por el que en la serie, ademas de estudiar el escenario de mutaciones somaticas en muestras de
pacientes virgenes de tratamiento, se completd el estudio en las muestras posteriores a la
administracion de distintas lineas terapéuticas. Asi, se analizaron todas las variantes con potencial
patogenicidad, independientemente de su carga y el tipo de convergencia mutacional, y se tuvieron en
cuenta para asentar las variables genéticas iniciales sobre las que definir el modelo de evolucion clonal

durante el seguimiento.

En lo que respecta a las mutaciones en TP53, las pautas de ERIC recomiendan su determinacion
previa a la eleccion terapéutica (Malcikova et al., 2018) por tener un impacto clinico demostrado al
conferir resistencia al tratamiento estandar (Lazarian et al., 2022; Rossi et al., 2014). En estas guias, se
recoge que el umbral clinicamente significativo es a partir de VAF>10%, si bien es evidente que, si el
protocolo de NGS es suficientemente sensible, serd capaz de detectar un rango de mutaciones
subclonales que pasaria desapercibido con protocolos de menor profundidad de lectura. Los estudios a
dia de hoy no definen con exactitud la relevancia prondstica de los subclones de TP53 con un VAF<10%
antes del tratamiento, entre otros motivos, por la diversidad de protocolos de secuenciacion, la falta de
estandarizacién y la baja reproducibilidad entre las diferentes plataformas de secuenciacion en este
rango de deteccion (Malcikova et al., 2018). Para aportar luz sobre esta cuestion, en este estudio se ha
tratado de forma mds pormenorizada la anotacion de las variantes subclonales en el gen TP53,
representadas hasta en el 50% de los casos con TP53,,:. Para ello, el abordaje de secuenciacién de TP53
por amplicones con OG-TP53, ha asegurado una cobertura y profundidad lo suficientemente alta para

cubrir la fraccién subclonal hasta VAF 1% en mas del 93% de los pacientes.

En esta experiencia, ha sido posible constatar que a medida que aumenta la complejidad y
heterogeneidad intrinseca de cada panel, se requeria mayor exigencia en cuanto a los criterios minimos

de calidad.

Respecto a la secuenciacion del gen ATM ha sido todo un desafio, por ser un gen constituido
por mas de 150.000 bases comprendidas en 66 exones, que puede albergar tanto mutaciones somaticas
como germinales (Baghaei Vaji et al., 2021; Petrackova et al., 2022). En una primera aproximacion
efectivamente se objetivd que la calidad de secuenciacion era subdptima en algunos amplicones, pero
se optd por dar prioridad a la determinacién del resto de paneles, y es por ello que sélo se alcanzaron
resultados dptimos en el 56% de los casos. Ahora bien, a pesar de las dificultades técnicas expuestas,
fue posible corroborar en la serie su impacto adverso e incluso insinuar su potencial papel como
marcador de evolucién clonal. Para optimizar el protocolo de secuenciacién del panel OG-ATM e

intentar completar el perfil mutacional en la cohorte a estudio, en una segunda aproximacién, se
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exploraran opciones metodoldgicas en otra plataforma de secuenciacién de alta capacidad, como el

sistema de secuenciacion HiSeq® o NextSeq @ (lllumina®, California).

Volviendo a la caracterizacion de las variables, las mutaciones en TP53 (Zenz et al., 2010), U-LLC
(Giudice & Foa, 2019), niveles elevados de B2-microglobulina, y un perfil genético complejo con mas de
2 mutaciones genéticas asociadas (Hu et al., 2019), se distribuyeron en los grupos de riesgo alto/muy
alto segun LLC-IPI, y aportaron al seguimiento de los pacientes una corta TPT. El 50% de los casos que
presentaron disrupcién en TP53, presentaron mutacion en ausencia de del17p (Campo et al., 2018).
Estos resultados vienen a reforzar la inclusién del estudio del estado mutacional de TP53 por NGS en el
catdlogo de prestaciones de biomarcadores moleculares de pruebas diagndsticas con fines asistenciales,
para la orientacidn terapéutica o estimacion del prondstico durante la evolucidn de la enfermedad, de
manera complementaria al estudio citogenético. El momento iddneo para hacer este estudio es cuando

el paciente sea subsidiario de iniciar tratamiento (Malcikova et al., 2018).

A la vista de la gran cantidad de variables clinico-biolégicas y genéticas caracterizadas, la edad,
el estado mutacional U-LLCYy la estereotipia del gen IGVH, fueron los predictores mas relevantes de TPT.
Estas variables fueron los impulsores mas sélidos de la progresiéon y la enfermedad temprana de la LLC,
lo que, trasladado a la practica habitual, puede ayudar a optimizar los recursos en la practica clinica. Si
bien las mutaciones en otros genes, como SF3B1, TP53, NOTCH1, ATM y XPO1 tuvieron contribuciones
variables en la patogenia de la enfermedad, sobre todo en los pacientes de riesgo alto/muy alto, las
asociaciones no fueron independientes ni significativas cuando se analizaron con otras caracteristicas
clinicas y mutacionales (Hu et al., 2019; Kleinstern et al., 2020; Mansouri et al., 2022). En concreto, el
impacto prondstico adverso de las alteraciones en la via TP53, del(17p13)/TP53mu, esta ampliamente
demostrado, lo que se traduce en TPT y SG inferior (Déhner et al., 2000, Zenz, Eichhorst, et al., 2010a).
Si bien la falta de significacion estadistica parecio diluir el potencial de estos y otros clones en la LLC, el
seguimiento permitié identificar y conocer los factores detonantes de la evolucién clonal en esta

enfermedad.

5.1 Evolucion clonal, tratamiento y tiempo.

Ya se tenfa conocimiento del papel que la remodelacion del perfil genético molecular de la LLC
tiene en la aparicion o progresién de ciertas alteraciones genéticas, y de su impacto prondstico, si bien
su significado clinico es controvertido y muchas veces se circunscribe al tiempo en que aparece en el
curso de la enfermedad y los tratamientos empleados. Se asume que todos los tratamientos de LLC,

independientemente de la modalidad, crean alguin tipo de cuello de botella evolutivo. Esto altera el
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panorama sub/clonal a favor de aquellos con sensibilidad disminuida al tratamiento o mayor ventaja de

supervivencia y crecimiento (Kwok & Wu, 2021).

La serie estudiada incluye pacientes diagnosticados antes del afio 2000, cuando las guias clinicas
IWCLL databan de 1996 (Cheson et al., 1996) y donde las opciones terapéuticas practicamente se
restringian al clorambucil, y también pacientes de diagndstico mas reciente que han podido beneficiarse
de farmacos dirigidos a dianas moleculares. Asi, superada la fase de los agentes alquilantes, la
inmunoquimioterapia (IQT) basada en Fludarabina, Ciclofosfamida y Rituximab (FCR), se establecié
como la terapia de primera linea estandar para pacientes con LLC jovenes sin comorbilidades (Fischer
et al., 2016). Posteriormente, en la Ultima década se ha asistido a la incorporacidon de terapias dirigidas
en primera linea. Es el caso de farmacos como lbrutinib, que constituye el tratamiento de eleccidn para
pacientes de alto riesgo, con alteraciones en TP53 (Guias Espafiolas del Grupo Espafiol de LLC, GELLC)

(Barretal., 2022).

Légicamente la incorporacion al arsenal terapéutico de agentes mas eficaces se ha visto
reflejado en mejoras en la SG y SLP de estos pacientes, identificando dos etapas marcadamente
diferenciadas. Este escenario, junto con el hecho de incluir pacientes con un periodo de seguimiento
dispar, desde solo unos pocos meses hasta 19 afios, ha complicado el andlisis del impacto de la evolucion

clonal de los clones y subclones identificados.

En la serie se ha constatado la eficacia de estas terapias, y también que el 65% de los casos
tratados con IQT, y el 8% con Ibrutinib, recaen tras un periodo de respuesta inicial, habiendo observado

distintos patrones evolutivos seglin el comportamiento de las variantes moleculares.

Un ejemplo ilustrativo y perfectamente documentado es el caso de las mutaciones en los genes
BTKy PLCy2 establecidos como mecanismo de resistencia, frecuentes en pacientes que progresan tras

tratamiento con Ibrutinib (Bond & Woyach, 2019; Woyach et al., 2014, 2017).

Con motivo de este estudio, se ha desarrollado el panel IBR-R, de deteccion rdpida y facil, para
la determinacion de mutaciones de resistencia en los genes BTK y PLCy2. La optimizacion del panel
permitié alcanzar valores en torno al 98% en términos de exactitud, precisién, repetibilidad y de
reproducibilidad, y con una sensibilidad y especificidad analitica de hasta el 1%. Para la resolucidon de
variantes a menor proporcion fue necesario aumentar la cobertura minima por regién, y evitar asi el
error acumulado. Estas cualidades junto a la sencillez del protocolo han hecho posible su incorporacion

a la practica clinica habitual del Servicio de Hematologia del Hospital Clinico de Valencia.
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Con objeto de conseguir una mejor calidad y mayor profundidad de secuenciacién en los
paneles TP53, OG-CLL, OG-CLL2 e IBR-R con respecto al andlisis pretratamiento, las mutaciones
somaticas presentes en estadios iniciales se analizaron en las muestras secuenciales. Se atendio a los
cambios en la frecuencia alélica y a la fraccién de células cancerosas (CCF) representada, en la cohorte
de pacientes tratados con IQT entre 2003 y 2019, y los que recibieron lbrutinib en monoterapia entre

2016y 2019.

En consonancia con lo publicado, (Rossi et al., 2009; Schuh et al., 2012), se constatod en la serie
gue ciertos impulsores citogenéticos, como la trisomia 12 y la del(13g14), permanecian estables a lo
largo del seguimiento de los pacientes tratados con IQT. Es mas, la mayor tasa de evolucion clonal
observada se dio por la adquisicién de mutaciones de novo en la poblacién, lo que sugiridé que quizas la
IQT en si misma habia acelerado el proceso evolutivo en la cohorte tratada con IQT (Chigrinova et al.,
2013; Fabbrietal.,, 2013). Esto fue asi, dado que, a pesar de que sdlo el 3% de los pacientes presentaron
aberraciones basales en TP53 [TP53mut Y/0 del(17p13)], las mutaciones secuencialmente adquiridas en
los genes TP53 y SF3B1, y la del(17p13), revelaron el patron de evolucidon mas relacionado con el
mecanismo de resistencia molecular a la IQT (Rossi et al., 2011; Landau & Wu, 2013). Tal y como est3
descrito, la resistencia a la IQT emplea diversas estrategias evolutivas, a menudo al seleccionar clones
TP53mut preexistentes que albergan una alta complejidad gendmica y dan como resultado una marcada
evoluciéon clonal en la recaida (Gonzalez-Rincén et al., 2021; Zapatka et al., 2022). Con los datos
obtenidos, se pudo demostrar que este proceso también ocurre en pacientes con LLC sin aberraciones
en TP53 antes del tratamiento (Zapatka et al., 2022), de ahi la importancia de determinar el estado

mutacional de TP53my y/0 del(17p13) también tras la recaida (Hallek et al., 2018).

Estudios recientes que tratan de relacionar la presencia de mutaciones somaticas con el
prondstico o la evolucién de la enfermedad, aportan una dimensién adicional al vincular la
heterogeneidad clonal y el aumento de la fraccion de células cancerosas con un mayor riesgo de
progresion tras IQT (Landau & Wu, 2013; Nadeu et al., 2016) Desafortunadamente, aunque en este
estudio se tuvieron en cuenta todas las mutaciones VAF<10%, no se apreciaron diferencias significativas

entre mutaciones clonales y subclonales.

Sin duda, serd necesario cuantificar el impacto de las mutaciones subclonales que puedan
favorecer el desarrollo de una forma de LLC mas activa en una cohorte de pacientes mas amplia, y
explorar métodos de secuenciacion de alta sensibilidad que cuestionen el limite de deteccién por debajo
del VAF 1%. Actualmente, el analisis mutacional basado en UMI (Unique Molecular Identifier) permite
marcar cada fragmento original de ADN e identificar y eliminar durante el analisis, los duplicados de PCR

generados en la preparacién de las librerias. De esta forma, se reducen los errores de secuenciacion y
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los artefactos en el flujo de trabajo de NGS, desenmascarando las variantes gendmicas de baja deteccidn
a alta precisién (Singh, 2020). La WGS (Whole Genome Sequencing, Secuenciacion del genoma
completo) basado en NGS-UMIS de alta cobertura ha permitido a Nadeu F y colaboradores, detectar
subclones de aparicion muy temprana, que impulsan las Ultimas etapas de la evolucién de la LLC a la

transformacién a sindrome de Richter (Nadeu et al., 2022).

Los resultados obtenidos en este estudio respaldan la presencia de cambios clonales marcados
dentro del periodo temprano del tratamiento con Ibrutinib, seguido por una posterior estabilizacién
(Figura 4.15). Si bien la fluctuacion clonal fue similar en toda la cohorte, ninglin factor comun de LLC
exhibié una tendencia clara de expansién clonal que sugiriera una aptitud selectiva a Ibrutinib a corto
plazo. A diferencia de los patrones observados con la IQT, los sub/clones TP53mu tenfan una
probabilidad similar de estabilizarse o disminuir con el tratamiento durante el primer afio, mientras que
el aumento de carga se asocié a clones con mutaciones descritas en otros genes driver, como SF3B1 y
NOTCHI1, lo que pone de manifiesto la relacion indirecta entre TP53mut y la competencia clonal en el

contexto de la terapia con Ibrutinib (Cafforio et al., 2022; Landau et al., 2017).

Tradicionalmente con los esquemas de IQT convencional, asistimos a la disminucion paulatina
de la carga tumoral, sin embargo, con la administracion de los inhibidores de BCR en la LLC, se produce
linfocitosis inducida por el tratamiento atribuida a la salida de las células tumorales de sus
correspondientes nichos (fundamentalmente los ganglios linfaticos) (Hallek, 2019). De hecho en esta
serie, se constatd un aumento del recuento linfocitario absoluto (RLA) a los tres meses de tratamiento,
con una citorreduccion posterior tal y como se refiere en la bibliografia (Barrientos et al., 2019; Brown
et al., 2018; Herman et al., 2014). De forma paralela, se comprobd un cambio en la CCF seguido de una
disminucion en la carga tumoral total, que fluctud acorde con el RLA, y que sugiere que la dindmica
clonal de los pacientes tratados con lbrutinib, se asemeja a la poblacién linfocitaria cuantificada en el

hemograma.

Existen evidencias que avalan que esta terapia ejerce ademas una fuerte presién selectiva a
largo plazo al promover el eventual desarrollo de sub/clones resistentes (Ferrando & Lépez-Otin, 2017;
Kwok & Wu, 2021). La revisidn realizada por Sedlarikova y colaboradores, recoge que las mutaciones
asociadas a la resistencia a lbrutinib, tienden a ocurrir entre el segundo y el cuarto afio de tratamiento,
y que pueden detectarse varios meses antes de la recaida clinica, incluso 10.5 meses antes tal y como
apunta Gangé et al, con el uso de la tecnologia PCR digital (Digital Droplet PCR, ddPCR) (Gangé et al.,
2020; Sedlarikova et al., 2020).
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En nuestra serie, al representar mejor el escenario genético de la posible LLC recidivante
después del tratamiento con lbrutinib con la implementacion del panel IBR-R, se detectd la mutacion
en el gen BTK p.Cys481Ser, reforzando el papel de las mutaciones en este gen como elementos centrales
de la resistencia a lbrutinib. En concreto, el paciente LLC-91 mostrd la mutacidon p.Cys481Ser 6 meses
antes de cualquier evidencia clinica de enfermedad recidivante. Al tratarse de una mutacién hotspot, el
estudio combinado con PCR digital (digital PCR) (Galimberti et al., 2022), podria ser un tdndem
interesante con el que poder profundizar en el estudio del componente subclonal de la LLC, por ser una
técnica con mayor precisién, sensibilidad y especificidad para analizar alteraciones conocidas. Sin
embargo, la validacion de estas variantes como verdaderas positivas, requiere enfoques adicionales,
continla en el dmbito experimental y se desconoce por el momento su repercusién clinica. Todavia hoy
estas mutaciones asociadas a resistencia no tienen solvencia suficiente como para atribuirles el rol de
indicadores de interrupcion terapéutica, a menos que se acompafie de signos o sintomas de progresiéon

clinica.

En lo que se refiere al andlisis de supervivencia segin el esquema terapéutico en primera linea
de tratamiento, la tendencia observada a los 5 afios, fue similar a la mostrada en el estudio RESONATE-
2 tras 8 afios de seguimiento, con una mediana de SLP no alcanzada en los pacientes del brazo de
Ibrutinib, y la mayoria de los pacientes permanecieron libres de progresién. Al igual que los datos de
RESONATE-2 a largo plazo, se ha demostrado un beneficio sostenido con Ibrutinib en tratamiento de
primera linea en LLC, incluso en pacientes con caracteristicas gendmicas de alto riesgo, como
aberraciones en TP53, del(11922) y/o U-LLC (Barr et al., 2022). Ahora bien, a expensas de su
administracion indefinida hasta la progresién de la enfermedad o la intolerancia al farmaco puesto que

la tasa de respuestas completas del tratamiento en monoterapia fue muy baja (5%).

Estos resultados vienen a confirmar una vez mas el efecto disruptivo del tratamiento en la
evolucion clonal. Determinar qué alteraciones genéticas son las verdaderamente claves en la
tumorigénesis y como evolucionan a lo largo de la enfermedad vy la terapia son todavia cuestiones
pendientes en la biologia del cancer. Siguiendo los principios darwinianos, “Una ley general, que
conduce al progreso de todos los seres orgdnicos, a saber, multiplicarse, variarse, que vivan los mds
fuertes y mueran los mds débiles”, el perfil clonal de la LLC se enfrenta a presiones selectivas en
constante cambio impulsadas por el tratamiento. Landau y colaboradores, compararon muestras
emparejadas pretratamiento/recaida de 59 pacientes, y observaron que la evolucién y seleccién clonal
se trata de “la regla, no la excepcién” (Landau et al., 2015), aungue con un perfil mutacional diferencial

segun la estrategia terapéutica.
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Si bien, la presién del tratamiento es importante en la evolucion clonal, de ninglin modo es la
Unica variable implicada. A este respecto, Gruber y colaboradores, demostraron que en la fase entre el
diagndstico y la progresién que justifica el inicio de tratamiento, muchos pacientes con LLC pueden
exhibir distintos patrones de crecimiento, asociados conjuntamente a ciertos perfiles genéticos y
caracteristicas clinicas diferenciales. Durante la dindmica de crecimiento indolente de 107 pacientes con
LLC, demostraron patrones de expansidon linfocitaria exponenciales, de crecimiento intermedio, vy
logistico, asociados a su vez, con marcadas diferencias en la composicion genética, el ritmo de
progresion de la enfermedad vy el grado de evolucién clonal (Gruber et al., 2019). Aunque la falta de
disponibilidad de muestra al diagndstico, limitd su trazabilidad en esta cohorte, el empleo de
herramientas como la evaluacién de cambios en la CCF abre un camino para anticipar la expansién clonal

desde el diagndstico hasta la progresion de la LLC.

De hecho, en nuestra serie, los resultados obtenidos permiten comprobar la fluctuacién a la
que se someten las variables genéticas ante la presidn ejercida por el tratamiento, y los perfiles
mutacionales mas estrechamente relacionados con la recaida. Extrapolar los conocimientos genéticos
aqui reflejados, en cohortes mas extensas de pacientes al diagndstico, integrarlos con datos
epigenéticos y asociar la coevolucién tumoral con el microambiente inmunitario a partir de muestras
de distinta naturaleza (ganglios linfaticos y médula dsea), sin duda es la via para profundizar en el
conocimiento de la evolucidon en la LLC y con ello ser capaces de anticipar la evolucién clinica de los

pacientes.

Los modelos neodarwinianos de evolucion tumoral generalmente asumen que las mutaciones
se adquieren secuencialmente de manera gradual a lo largo del tiempo. Sin embargo, varias lineas de
evidencia sugieren que, en algunos casos, las aberraciones gendmicas pueden ocurrir simultaneamente
en las células cancerosas, respaldando un modelo en el que los tumores crecen de forma no lineal pero
si ramificada, con multiples subclones derivados de un ancestro comudn que finalmente divergen y se
expanden a la vez con diferentes aptitudes (Greaves y Maley, 2012; Swanton, 2012). Anderson et al.
fueron los primeros en mostrar trayectorias evolutivas ramificadas en la Leucemia Linfoblastica Aguda

(Andersonet al, 2011).

Junto con el descubrimiento de nuevas mutaciones impulsoras, la NGS ha revelado un grado
inmenso de heterogeneidad intratumoral e intertumoral y ha permitido describir una marcada
evolucién clonal a largo plazo en la serie a estudio. El seguimiento de las mutaciones somaticas y sus
cambios en la frecuencia alélica a lo largo del tiempo vy la evaluacion de la fraccidon de células cancerosas
subyacentes en nuestra serie, ha revelado también esos patrones evolutivos no darwinianos, muy

distintos y cada vez mas evidentes, seglin se ampliaba la franja temporal de seguimiento (Baghaei Vaji
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et al., 2021, Petrackova et al., 2022). Al igual que lo observado en estudios de WGS, se ha demostrado
gue la evolucién de la LLC durante la terapia sigue uno de varios patrones (evolucién estable, lineal o
ramificada), siendo la evolucién ramificada la mds comun en nuestro caso (Herling et al., 2018; Nadeu

et al, 2018).

Durante el curso clinico de seis pacientes no tratados a largo plazo (5 afios) y sin mutaciones
genéticas asociadas en la muestra basal, ocurrieron cambios sustanciales en la composicién clonal sdlo
después del tratamiento con IQT, desde la evolucidén de uno o pocos subclones, hasta la adquisicion
simultanea de otros, indicativos de evolucién ramificada. Por lo que en ausencia de indicaciones claras
de tratamiento para evitar acelerar la evolucién clonal y la seleccién de subclones mas agresivos, se

respalda el enfoque watch and wait (WW) (Condoluci & Rossi, 2020; Fabbri et al., 2013).

Esta apreciacion se hizo mas evidente a medida que se acumularon distintas lineas terapéuticas,
principalmente IQT, traduciéndose en una mayor presion selectiva sobre el componente celular y el
consecuente cambio secuencial de la arquitectura clonal y subclonal de la enfermedad. Aunque en
términos clinicos, la respuesta a lbrutinib parece ser independiente a la presencia de aberraciones en
TP53, los hallazgos expuestos, subrayan la gran capacidad evolutiva y la sensibilidad diferencial de las
diversas mutaciones de TP53 a lbrutinib. El andlisis de la arquitectura sub/clonal identificd un patron en
la dindamica clonal de mutaciones BTK y TP53, diferente del patrdn alternativo previamente descrito
(Gangd et al., 2020). Los clones del(17p13)/TP53 se expandieron con CCF en aumento, permanecieron
estables o incluso disminuyeron en el estudio temporal, mientras que los clones BTK siempre se
expandieron. A los 3 afios de seguimiento, la progresion molecular de la enfermedad potenciada por la
adquisicién de BTKn.: fue creciente, y se detectd de manera temprana y sensible, precediendo tanto la
sospecha como la recaida clinica (Sedlarikova et al., 2020). Es por ello, por lo que a pesar de que la
asociacion de la recaida con la aparicion de la resistencia en BTKnq.: fue significativa, y potencialmente
con la adquisicién de mutaciones en TP53, la deteccién de BTKmu: no pudo correlacionarse con SLP y SG
en la cohorte estudiada. Adn asi, los pacientes tratados con Ibrutinib, se exponen a un tratamiento
continuado, lo que potencia una mayor seleccién clonal y progresion de la enfermedad; por lo tanto,
manejar la resistencia e identificar qué pacientes estdn en riesgo de recaida es de suma importancia.
Hay todavia un largo camino por recorrer para optimizaar el manejo de una enfermedad resistente que
serd cada vez menos evidente con la era de la IQT, pero cada vez mas en la del tratamiento con nuevos

agentes dirigidos.

En este trabajo hemos podido constatar que evaluar la fraccion alélica secuencial de cada mutacién
constituye un buen indicador para evaluar la capacidad evolutiva de la enfermedad, ya que fundamenta

la posible asociacion entre una dindmica clonal temprana y una respuesta adversa.
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5.2 Enfermedad medible residual en la LLC: algunas respuestas, muchas preguntas.

La enfermedad medible residual (EMR) es un indicador muy sensible de la carga de la
enfermedad durante y al final del tratamiento, y constituye una herramienta esencial en la valoraciéon
de la respuesta (Wierda et al., 2021) en tanto en cuanto se considera que la existencia de una poblacién
de células tolerantes que no son detectadas con la metodologia convencional son las responsables de
la recaida de la enfermedad tras la respuesta completa. En hematologia, la informacién proporcionada
por los estudios de EMR en algunas hemopatias agudas como es el caso de la leucemia linfoblastica
aguda, constituye un factor prondstico independiente, y afiade valor a otros pardametros clinico-
biolégicos. También en hemopatias cronicas como en la leucemia mieloide crénica. De hecho, tiene un
peso crucial en el ambito de estudios clinicos controlados, para la toma de decisiones terapéuticas,

incluso para el disefio de los nuevos protocolos terapéuticos de hemopatias malignas.

La citometria de flujo (CF) ha demostrado ser uno de los métodos mas precisos para evaluar la
respuesta a la terapia, pero lo cierto es que independientemente de cudn minuciosamente se confirme

la remisidn, una proporcion no despreciable de pacientes finalmente recaen (Moreno & Mora, 2021).

Por otra parte, el valor predictivo de EMR depende directamente de la modalidad del
tratamiento. Como se ha mencionado los inhibidores de BTK a menudo proporcionan una supervivencia
prolongada sin lograr una EMR negativa, sin que se aprecie correlacion con variables clinico-biolégicas
basales, asi como a la CCF observada en la uUltima muestra de seguimiento (Rawstron et al., 2016; Al-
Sawaf et al., 2022). Por tanto, valorar la EMR en casos en los que no se alcanza respuesta completa
clinica es cuestionable, como en el caso de los pacientes tratados con lbrutinib, aunque si esta
justificado en el grupo de pacientes tratados con esquemas de IQT. Por esta razoén, se ha investigado el
sugrupo de pacientes tratados con IQT, la correlacién de la EMR por CF con los cambios clonales

detectados en la evolucién de la LLC en este proyecto (Flrstenau et al., 2019).

Acorde a lo descrito en la bibliografia, en la serie la EMR negativa demostré ser un favor
predictivo independiente de SLP y SG en pacientes con LLC tratados con IQT, asociada a CCF
indetectables durante el transcurso de la enfermedad, mientras que una gran proporcion de los
pacientes con EMR+ desarrollaron una evolucion clonal CCF adquirida o aumentada (Gonzdlez-Rincdn

et al., 2021; Hallek et al., 2010).

Vistas las limitaciones de la CF como herramienta de EMR en la LLC, se decidié abordar el papel
de laNGS en el seguimiento clonal de la enfermedad en pacientes tratados con IQT, ya que con Ibrutinib,

los cambios CCF son menos predecibles.
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En primer lugar, se compararon los resultados relativos de la citometria de flujo (CF) con los
ofrecidos por el ensayo IGVH por NGS, en la evaluacion de la EMR. Con tal de evaluar el limite de
cuantificacién del ensayo IGVH por NGS, se seleccionaron un subgrupo de pacientes tratados con 1QT,
sobre los que se demostrd una excelente concordancia, sensibilidad y linealidad con la CF usando el
umbral de 0.010% (EMR 107%). De esta forma, se consiguid un primer paso en la validacion del método
sobre el que seguir trabajando para evaluar niveles de deteccion inferiores, entre 0.0010-0.00010%
(EMR 107°-10®). La combinacion de ambas tecnologias, permitiria un enfoque altamente sensible en la
deteccién de EMR, al tiempo que la NGS proporciona un método reproducible y ampliamente accesible

para cuantificar la EMR y optimizar el tratamiento en LLC (Hallek et al., 2018; Al-Sawaf et al., 2021).

En segundo lugar, la deteccidén del clonotipo IGVH por NGS, como la CF también ofrece
resultados en términos cuantitativos al estimar el tamafio del clonotipo en funcién del nimero de
lecturas obtenido durante la secuenciacion (Langerak et al., 2017). Pero resulta necesario extrapolar el
resultado al tamafio del clon celular, ya que la mayoria de los métodos que se utilizan para su
determinacién distorsionan la representacién del clon real al basarse en PCR, aunque se garantice una
cantidad de ADN de partida suficiente (Davi et al., 2020). Determinar la proporcion de células LLC
hipotéticas en base al recuento linfocitario de cada paciente, y su validacién con el inmunofenotipo
obtenido por CF, resultd ser una aproximacién metodoldgica no descrita en la literatura. Esta estrategia
ha hecho posible utilizar el método de preparacién de librerias in house del locus IGH por NGS v la

herramienta especifica B-MyRepCLL, para el seguimiento y cuantificacion del clonotipico en LLC.

Como resultado no se detectaron cambios en el clon principal en el momento del diagndstico,
seguimiento y recaida. De hecho, el clonotipo inicial fue persistente en la mayoria de los pacientes
tratados con TD y se correlaciond el tipo de respuesta al tratamiento y la deteccién del clonotipo en el
100% de los casos tratados con IQT. Los clones en la recaida tenian exactamente los mismos
reordenamientos VDJ e hipermutaciones de IGVH, sugiriendo que el clon leucémico original pudo
escapar de la toxicidad del tratamiento por la adquisicién de nuevas mutaciones recurrentes o protegido

en nichos microambientales (Stamatopoulos et al., 2017).

En cambio, el comportamiento de los reordenamientos no productivos si mostré diferencias en
funcién de la terapia, con una persistencia Unica del clon no productivo a IQT. Los nuevos datos
revelados por F. Nadeu y colaboradores, destacan la importancia de la expansion de subclones
improductivos, a priori con menor potencial patoldgico, en el momento de transformacién a Sindrome
de Richter, sugiriendo que los subclones pueden tener una ventaja proliferativa bajo terapia incluso

ante inhibidores de BCR (Nadeu et al., 2022).
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6 Conclusiones

Con lo expuesto, las conclusiones de mi tesis doctoral son:

- La uniformidad en las caracteristicas clinico biolégicas y citogenéticas descritas en la serie,

refuerza la LLC como el modelo ideal para el estudio de la seleccidon y evolucién clonal.

- El protocolo desarrollado de preparacion de librerias in house del locus IGH por NGS vy la
herramienta especifica B-MyRepCLL, demostrd ser altamente robusto en la anotacion de los
reordenamientos VDJ y en la deteccién del repertorio inmunogenético, con un grado de
concordancia del 100% y 99% respectivamente con respecto a la Sseq, considerada el gold-
estandar.

- Este estudio pone de relieve la importancia de una caracterizacién genética extensa, en el
estadio inicial de la enfermedad por la técnica de NGS. A pesar de que sélo el estudio de TP53
y de IGHV se ha implementado en la practica clinica de la LLC de forma generalizada, el perfil
genético mutacional de los pacientes con LLC queda descrito por alteraciones genéticas que
afectan principalmente a NOTCH1, SF3B1, ATM y XPO1.

- Conocer el patrén genético intrapaciente, permite evaluar la fraccion alélica secuencial de cada
mutacién como indicador de la capacidad evolutiva de la enfermedad, sirviendo de fundamento
de una potencial asociacién entre una dindmica clonal temprana y una respuesta adversa a
segln el tipo de tratamiento administrado.

- Eltratamiento ejerce presidn selectiva sobre las variables genéticas y moleculares y es inductor
de evolucién subclonal y clonal en la LLC. Apreciamos una evolicién clonal diferencial: la
adquisicién secuencial de mutaciones de novo en los genes TP53 y SF3B1, y la del(17p13),
revelan el patrén de evolucién clonal mas relacionado con el mecanismo de resistencia
molecular a la IQT, mientras que existe una relaciéon indirecta entre TP53mut Y la competencia
clonal en el contexto de la terapia con lbrutinib.

- Elpanel IBR-R permite detectar mutaciones de resistencia asociadas al gen BTK'y PLCy2 y aporta
a la practica clinica. El hecho de identificar la mutacién asociada a la resistencia en el gen BTK,
p.Cys481Ser, 6 meses antes de cualquier evidencia clinica de enfermedad recidivante pone de
manifiesto su valor como biomarcador predictivo de futuras recaidas o progresién de la
enfermedad.

- La implementacion inmunogenética por NGS permite evaluar el repertorio de células B, y la
dindmica y evolucion clonotipica incluso en los casos sin alteraciones descritas en los genes
driver. Ademas, evalla la enfermedad medible residual con una excelente concordancia,

sensibilidady linealidad en el umbral de 0.010% (EMR 107*) con respecto a la citometria de flujo.

133



Conclusiones

- Los modelos evolutivos descritos en la LLC son lineal y ramificado, siendo este ultimo el mas

representado, y dependientes del tiempo de seguimiento y de las modalidades terapéuticas.
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7 Proyeccion cientifica

Comunicaciones a congresos:

Parte de los resultados de este trabajo fueron aceptados para su comunicacién oral en el congreso

de la Asociacion Valenciana de Hematologia y Hemoterapia, Valencia (AVHH) celebrado en Valencia en

el aflo 2021.

Parte de los resultados de este trabajo fueron aceptados para su comunicacion en formato de

poster en:

LXIV congreso nacional de la Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia (SEHH),
celebrado en Barcelona en el afio 2022.

Congreso de la Asociacion Valenciana de Hematologia y Hemoterapia, Valencia (AVHH)
celebrado en Valencia en el afio 2021.

63rd American Society Hematology Annual Meeting, celebrado en Atlanta en el afio 2021.
25rd Congress of The European Hematology Association (EHA), edicion virtual en el afio 2020.
61rd American Society Hematology Annual Meeting, celebrado en Orlando en el afio 2019.

LXI Congreso Nacional SEHH-XXXV Congreso Nacional SETH celebrado en Valencia en el afio
2019.

XVIII International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia, celebrado en Edimburgo en el
afo 2019.

LX Congreso Nacional SEHH-XXXIV Congreso Nacional celebrado en Granada en el afio 2018.
23rd Congress of The European Hematology Association (EHA), celebrado en Estocolmo en el
afo 2018.

59th American Society Hematology Annual Meeting, celebrado en Atlanta en el afio 2017.

LIX Congreso Nacional SEHH-XXXIII Congreso Nacional SETH 2017, celebrado en Malaga en el
afio 2017.

XVII International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia, celebrado en San Diego en el
afio 2017.

58th American Society Hematology Annual Meeting, celebrado en San Diego en el afio 2016.
LVIIl Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia (SEHH),

celebrado en Santiago de Compostela en el afio 2016.

Formacién y educacion:

Coordinacién de la 12 y 22 Edicion Curso tedrico-practico de Leucemia Linfatica Crodnica
Nacional, organizado por Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia (SEHH) y Grupo

Espafiol de Leucemia Linfocitica Crénica (GELLC), afio 2021-2022, y 2022-2023 (acreditacién por
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la Comisién de Formacion Continuada de las Profesiones Sanitarias del Sistema Nacional de
Salud).

Coordinacién de la 12, 22 y 32 Edicion Curso tedrico-practico de Leucemia Linfatica Crdnica
Comunidad Valenciana, organizado por INCLIVA, afio 2020-2021, 2021-2022, y 2022-2023

(acreditacién por Escola Valenciana d’Estudis de la Salut, EVES).

Articulos cientificos:

Francesc Bosch; Blanca Navarro Cubells; Marta Crespo; Miguel Alcoceba; Julio Bravo Sanchez;
Barbara Tazdn; Alicia Serrano Alcald; Marta Garcia Alvarez; Lydia Gonzalez Serrano; Pablo
Alonso Torres; Miguel Villanueva; Cristina Loriente; Pau Abrisqueta; Manel Peird; Jose Antonio
Garcia Marco; Marcos Gonzalez; Maria José Terol Castera. Building a network of TP53 and IGHV
testing reference centers across Spain: the Red53 initiative. 10.1007/s00277-020-0, Annals
Hematology, 06/01/2021.

Angeles Medina; Marta Crespo; Blanca Espinet; Miguel Alcoceba; Ana Muntanyola; Alicia
Serrano Alcald; José Antonio Garcia Marco; Pau Abrisqueta; Julio Delgado; Marcos Gonzaélez;
Maria José Terol Castera; Lucrecia Yanez; Rafael Andreu; Javier de la Serna; Javier Loscertales;
José Angel Hernandez; Angel Ramirez; Francesc Bosch. GUIA NACIONAL DE LEUCEMIA
LINFATICA CRONICA Y LINFOMA LINFOCITICO. GELLC, 04/04/2020.

Estancias en el extranjero:

Estancia de tres meses en el grupo de investigacion en LLC del Dr. Kostas Stamatopoulos, MD,

PhD, en el Institute of Applied Biosciences at CERTH, the Center for Research and Technology Hellas,

Tesaldnica, Grecia, desde Septiembre hasta Diciembre 2018.
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9 Anexo: tablas.

9.1 Anexo 1: Materiales y métodos

Anexo 1: Tabla 1 Preparacién de las mezclas de muestras para el estudio de sensibilidad y especificidad del método IBR-R, a distintos
porcentajes de mutacion (TE1x, tampon TE, TrisEDTA, pH 8.0, Sigma-Aldrich).

Concentracién [ng/uL] Ratio 260/280
Control_BTK_pl4 200 1,80
Control_PLCG2_pl3 200 1,81
Control_WT 100,1 1,84

Preparacion IBR-R1 a 100ng/uL y al 10% de cada una de las mutaciones

Mutacién portadora [ADN]ng/ pL Vol Muestra (uL) Vol TEIX (uL) Vol final (uL)
Control_BTK_pl4 p.Cys481Ser 200 10 10 20
Control_PLCG2_pl3 p.Pro664Ser 200 10 10 20
Control_WT - 100,1 19,98 0,02 20
Total: 20 60

Preparacién IBR-R2 al 5% de cada una de las mutaciones
Vol. 0% MUT (WT) (uL) Vol. al 10% (IBR-R1) (L) Vol. final al 5% de MUT (uL)
IBR-R2 20 20 40

Preparacidn IBR-R3 al 2% de cada una de las mutaciones
Vol. 0% MUT (WT) (uL) Vol. al 5% (IBR-R2) (uL) Vol. final al 2% de MUT (pL)
IBR-R3 24 16 40

Preparacidn IBR-R4 al 1% de cada una de las mutaciones
Vol. 0% MUT (WT) (L) Vol. al 2% (IBR-R3) (L) Vol. final al 1% de MUT (L)
IBR-R4 24 16 40

Anexo 1: Tabla 2 Cebadores para acotar locus IGVH mediante Secuenciacién Sanger.

Region acotada gen IGVH Cebador Secuencia 5’-3’

Leader_IGHV1: CCATGGACTGGACCTGGA
Leader_IGHV2: ATGGACATACTTTGTTCCAC
Leader_IGHV3: CCATGGAGTTTGGGCTGAGC

Leader Leader_IGHV3-21*: CCATGGAACTGGGGCTCCGC
Leader_IGHV4: ATGAAACACCTGTGGTTCTT
Leader_IGHVS: ATGGGGTCAACCGCCATCCT
Leader_IGHV6: ATGTCTGTCTCCTTCCTCAT
FR1_VH1: GGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAG
FR1_VH2: GTCTGGTCCTACGCTGGTGAAACCC

FR1 FR1_VH3: CTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTG
FR1_VH4: CTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTG
FR1_VHS: CGGGGAGTCTCTGAAGATCTCCTGT
FR1_VH6: TCGCAGACCCTCTCACTCACCTGTG

IGJH JH CTTACCTGAGGAGACGGTGACC
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Anexo 1: Tabla 3 Cebadores para acotar locus IGVH mediante NGS.

IGVH Cebador Secuencia 5’-3’

FR1_VH1: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAG
FR1_VH2: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTCTGGTCCTACGCTGGTGAAACCC

FR1 FR1_VH3: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTG
FR1_VH4: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTG
FR1_VHS: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCGGGGAGTCTCTGAAGATCTCCTGT
FR1_VH6: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCGCAGACCCTCTCACTCACCTGTG
FR2_VH1: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA
FR2_VH2: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGATCCGTCAGCCCCCAGGGAAGG
FR2_VH3: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAA

FR2 FR2_VH4: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGG
FR2_VHS: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGGTGCGCCAGATGCCCGGGAAAGG
FR2_VH6: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGATCAGGCAGTCCCCATCGAGAG
FR2_VH7: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA
FR3_VH1: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA
FR3_VH2: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAATGACCAACATGGACCCTGTGGA
FR3_VH3: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCC

FR3 FR3_VH4: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACG
FR3_VHS5: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAGCACCGCCTACCTGCAGTGGAGC
FR3_VH6: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTG
FR3_VH7: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAGCACGGCATATCTGCAGATCAG

IGJH JH GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTTACCTGAGGAGACGGTGACC

164



Anexo

9.2 Anexo 2: Resultados

Anexo 2: Tabla 1 Listado de cariotipos alterados disponibles de pacientes con LLC al diagndstico y pretratamiento.

Meses entre

cromosomicas

Caso Diagndstico Cariotipo Pretratamiento Cariotipo
muestras
16 2 anomalias 16 2 anomalias
LLC-100  46,XY,del(11)(q13q23)[9)/46,XY[11] e onomee 0 46,XY,del(11)(q13¢23)[91/46,XY[11] e onomae
LLC-11 46,XX[20] Normal 70 46,XX,add(2)/p25[12]/46XX[18] 162 anomalias
cromosomicas
LLC2 ND ND 6 45XY,der(17,18)(q10;q10)[3]/46XY[ 162 anolm.allas
9] cromosomicas
LLC-4 47,XY,+12[61/46,XY[34] 162 anomalias 237 47XY,+12[3]/46XY[18] 162 anomalias
cromosomicas cromosomicas
LLC-42 46,XX,9(gh+)[20] 162 anomalias ND ND ND
cromosomicas
LLC-43  46,XY,del(11)(q22)[2]/46,XY[10] 16 2 anomalias 0 46,XY,del(11)(q22)[2]/46,XY[10] 162 anomalias
cromosomicas cromosomicas
LLC-44 46,XY,+12[17]/46,XY[3] SUEEITEED 38 46,XY,+12[19]/46,XY[1] 16 2 anomalfas
cromosomicas cromosomicas
LLC-45  46,XX,del(13)(q14)[4]/46,XX[16] 162 anomalias 0 46,XX,del(13)(q14)[41/46,XX[16] 162 anomalias
cromosomicas cromosomicas
LLC-48  47.XY,+12,del(14)(q21)(18)/d6xv[2) O 2 anomalias 0 47,XY,+12,del(14)(q21)[18]/46,XY[2] 162 anomalias
cromosomicas cromosomicas
46,XY,del(13)(q14),del(17)(p11)[12]/4 Complejidad 46,XY,del(13)(q14),del(17)(p11)[12] . . .
LLC-51  5,XY,der(17)ins(17;18)(p11;p11),18[5)/ intermedia con 4 0 /45,XY,der(17)ins(17;18)(p11;p11),1 Comp'ej'ial‘i;:?;?ed‘a con
46,XY(3] lesiones 8[5]/46,XY[3]
46,XY,1(2;8)(q32;913),del(11)(g21q 162 anomalias
s geR20] Nogirel s 23)[4]/46,XY[16] cromosomicas
LLC-54 46,XY,1(1;14)[141/46 XV (6] 162 anomalias 131 46,XY,1(1;14)(18]/46 XY(2] 162 anomalias
cromosomicas cromosomicas
LLC-59 ND ND 77 47,XY,+12[161/46,XY[4] 16 2 anomalias
cromosomicas
16 2 anomalias 45,46, XYY, Complejidad intermedia con
LLC-6 46XY,del(14)(q22)[31/46XY[27] e 95 del(6)(q13924),10,14,del(14)(q21), plel et
mrl,mr2,mr3[8]/46,XY[12]
. . 162 anomalias 46,XY,del(11)(g22),del(13)(q31)[7]/ 16 2 anomalias
LLC-60  45,XY,dic(8;4)(p11;p11)[2]/46,XY[18] S —— 10 46,XY[13] cromosémicas
LLC-61 45,XX,del(11)(g23),rob(13;14)(q10;q1  Complejidadd baja 0 4?3;?&';?/?8;35?5;2{;?(41)(3;llé)-(qlloo);[ Complejidad baja con 3
0)[6]/45,XX,rob(13;14)(q10;q10)[14] con 3 lesiones a o 14) AeNala lesiones
46,XX,t(6;19)(p11;p11),t(8;16)(p11; Complejidad intermedia con
ez A8 NerEl ® p11),9,+16[91/46XX[11] 4 lesiones
LLC-63 46,XX,+12[31/46,XX[4] 16 2 anomalias 23 45,X,X[21/46,XX[18] 16 2 anomalias
cromosomicas cromosomicas
LLC-65 ND ND 20 46,XX,(2;18)(p11;021)[13]/46,XX[7] 162 anomalias
cromosomicas
LLC-67 ND ND 24 46,XY,t(4;13)(q21;q31)[4]/46,XY[16] 16 2 anomalias
cromosomicas
NETE 46,XY,del(11)(g22)[2]/46,X[6]/46,XY[1 162 am?mfallas 3 46,XY,del(11)(q22)[2]/46,XY[18] 162 am?mfahas
2] cromosomicas cromosomicas
LLC-82  A7XYV+21[5)/46XY,2112)/a6xv13] O 2 @anomalias 89 ND ND
cromosomicas
LLC-84 47,XY,+12(5]/46,XX[15] SUEEITEED 55 ND ND
cromosomicas
LLC-85 ND ND 112 46,%X,del(6)(q1324)[15]/46,XX[5] 162 anomalias
cromosomicas
LLC-87 ND ND 51 47,XY,+12[15]/46,XY[5] 162 anomalias
cromosomicas
LLC-95  46,XY,del(11)(q22)[131/46,XY[7] 162 anomalias 89 46,XY,del(11)(q22)[16]/46,XV[4] 16 2 anomalias
cromosomicas cromosomicas
LLC-97 46,XY[20] Normal 42 46,XY,add (18)(q23)[11]/46XY[9] SUAEITEED
cromosomicas
LG99 46,XXdel(13)(q14)[15)/46,XX[5] 162 anomalias 49 46,XX,del(13)(q14)[161/46,XX[4] 162 anomalias

cromosomicas
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Anexo 2: Tabla 2. Listado de los reordenamiento IGVH detectados en la serie completa y su estado mutacional.

Caso Estado ~ Estadomutacional  Homolo- .\ oy 1G4 CDR3 Productividad  Subset ADNc
mutacional reordenamiento gia (%)
LLC-1  MUTADO MUTADO 96,60 -2 6-19 4 CAREDTRGWYDIDDW Si si
MUTADO 84,94  3-23 1-14 2 CAKHPIAGE#WYFDLW No No
lLc.1o MuTADO
MUTADO 91,66  1-69  3-10 2 CARHFYYEALYGGYVSSYYFDLW si si
LLC-100 NG NO MUTADO 100,00 146  3-22 4 CARSYDSSGYYFSFDYW Si Si
MUTADO ’
LLc-11 MUNFSA)D o NO MUTADO 100,00 373 222 6 CTRQEDYIVVVPAAYSYYYYGMDVW si si
LLC-12 MuNTio o NO MUTADO 100,00 431  3-22 6  CARSPPDGYYDSSGYYYIGYYYYGMDVW si Si
LLC-121 MUTADO MUTADO 94,04  4-34  6-19 3 CARDLAVPPPDAFDVW Si Si
NO MUTADO 9958 313 114 ¢  CARDPNRETYYDFWSGYYNVT#YYYYYRM No No
e NO DVW
MUTADO
NO MUTADO 100,00 1-69 221 6 CARDGGGTMVRGVIITLDYYYGMDVW si Si
NO . .
LLC14 b0 NO MUTADO 100,00 3-11 39 6 CARSHFDWLLSYYYGMDVW Si Si
NO ; ;
LC15  TaDO NO MUTADO 100,00 434 28 4 CARWGNDYDFWSGPVIDYW Si Si
LLC-16  MUTADO MUTADO 8522 461  3-22 6 CARSLFHPGGYYSTDYYYPLDVW Si Si
NO . .
G171 tabo NO MUTADO 100,00  1-8 3-3 6 CARGDLLRFLEWLSNYYYGMDVW Si Si
NO ) )
LLC18 |\ rabo NO MUTADO 100,00 1-69  4-17 4 CARDRGVIYGDYYFDYW Si Si
LLC-19 MuNTio o NO MUTADO 100,00 439 512 6 CARHRLGYCSSTSCYYYYYGMDVW Si Si
LLC-2 MUl;"gD o NO MUTADO 100,00  1-2 33 6  CARDGLRYYDFWSGYSTSYYYYGMDVW Si Si
NO ; ;
G20\ mas NO MUTADO 100,00 1-18 619 4 CARRQWLPLYYFDYW Si CLL#1 Si
LLC-21  MUTADO MUTADO 93,33 434 22 4 CARPAAIEYCSGTSCHYSFDYW si si
NO . .
C22 ) imano NO MUTADO 100,00  3-66  5-12 6 CATGYSGYGYGMDVW Si Si
LLC-23 MUNT(XD o NO MUTADO 100,00 1-69  2-2 6 CARVRPDIVVVPAGIYYYYGMDVW si CLL#3 Si
LLC-24 MUTADO MUTADO 96,97 6-1 1-7 6 CARHVGDPGITGTTDYYYGMDVW Si Si
LLC-25 MUTADO MUTADO 94,79 321 2-15 6 CARDGNGMDVW si si
3-30- ‘ i
LLC-26 MUTADO MUTADO 92,71 3 6-19 1 CARVLSGYTSGWPLRDW Si Si
LLC-27 MUNT(XD o NO MUTADO 99,65 551  2-15 6 CARHAAWVVVAATDPLYYYYGMDVW Si si
LLC-28 NG NO MUTADO 100,00 1-69  3-3 6 CARGSGFLEWLRLHNPDYYGMDVW Si Si
MUTADO
LLC-29 MUTADO MUTADO 93,05 3-7 2-2 4 CVRCVLSTNYLWFDYW si si
LLC-3  MUTADO MUTADO 9,18  4-39  6-19 4 CARGGAVAGTCSLLHFDHW si Si
LLC-31  MUTADO MUTADO 91,23 459  2-21 4 CARGGSNLRLDYFDYW si Si
LLC-313 NG NO MUTADO 100,00  3-9 33 6 CARDDFWSGYYPPYYYYGMDVW Si Si
MUTADO
LLC-33 MUNFSA)D o NO MUTADO 100,00  4-4 2-2 6 CARVTRIVVVPAAMTQPYYYYGMDVW si si
LLC-34  MUTADO MUTADO 86,23 12 5-24 4 CVRSLASFAKLNHW si Si
NO NO MUTADO 100,00 439  2-15 6 CANRPGYCSGGSCYDYYYYGMDVW si si
LE35 utano
NO MUTADO 100,00 3-64  3-22 6 CVKFGGL***WLLLRGH#YYYYYGMDVW No No
LLC-36 MuNTio o NO MUTADO 100,00 169  3-16 3 CASLNPSSMITFGGVIVIHDGRDAFDIW si Si
LLC-37 MUNT(XD o NO MUTADO 100,00 169  1-1 3 CAREHGASPYYDFWSGYYRGDAFDIW si si
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Anexo 2: Tabla 2.(continuacion) Listado de los reordenamiento IGVH detectados en la serie completa y su estado mutacional.

NO . ]
Le3s oo NO MUTADO 100,00 311  3-16 CARDLGFVLLPPRADW s 5
NO CARAHPGHDDFWSGYPYQYLYYYYYYGM . ;
Le39 oo NO MUTADO 100,00 169  3-3 DUwW si si
LLC-4 MuNTioo NO MUTADO 100,00 169  3-3 CARGRPDSDFWSGYSISPLIYYYYGMDVW si si
LLC-40 NO NO MUTADO 100,00 146  3-22 CARVYYYDSSGYYYKGVHDAFDIW si Si
MUTADO
LLC-42  MUTADO MUTADO 94,60  3-30 619 CARGLRKTSAWFAPENYDQYMDVW Si sf
NO . .
LC43 oo NO MUTADO 100,00 3-11  3-16 CARVGPYDYVWGTPLYPSFDYW si si
NO MUTADO 100,00  2-5  3-22 - si si
LLC-44 NG
RIUADS NO MUTADO 100,00  3-23 = . No No
LLC-45 MUTADO MUTADO 91,31 323 518 CAKDHDSARGRPRYAFDIW si Si
LLC-46 N NO MUTADO 99,70  4-34 619 CARGYWYFDLW si si
MUTADO ’
LLC-47  MUTADO MUTADO 9,33 353 11 CAKFEQNAFDIW Si Si
NO . ]
LC4g o NO MUTADO 100,00 333 3-3 CARDRLDSYYDFWSVIGWFDPW S s
NO . .
LC49 o NO MUTADO 100,00 4-39 120 CARQRGKGYYYSSGPRPNYFDYW S si
LLC-5 MuNTio o NO MUTADO 100,00 330  3-3 CANARPTYYDFWSGYRPSYYYYGMDVW si si
LLC-50 MUNTS;D o NO MUTADO 100,00 12 1-26 CARLYSGSYYYYYYGMDVW si CLLH28A  Si
NO . ]
LCSL oo NO MUTADO 100,00 330  3-3 CARDFLEWLLPQAYYYYYYGMDVW Si si
NO ) .
Les2 o NO MUTADO 100,00 169  3-3 CARDNSITIFGVVIPTLSWFDLW S si
NO . ]
LLCS3 1 iADO NO MUTADO 100,00 169  3-3 CARADYDFWSGYRGWGMDVW s 5
4-30- . ;
LLC-54 MUTADO MUTADO 86,97 5 33 - si si
NO CARDLPARDLRYFVGRTGAELRYFDWFTPP . )
LLCS5 1 TADO NO MUTADO 100,00 118 39 FDYW si si
NO . ;
LCS6  \itano NO MUTADO 9869 323 66 CAKGAYSSSSGDAFDIW si si
NO CARDPRLGNIVVVPAATSIAARPYYYYGMD ) .
LLCS7 1 TADO NO MUTADO 100,00 169  2-2 W s 5
NO . .
LCS8 Ao NO MUTADO 99,51 39 66 CAKDITKLYSSSPFDYW si si
NO . ]
LLC59 0 tano NO MUTADO 99,65 169  4-23 CARDSPPLTTVVTVDYYYYYMDVW si si
NO . .
LC6 iAo NO MUTADO 100,00 12 3-3 CARDGYLLLLTGPTRIGAKYFQHW Si si
NO . ]
LLC60 o NO MUTADO 100,00 311  6-19 CARAGYSSGWRLEYFQHW Si 5
LLC-61  MUTADO MUTADO 95,95  3-21 - CARDANGMDVW si cl#2 S
MUTADO 96,13 1-8 = CARDXXXXNXXYYYXXXXV No No
NO
LE62 utano
NO MUTADO 100,00 333 3-22 CAREAPARPTYSTYYYDSSGYYSSAYYFDYW si si
MUTADO 9530  3-30  3-3 CVLVCERVMIFGVVIIPPPSYCYMDVW si Si
LLC-63  MUTADO
MUTADO 96,90  4-34 310 - No No
LLC-64 NG NO MUTADO 99,55 169  3-9 CARENSLDILTGWGLFDYW si si
MUTADO ’
LLC-65 MUTADO MUTADO 87,09  3-48 22 CAKSTSNSYPFFGMDVW si Si
LLC-66 MUTADO MUTADO 97,73 321 727 CARPGASANDAFDIW si sf
LLC-67 MUTADO MUTADO 89,80  4-34 322 CAREATGGVTFDYW si si
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Anexo 2: Tabla 2.(continuacidn) Listado de los reordenamiento IGVH detectados en la serie completa y su estado mutacional.

NO ; ;
LLC68 oo NO MUTADO 98,98 44 316 CARQNQHIYDYIWGSTYGAFDIW Si Si
LLC-69 MUTADO MUTADO 92,23 313 6-13 CAREAWSRGSWENVDFW Si Si
LLC-7  MUTADO MUTADO 92,93 44 619 CARGPDSSGWRPWEYW Si CLL#77 i
LLC-70  MUTADO MUTADO 97,51  3-53 5-18 CARGQPMDYW si si
NO MUTADO 100,00 44 518 CASYSCPRQFLSAMVLHYYYYYGMDVW No No
LLC-71  MUTADO
MUTADO 9,18  3-74  6-13 CEAGAGTANW Si Si
NO NO MUTADO 100,00 169  3-3 CARAAGGITIFGVVINYYYYYGMDVW si si
LE72 utano
NO MUTADO 100,00 434  5-24 CARCGEMATI* Lt No No
LLC-73 NG NO MUTADO 100,00 44  3-10 CARDVGLVYYYGSGSYYVRGSDAFDIW. Si Si
MUTADO
LLC-74  MUTADO MUTADO 90,25 37 417 CARGKTTVTPGYFDCW si si
. NO MUTADO 99,65  1-69  2-2 CARVGXDXXXTSCYEGYXYXDSXDXW No No
LE75 utano
NO MUTADO 99,65 39 417 CWGMAYGDYVADYYYGMDVW Si Si
LLC-76 MUTADO MUTADO 96,93  3-21 - CARDQNGMDVW Si cl#2 S
LLC-77 N NO MUTADO 100,00  1-18  3-22 CITVRENYFDYW Si Si
MUTADO ’
LLC-78  MUTADO MUTADO 95,61  3-21 11 CARDANGMDVW si cL2 S
LLC-79  MUTADO MUTADO 95,16  2-70  3-3 CARDPMEIDFWSGPGRYTSSSYYGMDVW Si Si
LLC-8 NO NO MUTADO 99,65 -3 2-21 CARSLLRTYCGGDCYFDYW si Si
MUTADO ’
NO . .
LLC80 o NO MUTADO 100,00 169  2-2 CARPNCSSTSCYSSYYYGMDVW Si Si
LLC-81  MUTADO MUTADO 9,36 459 17 CASDTYTSNYYYYW si Si
LLC-82 NG NO MUTADO 100,00  3-7 2-2 CARVIGYCSSTSCYEDYYYYYYGMDVW Si Si
MUTADO
LLC-84 MUTADO MUTADO 93,90 3-23 39 CAKDGYFDGWYGGFYYYGMDVW Si Si
LLC-85 MUTADO MUTADO 97,91 320 66 CATDSGVADQFDYW Si Si
LLC-86 MUNT(/iD o NO MUTADO 100,00 1-69  3-16 CARGGVYDYVWGSYRPNDAFDIW si CLL#6 S
NO CAKDIAPPYDYVWGSHKAKGYYYYYGMDV . ;
LLC-87 \tano NO MUTADO 100,00 3-43  3-16 W Si Si
NO ; ;
LLC-89  \rabO NO MUTADO 98,95  3-33 524 CARSVYGYKTPPLDYW Si Si
NO . .
Leo o NO MUTADO 100,00 1-69  1-20 CARTDLTIFGVVTNYYYYGMDVW Si Si
NO . .
LCoL o NO MUTADO 100,00 3-30  6-13 CAKDRYSSSWYPGRSDYW Si si
NO ; ;
eo2 oo NO MUTADO 98,68  3-21  6-19 CARDQEGTVAGIGDYW Si Si
LLC-93 MUNT;)D o NO MUTADO 100,00 1-18  3-10 CAREESYYYGSGSYQSYYYYGMDVW Si Si
LLC-94 NG NO MUTADO 99,30  3-11  3-22 CARGSSGYSGDAALW Si Si
MUTADO ’
NO CARDRDGYNWINFGGIRVSRYYYYGMDV . .
Leos o NO MUTADO 100,00 3-33  5-24 W Si Si
NO . .
LLC96 oo NO MUTADO 100,00 3-23  3-16 CAKDGGVYDFWSGYYPPYYFDYW Si Si
LLC-97 MUTADO MUTADO 93,75  3-30  3-22 CVKDSWRQHDSSGYSPFGFW Si Si
LLC-98  MUTADO MUTADO 91,15  4-39 - CARDFGPW Si Si
LLC-99 NO NO MUTADO 98,59  3-53 126 CARVRSGSYLDYW si si
MUTADO ’
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Anexo 2: Tabla 3. Cobertura minima y media alcanzada por regién a estudio.

Numero Cobertura Cobertura Numero Cobertura Cobertura Numero Cobertura Cobertura
Gen  Exén amplicones  minima media Gen Exén amplicones  minima media Gen Exén amplicones  minima media
1 1 3.431,00 3.852,00 1 1 290,00 322,00 36 2 2.800,00  2.828,50
2 1 5.469,00 6.910,00 2 1 581,00 663,50 37 3 4.264,00  4.477,00
8 1 4.592,00  4.743,00 8 2 3.955,00  4.509,00 38 1 578,00 653,00
4 4 28.447,00 28.483,50 4 2 1.844,00 2.102,50 39 3 6.241,00 6.525,00
5 2 8.571,00 11.353,00 5 2 1.433,00 1.684,00 40 1 1.072,00 1.073,00
TP53 6 2 4.895,00 6.154,00 6 2 1.938,00 2.203,00 42 2 3.440,00 3.755,00
7 2 12.523,00 13.121,00 7 3 5.075,00  5.599,50 43 3 3.915,00  4.141,00
8 2 10.082,50 12.891,00 8 2 2.996,00 3.173,50 44 2 2.990,00 3.393,00
9 1 7.633,00  8.001,00 9 2 935,00 1.012,00 45 2 6.076,00  6.231,00
10 2 12.469,00 13.598,50 10 4 5.362,00 6.115,00 46 3 2.982,00 3.761,50
11 1 2.588,00 3.018,50 11 8 3.637,00  3.923,50 47 2 1.179,00 1.410,50
6 3 12.552,00 15.925,50 12 2 1.239,00 1.269,50 48 2 2.846,00 2.894,00
7 8 10.129,50 14.509,25 13 8 4.242,00  5.107,50 49 8 4.785,00  5.670,50
BIRC3 ATM
8 1 4.882,50  4.894,75 14 2 1.892,00 2.475,50 50 3 2.103,00 2.507,50
9 2 8.378,50 11.801,25 15 2 2.915,00 3.472,50 51 1 1.094,00 1.254,00
NOTCH1 34 15 23.281,00 27.318,00 16 1 1.777,00 1.986,00 52 2 3.794,00  4.404,50
MYD88 5 2 12.384,25 12.646,50 17 2 2.355,00  2.685,00 53 2 2.806,00  3.215,50
14 3 7.051,50  7.808,75 ATM 18 3 3.839,00  4.683,00 54 1 350,00 501,50
SF3B1 15 2 9.111,00  9.703,00 19 1 749,00 750,50 55 2 5.238,00  5.754,00
16 2 3.430,50 5.096,50 20 2 1.168,00 1.329,50 56 1 563,00 701,00
NFKBIE 1 8 20.451,00 21.591,00 21 1 165,00 198,50 57 2 1.478,00 1.487,50
14 1 16.285,00 16.597,00 22 2 1.770,00 2.169,50 58 2 1.497,00 1.608,50
XPO1 15 2 23.328,00 23.659,50 23 2 2.810,00  3.455,00 59 1 1.056,00 1.193,00
16 2 20.512,00 20.761,00 24 3 2.991,00 3.828,00 60 2 1.440,00 1.785,00
1 1 214,00 287,00 25 2 3.558,00 4.199,50 61 1 2.168,00  2.540,00
FGR2 2 13 63.248,00 66.785,50 26 3 3.730,00  4.674,50 62 4 4.443,00 5.802,50
8 2 24.150,00 24.225,00 27 2 1.281,00 1.344,00
9 2 13.748,00 14.624,00 28 2 2.256,00 2.340,50
FBXW7 10 3 23.983,00 24.102,00 29 2 1.111,00 1.496,00
11 2 26.701,00 26.718,00 30 3 2.917,00 3.083,00
12 3 8.673,00  8.684,00 31 2 1.070,00 1.075,50
6 2 23.551,00 23.572,00 32 2 1.660,00 2.180,00
7 2 8.189,00 10.620,00 33 1 478,00 567,00
POt 8 4 42.398,00 42.711,50 34 2 1.371,00 1.774,00
9 2 26.181,00 26.689,00 35 2 2.608,00 2.703,00
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Anexo 2: Tabla 4 Variantes Benignas/probablemente benignas en el gen ATM, EGR2, FBXW?7, NFKBIE, NOTCH1, POT1, TP53 y XPO1 detectadas por NGS en 93 casos sin tratar con LLC.

Caso Cromosoma Posicién gendmica (hg19) Exén/Intrén Ref Var Gen ADNc Posicién Aminodcido Tipo mutacién Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significacién Clinica
LLC-33 chrll 108143456 22 C G ATM c.3161C>G p.Pro1054Arg Missense 98.02 Clonal COSM21827 rs1800057 Benigna
LLC-33 chril 108138003 17 T C ATM c¢.2572T>C p.Phe858Leu Missense 97.67 Clonal COSM21826 rs1800056 Benigna
LLC-60 chrll 108160350 29 C T ATM c.4258C>T p.Leu1420Phe Missense 89.73 Clonal COSM6495410  rs1800058 Benigna
LLC-21 chril 108121733 10 G A ATM c.1541G>A p.Gly514Asp Missense 59.42 Clonal COSM7356863  rs2235000 Benigna
LLC-92 chrll 108114727 6 G C ATM  c.544G>C p.Vall82Leu Missense 54.58 Clonal COSM9494827  rs3218707 Benigna
LLC-3 chrll 108143456 22 C G ATM c.3161C>G p.Pro1054Arg Missense 54.31 Clonal COSM21827 rs1800057 Benigna
LLC-74 chrll 108143456 22 C G ATM c.3161C>G p.Pro1054Arg Missense 53.95 Clonal COSM21827 rs1800057 Benigna
LLC-3 chrll 108138003 17 T C ATM c.2572T>C p.Phe858Leu Missense 53.82 Clonal COSM21826 rs1800056 Benigna
LLC-4 chrll 108138003 17 T C ATM c¢.2572T>C p.Phe858Leu Missense 52.66 Clonal COSM21826 rs1800056 Benigna
LLC-63 chrll 108123551 12 C T ATM c.1810C>T p.Pro604Ser Missense 51.58 Clonal COSM22499 rs2227922 Benigna
LLC-68 chrll 108121733 10 G A ATM c.1541G>A p.Gly514Asp Missense 51.33 Clonal COSM7356863  rs2235000 Benigna
LLC-79 chril 108175462 37 G A ATM c.5557G>A p.Asp1853Asn Missense 51.17 Clonal COSM41596 rs1801516 Benigna
LLC-34 chrll 108175462 37 G A ATM c.5557G>A p.Asp1853Asn Missense 50.68 Clonal COSM41596 rs1801516 Benigna
LLC-65 chrll 108138003 17 T C ATM c.2572T>C p.Phe858Leu Missense 50.46 Clonal COSM21826 rs1800056 Benigna
LLC-66 chrll 108175462 37 G A ATM c.5557G>A p.Asp1853Asn Missense 50.37 Clonal COSM41596 rs1801516 Benigna
LLC-7 chril 108224615 -/34 A C ATM c.8786+8A>C p.? Splice site 50.15 Clonal COSM6493990  rs4986839 Benigna
LLC-66 chril 108188136 43 G A ATM c.6235G>A p.Val2079lle Missense 50.11 Clonal COSM6493986  rs1800060 Benigna
LLC-4 chrll 108143456 22 C G ATM c.3161C>G p.Pro1054Arg Missense 50.00 Clonal COSM21827 rs1800057 Benigna
LLC-36 chrll 108224615 -/34 A C ATM c.8786+8A>C p.? Splice site 49.46 Clonal COSM6493990  rs4986839 Benigna
LLC-65 chril 108143456 22 C G ATM c.3161C>G p.Prol054Arg Missense 49.41 Clonal COSM21827 rs1800057 Benigna
LLC-68 chrll 108159732 28 C T ATM c.4138C>T p.His1380Tyr Missense 49.31 Clonal COSM24627 rs3092856 Benigna
LLC-21 chril 108159732 28 C T ATM c.4138C>T p.His1380Tyr Missense 48.84 Clonal COSM24627 rs3092856 Benigna
LLC-65 chrll 108114792 6 C T ATM  c.609C>T p.Asp203Asp Sinénima 48.49 Clonal COSM6495408 rs144709948 Probablemente benigna
LLC-22 chril 108150209 -/22 GT G ATM c¢.3285-9delT p.? Intrénica 48.20 Clonal COSM5575302  rs1799757 Benigna
LLC-82 chrll 108143456 22 G ATM c.3161C>G p.Pro1054Arg Missense 47.77 Clonal COSM21827 rs1800057 Benigna
LLC-35 chril 108224615 -/34 A C ATM c.8786+8A>C p.? Splice site 47.46 Clonal COSM6493990  rs4986839 Benigna
LLC-28 chril 108150209 -/22 GT G ATM c.3285-9delT p.? Intrénica 47.30 Clonal COSM5575302  rs1799757 Benigna
LLC-81 chril 108224615 -/34 A C ATM c.8786+8A>C p.? Splice site 47.29 Clonal COSM6493990  rs4986839 Benigna
LLC-62 chrll 108175462 37 G A ATM c.5557G>A p.Asp1853Asn Missense 47.01 Clonal COSM41596 rs1801516 Benigna
LLC-24 chril 108199973 -/23 G T ATM c.7307+8G>T p.? Intrénica 34.06 Clonal Probablemente benigna
LLC-2 chrll 108122583 11 A C ATM c.1627A>C p.Thr543Pro Missense 13.23 Clonal Probablemente benigna

Anotacién basada en el trénscrito NM_000051 (RefSeq).
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Anexo 2: Tabla 4 (continuacién) Variantes Benignas/probablemente benignas en el gen ATM, EGR2, FBXW7, NFKBIE, NOTCH1, POT1, TP53 y XPO1 detectadas por NGS en 93 casos sin tratar con LLC.

Caso Cromosoma Posicién genémica (hg19) Exén/Intrén Ref Var Gen ADNc Posicién Aminodcido Tipo mutacién Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significacién Clinica
LLC-42 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.92 Clonal rs224083 Benigna
LLC-53 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.91 Clonal rs224083 Benigna
LLC-77 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.85 Clonal rs224083 Benigna
LLC-2 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.76 Clonal rs224083 Benigna
LLC-59 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.76 Clonal rs224083 Benigna
LLC-38 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.75 Clonal rs224083 Benigna
LLC-40 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.75 Clonal rs224083 Benigna
LLC-75 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.75 Clonal rs224083 Benigna
LLC-1 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.71 Clonal rs224083 Benigna
LLC-29 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.67 Clonal rs224083 Benigna
LLC-39 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.67 Clonal rs224083 Benigna
LLC-63 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.67 Clonal rs224083 Benigna
LLC-33 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.66 Clonal rs224083 Benigna
LLC-37 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.65 Clonal rs224083 Benigna
LLC-66 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.65 Clonal rs224083 Benigna
LLC-21 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.64 Clonal rs224083 Benigna
LLC-28 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.64 Clonal rs224083 Benigna
LLC-9 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.63 Clonal rs224083 Benigna
LLC-69 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.60 Clonal rs224083 Benigna
LLC-50 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.59 Clonal rs224083 Benigna
LLC-52 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.59 Clonal rs224083 Benigna
LLC-55 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.59 Clonal rs224083 Benigna
LLC-23 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.57 Clonal rs224083 Benigna
LLC-93 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.36 Clonal rs224083 Benigna
LLC-31 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.32 Clonal rs224083 Benigna
LLC-34 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.30 Clonal rs224083 Benigna
LLC-19 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.15 Clonal rs224083 Benigna
LLC-43 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.05 Clonal rs224083 Benigna
LLC-22 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.03 Clonal rs224083 Benigna
LLC-20 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.02 Clonal rs224083 Benigna
LLC-12 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.01 Clonal rs224083 Benigna
LLC-46 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 99.00 Clonal rs224083 Benigna
LLC-54 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.83 Clonal rs224083 Benigna
LLC-78 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.80 Clonal rs224083 Benigna
LLC-27 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.79 Clonal rs224083 Benigna
LLC-10 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.75 Clonal rs224083 Benigna
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Anexo 2: Tabla 4 (continuacién) Variantes Benignas/probablemente benignas en el gen ATM, EGR2, FBXW7, NFKBIE, NOTCH1, POT1, TP53 y XPO1 detectadas por NGS en 93 casos sin tratar con LLC.

Caso Cromosoma Posicién genémica (hg19) Exén/Intrén Ref Var Gen ADNc Posicién Aminodcido Tipo mutacién Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significacién Clinica
LLC-18 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.73 Clonal rs224083 Benigna
LLC-16 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.72 Clonal rs224083 Benigna
LLC-17 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.72 Clonal rs224083 Benigna
LLC-45 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.72 Clonal rs224083 Benigna
LLC-95 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.72 Clonal rs224083 Benigna
LLC-57 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.70 Clonal rs224083 Benigna
LLC-62 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.68 Clonal rs224083 Benigna
LLC-13 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.61 Clonal rs224083 Benigna
LLC-14 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.61 Clonal rs224083 Benigna
LLC-11 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.60 Clonal rs224083 Benigna
LLC-73 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.59 Clonal rs224083 Benigna
LLC-24 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.40 Clonal rs224083 Benigna
LLC-15 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.13 Clonal rs224083 Benigna
LLC-26 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.12 Clonal rs224083 Benigna
LLC-97 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 98.10 Clonal rs224083 Benigna
LLC-99 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 97.84 Clonal rs224083 Benigna
LLC-3 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 96.99 Clonal rs224083 Benigna

LLC-313 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 93.17 Clonal rs224083 Benigna

LLC-5 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 93.11 Clonal rs224083 Benigna
LLC-94 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 92.98 Clonal rs224083 Benigna
LLC-7 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 92.97 Clonal rs224083 Benigna
LLC-8 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 92.79 Clonal rs224083 Benigna

LLC-121 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinénima 91.90 Clonal rs224083 Benigna

LLC-59 chr10 64573312 2 T G EGR2 c.1086A>C p.Arg362Arg Sinénima 49.74 Clonal COSM4415767 rs45602133 Benigna
Anotacién basada en el transcrito NM_000399 (RefSeq).

Caso Cromosoma Posicién gendmica (hg19) Ex6n/Intrén Ref Var  Gen ADNc  Posicion Aminodcido Tipo mutacidén Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10%  COSMIC  rsdb Significacidn Clinica
LLC-93 chrd 153250860 8 G A FBXW7 c.1200C>T p.Asp400Asp Sinénima 48.39 Clonal COSM51401 Benigna
Anotacién basada en el trénscrito NM_033632 (RefSeq).

Caso Cromosoma Posicion genémica (hg19) Exén/Intrén Ref Var Gen ADNc  Posicién Aminodcido Tipo mutacién Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COsSMIC rsdb Significacidn Clinica
LLC-19 chré 44233251 1 A G NFKBIE c¢.250T>C p.Leu84leu Sinénima 71.77 Clonal Benigna
LLC-73 chré 44233251 1 A G NFKBIE c.250T>C p.Leu84leu Sindénima 54.59 Clonal Benigna
LLC-19 chré 44233216 1 G C NFKBIE ¢.285C>G p.His95GIn Missense 52,55 Clonal rs28362857 Probablemente benigna
LLC-86 chré 44233216 1 G C NFKBIE ¢.285C>G p.His95GIn Missense 51.86 Clonal rs28362857 Probablemente benigna
LLC-73 chré 44233216 1 G C NFKBIE ¢.285C>G p.His95GIn Missense 552 Clonal rs28362857 Probablemente benigna

oxauy



Anexo 2: Tabla 4 (continuacidn) Variantes Benignas/probablemente benignas en el gen ATM, EGR2, FBXW?7, NFKBIE, NOTCH1, POT1, TP53 y XPO1 detectadas por NGS en 93 casos sin tratar con LLC.

Caso Cromosoma Posicion genémica (hgl9) Exén/Intrén Ref Var Gen ADNc  Posicién Aminodcido Tipo mutacién Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COsSMIC rsdb Significacidn Clinica
LLC-81 chré 44233216 1 G C NFKBIE ¢.285C>G p.His95GIn Missense 51.34 Clonal rs28362857 Probablemente benigna
LLC-38 chré 44233372 1 G C NFKBIE ¢.129C>G p.Gly43Gly Sinénima 51.14 Clonal COSM9159234 Benigna
LLC-78 chré 44233251 1 A G NFKBIE c.250T>C p.Leu84leu Sindnima 48.51 Clonal Benigna

LLC-66 chré 44232920 1 A G NFKBIE c.581T>C p.Val194Ala Missense 47.83 Clonal COSM4998033 rs2233434 Probablemente benigna
LLC-66 chré 44232977 1 G A NFKBIE c.524C>T p.Pro36Leu Missense 46.83 Clonal COSM5432864 rs2233433  Probablemente benigna
LLC-45 chré 44232920 1 A G NFKBIE c.581T>C p.Val194Ala Missense 46.34 Clonal COSM4998033 rs2233434 Probablemente benigna
LLC-78 chré 44232920 1 A G NFKBIE c.581T>C p.Val194Ala Missense 45.38 Clonal COSM4998033 rs2233434 Probablemente benigna
LLC-11 chré 44232920 1 A G NFKBIE c.581T>C p.Vall94Ala Missense 45.27 Clonal COSM4998033  rs2233434 Probablemente benigna
LLC-15 chré 44232920 1 A G NFKBIE c.581T>C p.Vall94Ala Missense 41.90 Clonal COSM4998033 rs2233434  Probablemente benigna
LLC-57 chré 44233251 1 A G NFKBIE c.250T>C p.Leu84leu Sinénima 28.00 Clonal Benigna

LLC-43 chré 44233251 1 A G NFKBIE c.250T>C p.Leu84leu Sindénima 15.06 Clonal Benigna

Anotacién basada en el transcrito NM_004556 (RefSeq).

€LT

Caso Cromosoma Posicién gendmica (hgl9) Exén/intrén Ref Var  Gen ADNc Posicion Aminodcido Tipo mutacidén Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significacidn Clinica
LLC-23 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 100.00 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-40 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.84 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-3 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.79 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna
LLC-5 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.79 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-43 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.75 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna
LLC-50 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.71 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-13 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.69 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-38 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.69 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-89 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.68 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-45 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.67 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-37 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.61 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-33 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.60 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-14 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.57 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna
LLC-20 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.57 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-31 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.56 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna
LLC-9 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.55 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-121 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.49 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-46 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.48 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-21 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 99.19 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-44 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 98.80 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-59 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 98.51 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna
LLC-53 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 98.18 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
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Anexo 2: Tabla 4 (continuacién) Variantes Benignas/probablemente benignas en el gen ATM, EGR2, FBXW?7, NFKBIE, NOTCH1, POT1, TP53 y XPO1 detectadas por NGS en 93 casos sin tratar con LLC.

Caso Cromosoma Posicién gendmica (hgl9) Exén/intrén Ref Var  Gen ADNc Posicion Aminodcido Tipo mutacidén Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significacidn Clinica
LLC-56 chr9 139391636 34 G NOTCH1 ¢.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 97.69 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-25 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 95.75 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-2 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 57.89 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna
LLC-29 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 53.44 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-313 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 53.21 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna
LLC-78 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 53.10 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-84 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 53.10 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna
LLC-16 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 53.07 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-11 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 52.41 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-1 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 52.30 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-92 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 52.29 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-31 chr9 139391338 34 C T NOTCHI c.6853G>A p.Val2285lle Missense 51.94 Clonal COSM41579  rs61751489 Benigna
LLC-8 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 51.79 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna
LLC-31 chr9 139391555 34 G A NOTCH1 c.6636C>T p.Asp2212Asp Sinénima 51.73 Clonal COSM4588628 rs370606059 Probablemente benigna
LLC-75 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 51.37 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna
LLC-77 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 51.34 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-18 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 51.30 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna
LLC-24 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 51.20 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-27 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 51.08 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-19 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 50.59 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-34 chr9 139390517 34 C T NOTCHI c.*6G>A p.? 3pUTR 50.37 Clonal COSN8296731  rs73668310 Benigna
LLC-94 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 50.26 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-15 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 49.65 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna
LLC-10 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 49.60 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-51 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 49.30 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna
LLC-55 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 48.88 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-34 chr9 139390958 34 T C NOTCHI c.7233A>G p.Pro2411Pro Sinénima 48.08 Clonal COSM33756  rs11574911 Benigna
LLC-49 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 47.92 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-48 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 46.28 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-54 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 45.58 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-39 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinénima 39.61 Clonal COSM3763781  rs2229974 Benigna
LLC-44 chr9 139390879 34 G C NOTCH1 c¢.7312C>G p.Pro2438Ala Missense 32.11 Clonal Probablemente benigna
LLC-19 chr9 139390716 34 G A NOTCH1 c.7475C>T p.Ser2492Leu Missense 1.22 Subclonal bajo  COSM9360387 rs751367016 Probablemente benigna
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Anexo 2: Tabla 4 (continuacién) Variantes Benignas/probablemente benignas en el gen ATM, EGR2, FBXW?7, NFKBIE, NOTCH1, POT1, TP53 y XPO1 detectadas por NGS en 93 casos sin tratar con LLC.

Caso Cromosoma Posicién gendmica (hg19) Exén/Intrén Ref Var Gen ADNc Posicion Aminodcido Tipo mutacidn Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COsSMIC rsdb Significacidn Clinica
LLC-27 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 99.77 Clonal COSM6353988 156959712 Benigna
LLC-43 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 99.64 Clonal COSM6353988 156959712 Benigna
LLC-11 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 99.62 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-75 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 99.60 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-42 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 99.54 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-73 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 99.50 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-54 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 99.49 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-59 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 99.48 Clonal COSM6353988 156959712 Benigna
LLC-14 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 99.35 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-2 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 99.31 Clonal COSM6353988 156959712 Benigna
LLC-3 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 56.67 Clonal COSM6353988 156959712 Benigna
LLC-40 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 55.46 Clonal COSM6353988 156959712 Benigna
LLC-50 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 54.22 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-28 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 53.98 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-22 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 53.82 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-95 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 53.26 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-29 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 51.73 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-69 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 51.65 Clonal COSM6353988 156959712 Benigna
LLC-57 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 51.32 Clonal COSM6353988 156959712 Benigna
LLC-78 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 51.25 Clonal COSM6353988 156959712 Benigna
LLC-77 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 50.94 Clonal COSM6353988 156959712 Benigna
LLC-99 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 50.72 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-52 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 50.68 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-63 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 50.38 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-55 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 50.35 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-39 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 50.28 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-53 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 50.02 Clonal COSM6353988 156959712 Benigna
LLC-38 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 49.91 Clonal COSM6353988 156959712 Benigna
LLC-19 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 49.85 Clonal COSM6353988 156959712 Benigna
LLC-20 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 49.85 Clonal COSM6353988 156959712 Benigna
LLC-24 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 49.52 Clonal COSM6353988 156959712 Benigna
LLC-31 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 49.25 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-15 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 48.40 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-16 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 48.40 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-17 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 48.40 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
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Anexo 2: Tabla 4(continuacién) Variantes Benignas/probablemente benignas en el gen ATM, EGR2, FBXW?7, NFKBIE, NOTCH1, POT1, TP53 y XPO1 detectadas por NGS en 93 casos sin tratar con LLC.

Caso Cromosoma Posicién gendmica (hgl9) Exdn/Intrén Ref Var Gen ADNc Posicion Aminodcido Tipo mutacién Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COsSMIC rsdb Significacidn Clinica
LLC-23 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 48.37 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-21 chr7 124499003 -/9 T A POTI1 c.702+8A>T p.? Intrénica 46.81 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
LLC-58 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrénica 45.41 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna
Anotacién basada en el transcrito NM_015450 (RefSeq).

Caso Cromosoma Posicidn genémica (hgl9) Exdn/Intrén Ref Var Gen  ADNc  Posicién Aminodcido Tipo mutacion Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COsSMIC rsdb Significacidn Clinica
LLC-121 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-13 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-14 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-16 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-33 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-50 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-58 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-67 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-69 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-73 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-91 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-97 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-12 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 99.91 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-24 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 99.87 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-55 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 99.87 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-29 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 99.70 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-77 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 99.49 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-42 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 99.45 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-84 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 99.10 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-9 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 98.18 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-17 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 97.54 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-62 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 97.18 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-1 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 97.16 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-54 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 95.28 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-56 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 60.50 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-95 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 56.09 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-21 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 55.92 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-10 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 55.52 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-5 chrl7 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 54.87 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna

LLC-25 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 54.03 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna
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Anexo 2: Tabla 4 (continuacién) Variantes Benignas/probablemente benignas en el gen ATM, EGR2, FBXW?7, NFKBIE, NOTCH1, POT1, TP53 y XPO1 detectadas por NGS en 93 casos sin tratar con LLC.

Caso Cromosoma Posicidn genémica (hgl9) Exdn/Intrén Ref Var Gen  ADNc  Posicién Aminodcido Tipo mutacion Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COsSMIC rsdb Significacidn Clinica
LLC-31 chrl7 7579472 4 C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 54.02 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna
LLC-43 chrl7 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 53.55 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna
LLC-60 chrl7 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 53.21 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna
LLC-36 chrl7 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 53.19 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna
LLC-47 chrl7 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 53.16 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna
LLC-51 chrl7 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 53.13 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna
LLC-78 chrl7 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 53.04 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna
LLC-15 chrl7 7579472 4 G C TP53 ¢.215C>G p.Pro72Arg Missense 52.22 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna
LLC-35 chrl7 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 47.99 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna
LLC-49 chrl7 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 46.37 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna
LLC-33 chrl7 7578210 6 T C TP53 c.639A>G p.Arg213Arg Sinénima 43.84 Clonal rs1800372 Benigna
LLC-35 chrl7 7578210 6 T C TP53 c.639A>G p.Arg213Arg Sindénima 43.00 Clonal rs1800372 Benigna
Anotacidn basada en el transcrito NM_000546 (RefSeq).

Caso Cromosoma Posicién gendmica (hgl9) Exén/Intrén Ref Var Gen ADNc Posicién Aminoédcido Tipo mutacién Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significacién Clinica
LLC-77 chr2 61719275 16 T C XPO1 c.1782A>G p.Lys594Lys Sinénima 66.32 Clonal rs3816341 Benigna

Anotacién basada en el transcrito NM_003400 (RefSeq).
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Anexo 2: Tabla 5 Variantes patogénicas/probablemente patogénicas y de significado incierto en el gen ATM, BIRC3, EGR2, FBXW7, MYD88, NKFBIE, NOTCH1, POT1, SF3B1, TP53 y XPO1 detectadas por NGS en 93 casos
sin tratar con LLC.

Caso Cromosoma Posicién genémica (hg19) Exén/Intrén Ref Var Gen ADNc Posicién Aminoacido Tipo mutacién Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significacion Clinica
LLC-33 chrll 108199963 49 C A ATM c.7305C>A p.Asn2435Lys Missense 95.80 Clonal COSM5008208 rs1160508407 Significado incierto
LLC-36 chril 108165786 32 G T ATM c.4909G>T p.Aspl637Tyr Missense 51.89 Clonal COSM6927787 rs753870656 Significado incierto
LLC-80 chrll 108175400 - A C ATM c.5497-2A>C p.? Splice site 50.44 Clonal rs786203796 Probablemente patogénica
LLC-62 chril 108235906 62 C T ATM c.8948C>T p.Thr2983lle Missense 47.55 Clonal Significado incierto
LLC-1 chrll 108175549 37 C T ATM c.5644C>T p.Arg1882* Nonsense 46.66 Clonal COSM6853936 rs786204433 Patogénica
LLC-121 chrll 108139233 18 A T ATM c.2735A>T p.GIn912Leu Missense 42.13 Clonal rs730881353 Significado incierto
LLC-92 chrll 108216611 58 C T ATM c.8560C>T p.Arg2854Cys Missense 40.89 Clonal COSM6606832 15201958469 Significado incierto
LLC-80 chrll 108190786 G A ATM c.6452+1G>A p.? Splice site 38.48 Clonal COSM6196727 Probablemente patogénica
LLC-79 chrll 108236183 63 T C ATM c¢9119T>C p.1le3040Thr Missense 32.60 Clonal Significado incierto
LLC-92 chril 108190786 - G A ATM c.6452+1G>A p.? Splice site 23.30 Clonal COSM6196727 Probablemente patogénica
LLC-36 chrll 108127068 14 G T ATM c¢.2250+1G>T p.? Splice site 16.14 Clonal COSM4953395 Significado incierto
LLC-61 chril 108124723 13 T C ATM c.2081T>C p.Leu694Pro Missense 13.07 Clonal Significado incierto
LLC-60 chrll 108163399 30 T A ATM c.4490T>A p.Leul497Ter Nonsense 10.00 Clonal Significado incierto

Anotacion basada en el transcrito NM_000051 (RefSeq).

Caso Cromosoma Posicién gendmica (hg19) Ex6n/Intrén Ref Var Gen ADNc Posicion Aminodcido Tipo mutacién Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significacidn Clinica
LLC-58 chr10 64573167 2 C A EGR2 c.1231G>T p.Asp411Tyr Missense 98.45 Clonal COSM5574599 Patogénica
LLC-15 chr10 64573332 2 C T EGR2 c.1066G>A p.Glu356Lys Missense 64.07 Clonal COSM145364 rs751448371 Patogénica
LLC-17 chr10 64573332 2 C T EGR2 c.1066G>A p.Glu356Lys Missense 43.39 Clonal COSM145364 rs751448371 Patogénica
LLC-69 chr10 64574231 -/1 T A EGR2 c.170-3A>T p.? Splice site 35.00 Clonal Significado incierto
LLC-3 chr10 64573332 2 C T EGR2 c.1066G>A p.Glu356Lys Missense 10.41 Clonal COSM145364 rs751448371 Patogénica
LLC-57 chr10 64573167 2 C A EGR2 c1231G>T p.Asp411Tyr Missense 5.97 Subconal alto COSM5574599 Patogénica

Anotacién basada en el trénscrito NM_000399 (RefSeq). Linea de puntos divide las variantes con VAF clonal y subclonal.

Caso Cromosoma Posicién genémica (hgl9) Exén/Intrén Ref Var  Gen ADNc Posicién Aminoacido Tipo mutacién Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significacién Clinica
LLC-36 chrd 153247168 10 T C FBXW7 c.1634A>G p.Tyr545Cys Missense 24.49 Clonal COSM22989 rs1560758208 Probablemente patogénica
LLC-14 chrd 153247288 10 C A FBXW7 c.1514G>T p.Arg505Leu Missense 21.75 Clonal COSM23000 rs1057519896 Probablemente patogénica
LLC-93 chrd 153249459 9 T A FBXW7 c.1319A>T p.Asp440Val Missense 13.55 Clonal COSM5748786 Probablemente patogénica
LLC-97 chrd 153247288 10 C A FBXW7 c.1514G>T p.Arg505Leu Missense 1.93 Subclonal bajo COSM23000 rs1057519896 Probablemente patogénica
LLC-28 chrd 153249463 9 T C FBXW7 c.1315A>G p.Thr439Ala Missense 1.01 Subclonal bajo COSM6492335 Probablemente patogénica

8.1

Anotacién basada en el trénscrito NM_033632 (RefSeq). Linea de puntos divide las variantes con VAF clonal y subclonal.
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Anexo 2: Tabla 5 (continuacidn) Variantes patogénicas/probablemente patogénicas y de significado incierto en el gen ATM, BIRC3, EGR2, FBXW7, MYD88, NKFBIE, NOTCH1, POT1, SF3B1, TP53 y XPO1 detectadas por
NGS en 93 casos sin tratar con LLC.

Caso Cromosoma Posicién gendmica (hgl9) Exén/Intrén Ref Var Gen ADNc  Posicién Aminodcido Tipo mutacién Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10%  COSMIC  rsdb Significacién Clinica
LLC-99 chr3 38182641 T C MYD88 c.818T>C p.Leu273Pro Missense 47.15 Clonal COSM85940 Patogénica
LLC-24 chr3 38182641 T C MYD88 c.818T>C p.Leu273Pro Missense 42.61 Clonal COSM85940 Patogénica
Anotacién basada en el transcrito NM_002468 (RefSeq).

Caso Cromosoma Posicién gendmica (hg19) Ex6n/Intrén  Ref Var  Gen ADNc Posicion Aminodcido  Tipo mutacién  Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significacidn Clinica

LLC-2

chré

44232739

GTAAG G NFKBIE c.758_761delCTTA

p.Tyr254fs*13

Frameshift Indel

Clonal

Significado incierto

LLC-59

chré

44232739

GTAAG G NFKBIE c.758_761delCTTA

p.Tyr254fs*13

Frameshift Indel

Subclonal bajo

Significado incierto

Anotacién basada en el trénscrito NM_004556 (RefSeq). Linea de puntos divide las variantes con VAF clonal y subclonal.

Caso  Cromosoma Posicién gendmica (hgl9) Exdn/Intrén Ref Var Gen ADNc Posicién Aminoacido Tipo mutacién Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significacién Clinica
LLC-39 chr9 139390648 34 CAG C NOTCH1 c.7541_7542delCT  p.Pro2514fs*4  Frameshift Indel 60.99 Clonal COSM12774  rs763016003 Significado incierto
LLC-313 chr9 139390648 34 CAG C NOTCH1 c.7541_7542delCT  p.Pro2514fs*4  Frameshift Indel 53.51 Clonal COSM12774  rs763016003 Significado incierto
LLC-37 chr9 139390945 34 G A NOTCH1 c.7246C>T p.GIn2416* Nonsense 44.05 Clonal COSM27387  rs1564567815 Probablemente patogénica
LLC-27 chr9 139390648 34 CAG C NOTCH1 c.7541_7542delCT  p.Pro2514fs*4  Frameshift Indel 43.54 Clonal COSM12774  rs763016003 Significado incierto
LLC-19 chr9 139390648 34 CAG C NOTCH1 c.7541_7542delCT  p.Pro2514fs*4  Frameshift Indel 39.30 Clonal COSM12774  rs763016003 Significado incierto
LLC-49 chr9 139390648 34 CAG C NOTCH1 c.7541_7542delCT  p.Pro2514fs*4  Frameshift Indel 31.17 Clonal COSM12774  rs763016003 Significado incierto
LLC-84 chr9 139390648 34 CAG C NOTCH1 c.7541_7542delCT  p.Pro2514fs*4  Frameshift Indel 31.17 Clonal COSM12774  rs763016003 Significado incierto
LLC-74 chr9 139390981 34 G A NOTCH1 c.7210C>T p.GIn2404* Nonsense 28.90 Clonal COSM4745910 rs1554826400 Significado incierto
LLC-40 chr9 139390648 34 CAG C NOTCH1 c.7541_7542delCT  p.Pro2514fs*4  Frameshift Indel 18.74 Clonal COSM12774  rs763016003 Significado incierto
LLC-97 chr9 139390648 34 CAG C NOTCH1 c.7541_7542delCT  p.Pro2514fs*4  Frameshift Indel 17.06 Clonal COSM12774  rs763016003 Significado incierto
LLC-2 chr9 139390648 34 CAG C NOTCH1 c.7541_7542delCT  p.Pro2514fs*4  Frameshift Indel 15.07 Clonal COSM12774  rs763016003 Significado incierto
LLC-89 chr9 139390648 34 CAG C NOTCH1 c.7541_7542delCT  p.Pro2514fs*4  Frameshift Indel 13.06 Clonal COSM12774  rs763016003 Significado incierto
LLC-61 chr9 139391977 34 C T NOTCH1 €.6214G>A p.Gly2072Ser Missense 12.80 Clonal Probablemente patogénica
Anotacién basada en el trénscrito NM_017617 (RefSeq).
Caso Cromosoma Posicién gendmica (hg19) Ex6n/Intrén Ref Var Gen ADNc Posicion Aminodcido  Tipo mutacién  Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significacion Clinica

LLC-91

chr7

124532409

G GTA POT1 c.34_35insTA

p.Thri2fs*4

Frameshift Indel

34.16

Clonal

Probablemente patogénica

LLC-78

chr7

124499024

G

A  POTI1

€.689C>T

p.Ala230Val

Missense

2.58

Subclonal bajo

Probablemente patogénica

Anotacién basada en el trénscrito NM_015450 (RefSeq). Linea de puntos divide las variantes con VAF clonal y subclonal.
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Anexo 2: Tabla 5 (continuacidn) Variantes patogénicas/probablemente patogénicas y de significado incierto en el gen ATM, BIRC3, EGR2, FBXW7, MYD88, NKFBIE, NOTCH1, POT1, SF3B1, TP53 y XPO1 detectadas por
NGS en 93 casos sin tratar con LLC.

Posicién genémica . i Posicién " L Frecuencia alélica Variante Clonalidad . s e
. COsSMIC db Significacion Clinica

Caso  Cromosoma (hg19) Exén/Intrén Ref Var Gen ADNc Aminoacido Tipo mutacién (VAF%) VAF>10% rs ignificaci ini
Probablemente

LLC-63 chr2 198266854 15 C T SF3B1 ¢.2078G>A p.Gly693Asp Missense 51.24 Clonal COSM7083563 patogénica
Probablemente

LLC-11 chr2 198266611 16 C T SF3B1 ¢.2225G>A p.Gly742Asp Missense 49.00 Clonal COSM145923 rs755415626 patogénica
Probablemente

LLC-53 chr2 198267369 14 G A SF3B1 ¢.1988C>T p.Thre63lle Missense 45.65 Clonal COSM145921  rs1239341681 patogénica
Probablemente

LLC-86 chr2 198267481 14 T A SF3B1 c.1876A>T p.Asn626Tyr Missense 45.09 Clonal COSM145920 patogénica
Probablemente

LLC-14 chr2 198266822 15 T A SF3B1 c.2110A>T p.lle704Phe Missense 20.10 Clonal COSM1159840 patogénica
Probablemente

LLC-70 chr2 198266713 15 C T SF3B1 ¢.2219G>A p.Gly740Glu Missense 36.95 Clonal COSM133120 rs776846119 patogénica
Probablemente

LLC-66 chr2 198266834 15 T C SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 33.12 Clonal COSM84677 rs559063155 patogénica
Probablemente

LLC-56 chr2 198266834 15 T C SF3B1 ¢.2098A>G p.Lys700Glu Missense 12.86 Clonal COSM84677 rs559063155 patogénica
Probablemente

LLC-50 chr2 198267369 14 G A SF3B1 c.1988C>T p.Thré63lle Missense 11.35 Clonal COSM145921  rs1239341681 patogénica
Probablemente

LLC-97 chr2 198266611 16 C T SF3B1 ¢.2225G>A p.Gly742Asp Missense 8.24 Subconal alto COSM145923 rs755415626 patogénica
Probablemente

LLC-37 chr2 198267361 14 T C SF3B1 c.1996A>G p.Lys666Glu Missense 592 Subconal alto COSM110694 rs754688962 patogénica
Probablemente

LLC-37 chr2 198266834 15 T C SF3B1 ¢.2098A>G p.Lys700Glu Missense 4.95 Subclonal bajo COSM84677 rs559063155 patogénica
Probablemente

LLC-56 chr2 198266713 15 C T SF3B1 c.2219G>A p.Gly740Glu Missense 3.81 Subclonal bajo COSM133120 rs776846119 patogénica
Probablemente

LLC-97 chr2 198266834 15 T C SF3B1 ¢.2098A>G p.Lys700Glu Missense 3.13 Subclonal bajo COSM84677 rs559063155 patogénica
Probablemente

LLC-18 chr2 198267491 14 C G SF3B1 ¢.1866G>C p.Glu622Asp Missense 1.12 Subclonal bajo COSM132938 rs763149798 patogénica
Probablemente

LLC-42 chr2 198266834 15 T C SF3B1 ¢.2098A>G p.Lys700Glu Missense 1.03 Subclonal bajo COSM84677 rs559063155 patogénica
Probablemente

LLC-81 chr2 198266834 15 T C SF3B1 ¢.2098A>G p.Lys700Glu Missense 1.03 Subclonal bajo COSM84677 rs559063155 patogénica
Probablemente

LLC-46 chr2 198267361 14 T C SF3B1 ¢.1996A>G p.Lys666Glu Missense 1.01 Subclonal bajo COSM110694 rs754688962 patogénica

Anotacién basada en el transcrito NM_012433 (RefSeq). Linea de puntos divide las variantes con VAF clonal y subclonal.

oxauy



18T

Anexo 2: Tabla 5 (continuacién) Variantes patogénicas/probablemente patogénicas y de significado incierto en el gen ATM, BIRC3, EGR2, FBXW?7, MYD88, NKFBIE, NOTCH1, POT1, SF3B1, TP53 y XPO1 detectadas por NGS en 93 casos.

Caso Cromosoma  Posicién genémica (hgl9) Exdn/Intrén Ref Var Gen ADNc Posicién Aminoacido Tipo mutacién Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COsSMIC Significacién Clinica
LLC-39 chrl7 7578474 5 CGGGGGT C TP53 c.450_455delCCCCCA p.Prol150fs* Frameshift Indel 96.71 Clonal Patogénica

LLC-91 chrl7 7578212 6 G A TP53 c.637C>T p.Arg213* Nonsense 80.58 Clonal COSM10654 Patogénica

LLC-51 chrl7 7578454 5 G A TP53 c.476C>T p.Alal59Val Missense 72.53 Clonal COSM11148  Probablemente patogénica
LLC-24 chrl7 7579575 4 A TP53 c.112C>T p.GIn38* Nonsense 42.24 Clonal COSM46286 Patogénica

LLC-11 chrl7 7577538 7 C T TP53 c.743G>A p.Arg248GIn Missense 39.58 Clonal COSM10662 Patogénica

LLC-86 chrl7 7577538 7 C T TP53 c.743G>A p.Arg248Gin Missense 29.12 Clonal COSM10662 Patogénica

LLC-15 chrl7 7579436 3 GC G TP53 c.250delG p.Arg84fs*39 Frameshift Indel 26.53 Clonal COSM674147 Patogénica

LLC-49 chrl7 7577580 7 T C TP53 c.701A>G p.Tyr234Cys Missense 23.93 Clonal COSM10725 Patogénica

LLC-92 chrl7 7578403 5 C G TP53 c.527G>C p.Cys176Ser Missense 18.18 Clonal COSM44645 Patogénica

LLC-35 chrl7 7578506 5 GGCAGGTC G TP53 ¢.417_423delCGTCCAG  p.Lys139fs*29 Frameshift Indel 16.55 Clonal Patogénica

LLC-2 chrl7 7578190 6 T C TP53 c.659A>G p.Tyr220Cys Missense 7.79 Subconal alto COSM10758 Patogénica

LLC-40 chrl7 7577093 8 C T TP53 c.845G>A p.Arg282GIn Missense 7.45 Subconal alto COSM44338  Probablemente patogénica
LLC-77 chrl7 7577518 7 T A TP53 c.763A>T p.lle255Phe Missense 6.74 Subconal alto COSM43651  Probablemente patogénica
LLC-49 chrl7 7578265 6 A G TP53 ¢.584T>C p.1le195Thr Missense 6.20 Subconal alto COSM11089 Patogénica

LLC-49 chrl7 7574003 10 G A TP53 c.1024C>T p.Arg342* Nonsense 4.29 Subclonal bajo  COSM11073 Patogénica

LLC-51 chrl7 7577545 7 T C TP53 c.736A>G p.Met246Val Missense 3.46 Subclonal bajo  COSM43555 Patogénica

LLC-11 chrl7 7578280 6 G A TP53 c.569C>T p.Pro190Leu Missense 2.27 Subclonal bajo  COSM43657  Probablemente patogénica
LLC-49 chrl7 7577121 8 G A TP53 c.817C>T p.Arg273Cys Missense 1.13 Subclonal bajo  COSM10659 Patogénica
LLC-121 chrl7 7578541 5 A G TP53 €.389T>C p.Leu130Pro Missense 1.10 Subclonal bajo  COSM45481 Patogénica

Anotacion basada en el transcrito NM_000546 (RefSeq). Linea de puntos divide las variantes con VAF clonal y subclonal.

Caso Cromosoma Posicién gendmica (hg19) Exdn/Intrén Ref Var Gen ADNc Posicion Aminoécido

Tipo mutacion

Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COsSMIC

rsdb Significacion Clinica

LLC-40 chr2 61719471 15 T A XPO1 c.1712A>T p.Glu571Val Missense 55.16 Clonal COSM146109 rs1057520010 Probablemente patogénica
LLC-81 chr2 61719472 15 C T XPO1 c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 47.16 Clonal COSM96797  rs1057520009 Probablemente patogénica
LLC-5 chr2 61719472 15 C T XPO1 c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 39.81 Clonal COSM96797  rs1057520009 Probablemente patogénica
LLC-59 chr2 61719472 15 C T XPO1 c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 39.31 Clonal COSM96797  rs1057520009 Probablemente patogénica
LLC-62 chr2 61719472 15 C T XPO1l c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 33.50 Clonal COSM96797  rs1057520009 Probablemente patogénica
LLC-73 chr2 61719472 15 C T XPO1l c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 26.60 Clonal COSM96797  rs1057520009 Probablemente patogénica
LLC-2 chr2 61719471 15 T A XPO1 c.l1712A>T p.Glu571Val Missense 15.44 Clonal COSM146109 rs1057520010 Probablemente patogénica
LLC-11 chr2 61719472 15 C T XPO1l c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 7.06 Subconal alto COSM96797  rs1057520009 Probablemente patogénica
LLC-62 chr2 61719321 16 C A XPO1 c.1736G>T p.Gly579Val Missense 6.74 Subconal alto COSM7206173 Probablemente patogénica
LLC-11 chr2 61719186 16 T C XPO1 c.1871A>G p.Asp624Gly Missense 5.41 Subconal alto COSM1291525 Probablemente patogénica
LLC-28 chr2 61719186 16 T C XPO1 c.1871A>G p.Asp624Gly Missense 5.32 Subconal alto COSM1291525 Probablemente patogénica
LLC-59 chr2 61719527 15 GG G XPO1 c.1655delC p.Pro552fs*4 Frameshift Indel 1.19 Subclonal bajo Probablemente patogénica
LLC-33 chr2 61719472 15 C T XPO1 c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 1.05 Subclonal bajo COSM96797  rs1057520009 Probablemente patogénica

Anotacion basada en el transcrito NM_003400 (RefSeq). Linea de puntos divide las variantes con VAF clonal y subclonal.
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Anexo 2: Tabla 6 Tabla de asociacidn entre el perfil mutacional, y las variantes clinicas y bioldgicas.

MYD88 (n=2)  NOTCH1(n=12) SF3B1(n=15) BIRC3(n=3) TP53(n=14) XPO1(n=10) POT1(n=2) EGR2(n=6) NFKBIE (n=2) FBXW (n=5)

n p-valor n p-valor n p-valor n p-valor n p-valor n p-valor n p-valor n p-valor n p-valor n p-valor
No mutado (61, 68,53%) 1 9 9 3 12 9 2 4 2 4
Estado mutacional IGVH 0.53 0.44 0.46 0.31 0.05 0.11 0.46 0.61 0.46 0.49
Mutado (29, 31,46%) 1 3 5 0 2 1 0 2 0 1
No (53, 59,55%) 2 5 11 1 6 8 1 6 1 2
Edad>65 afios 0.35 0.14 0.098 0.35 0.34 0.14 0.65 0.04 0.65 0.32
Si (36, 40,45%) 0 7 3 2 6 2 1 (1] 1 3
Hombre (57, 61%) 1 12 7 3 8 7 1 0 2 4
Sexo 0.62 0.01 0.16 0.22 0.47 0.4 0.62 0.003 0.37 0.35
Mujer (36, 39%) 1 1 8 0 6 3 1 6 0 1
A (29, 35,58%) 0 5 5 1 4 4 0 2 2 1
Estadio Binet, n (%) 0.45 0.34 0.5 0.69 0.59 0.41 0.45 0.64 0.1 0.47
B+C (60, 67,41%) 2 7 9 2 8 6 2 4 0 4
0 (76, 84,44%) 1 10 12 1 11 8 2 6 2 4
ECOG, n (%) 0.28 0.32 0.42 0.06 0.67 0.48 0.71 0.35 0.71 0.58
>0 (14, 15,55%) 1 3 3 2 2 2 0 0 0 1
No (66, 74,15%) 1 7 9 0 11 7 1 6 0 3
LDH elevado, n (%) 0.45 0.16 0.27 0.016 0.48 0.5 0.74 0.15 0.06 0.38
Si (23, 25,84%) 1 5 5 3 3 3 0 0 2 2
No (51, 57,30%) 0 6 12 2 4 5 1 1 1 3
del(13q14) 0.18 0.4 0.017 0.61 0.069 0.43 0.67 0.049 0.67 0.64
Si (38, 42,69%) 2 6 2 1 8 5 1 5 1 2
No (72, 80,89%) 2 10 12 2 11 9 1 5 1 4
Trisomia 12 0.65 0.56 0.47 0.47 0.28 0.39 0.35 0.67 0.35 0.66
Si (17, 19,10%) 0 2 2 1 1 1 1 1 1 1
No (76, 85,39%) 2 10 12 2 11 8 2 5 1 5
del(11922) 0.72 0.55 0.66 0.38 0.44 0.45 0.72 0.62 0.27 0.45
Si (13, 14,60%) 0 2 2 1 1 2 0 1 1 0
No (81, 91,01%) 2 9 13 3 8 10 2 5 2 4
del(17p13) 0.83 0.07 0.63 0.75 0.01 0.37 0.82 0.44 0.83 0.38
Si (8, 8,98%) 0 3 1 0 4 0 0 1 0 1
Bajo (17, 19,10%) 0 2 4 0 0 1 0 2 0 0
Grupo de riesgo 0.65 0.58 0.26 0.52 0.065 0.39 0.65 0.32 0.65 0.33
Intermedio-Alto-MuyAlto (72, 80,89%) 2 10 10 3 12 9 2 4 2 5
0-1(67, 72%) 1 5 8 0 2 1 1 5 (1] 1
NUmero de mutaciones 0.48 <0.01 0.07 0.02 <0.001 <0.001 0.48 0.46 0.07 0.02
>2 (26, 28%) 1 8 7 3 12 9 1 1 2 4

8T
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Anexo

Anexo 2: Tabla 7 Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dindmica clonal.

Gen/Caso ADNc Posiciéon aminodacido Tipo de mutacién Pretratamietno Tratamiento [VAF(%)]
12 linea 1QT
LLC-1 LLC-1_pretto
LLC-1-2_ttol LLC-1-3_ttol
ATM c.5644C>T p.Arg1882* Nonsense 46.66 nv nv
12|inea IQT 22 [inea TD (Ibrutinib)
LLC-100 LLC-100_pre
LLC-100-2_ttol LLC-100-3_tto2
SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Gu Missense nv 17.87 34.82
SF3B1 €.1988C>T p.Thré63lle Missense nv 6.09 0.00
SF3B1 C.2225G>A p.Gly742Asp Missense nv 1.62 0.00
12[inea TD (Ibrutinib)
LLC-11 LLC-11_pre
LLC-11-2_ttol
SF3B1 C.2225G>A p.Gly742Asp Missense 49.00 48.60
TP53 c.743G>A p.Arg248GIn Missense 39.58 0.00
XPO1 c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 7.06 0.00
XPO1 c.1871A>G p.Asp624Gly Missense 5.41 44.00
TP53 c.569C>T p.Pro190Leu Missense 2.27 0.00
12|inea TD (Ibrutinib)
LLC-121 LLC-121_pre
LLC-11-2_ttol LLC-121-3_ttol
ATM c.2735A>T p.GIn912Leu Missense 42.13 nv nv
TP53 ¢.389T>C p.Leu130Pro Missense 1.10 0.00 0.00
12|inea IQT 22 [inea TD (Ibrutinib)
LLC-14 LLC-14_pre
LLC-14-2_ttol LLC-14-3_tto2
FBXW?7 c.1514G>T p.Arg505Leu Missense 21.75 38.95 34.89
SF3B1 c.2110A>T p.lle704Phe Missense 20.1 43.67 37.20
BIRC3 €.1658_1659insT p.Arg555fs*12 Frameshift Indel 10.24 13.65 21.19
BIRC3 ¢.1639delG p.GIn547fs*21 Frameshift Indel 10.19 11.42 7.60
BIRC3 c.1286_1287insA p.Glu429fs*9 Frameshift Indel 1.7 2.69 0.00
12 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-15 LLC-15_pre
LLC-15-2_ttol
EGR2 c.1066G>A p.Glu356Lys Missense 64.07 42.59
TP53 ¢.250delG p.Arg84fs*39 Frameshift Indel 26.53 20.88
12 linea 1QT
LLC-17 LLC-17_pre
LLC-17-2_ttol
EGR2 c.1066G>A p.Glu356Lys Missense 43.39 0.00
12|inea TD (Ibrutinib)
LLC-18 LLC-18 pre
LLC-18-2_ttol
SF3B1 ¢.1866G>C p.Glu622Asp Missense 1.12 2.20
12|inea IQT 22 [inea TD (Ibrutinib)
LLC-19 LLC-19_pre
LLC-19-2_ttol LLC-19-3_tto2
NOTCH1 €.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 39.30 45.03 21.43
BIRC3 €.1298_1299delTT p.Arg434fs*3 Frameshift Indel 5.89 7.41 19.30
12|inea TD (Ibrutinib)
LLC-2 LLC-2_pre
LLC-2-2_ttol LLC-2-3_ttol
XPO1 c.1712A>T p.Glu571Val Missense 15.44 8.82 17.39
NOTCH1 €.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 15.07 7.71 18.87
NFKBIE c.758_761delCTTA p.Tyr254fs*13 Frameshift Indel 11.46 0.00 0.00
TP53 c.659A>G p.Tyr220Cys Missense 7.79 1.05 1.92
12[inea TD (Ibrutinib)
LLC-24 LLC-24 pre
LLC-24-2_ttol
MYD88 c.818T>C p.Leu273Pro Missense 42.61 31.01
TP53 c.112C>T p.GIn38* Nonsense 42.24 32.00
12 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-27 LLC-27_pre
LLC-27-2_ttol LLC-27-3_ttol
NOTCH1 €.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 43.54 0.00 0.00

183



Anexo

Anexo 2: Tabla 7 (continuacion) Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dindmica clonal.

Gen ADNc Posiciéon Aminoacido Tipo mutacién Pretratamiento Tratamientos [VAF(%)]
12 linea 1QT
LLC-28 LLC-28_pre
LLC-28-2_ttol LLC-28-3_ttol
FBXW?7 c.1315A>G p.Thr439Ala Missense 1.01 0.00 0.00
XPO1 c.1871A>G p.Asp624Gly Missense 5.32 0.00 0.00
12 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-3 LLC-3_pre
LLC-3-2_ttol LLC-3-3_ttol
EGR2 c.1066G>A p.Glu356Lys Missense 10.41 4.65 1.52
12 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-313 LLC-313_pre
LLC-313-2_ttol LLC-313-3_ttol
NOTCH1 €.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 53.51 3.98 1.66
12|inea IQT 22 linea TD (lbrutinib)
LLC-33 LLC-33_pre
LLC-33-2_ttol LLC-33-3_tto2
ATM c.7305C>A p.Asn2435Lys Missense 95.80 nv nv
XPO1 c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 1.05 0.00 0.00
12 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-35 LLC-35_pre
LLC-35-2_ttol
TP53 €.417_423delCGTCCAG p.Lys139fs*29 Frameshift Indel 16.55 0.00
12 linea 1QT
LLC-36 LLC-36_pre
LLC-36-2_ttol
ATM c.4909G>T p.Aspl637Tyr Missense 51.89 nv
FBXW?7 c.1634A>G p.Tyr545Cys Missense 24.49 9.39
ATM €.2250+1G>T p.? Splice site 16.14 nv
FBXW7  ¢.1383_1389delTTCCACT p.Serd62fs* Frameshift Indel 0.00 8.66
12 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-37 LLC-37_pre
LLC-37-2_ttol
NOTCH1 c.7246C>T p.GIn2416* Nonsense 44.05 45.36
SF3B1 c.1996A>G p.Lys666Glu Missense 5.92 321
SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 4.95 4.95
SF3B1 c.2110A>T p.lle704Phe Missense 0.00 4.78
12 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-39 LLC-39_pre
LLC-39-2_ttol
TP53 ¢.450_455delCCCCCA p.Pro150fs* Frameshift Indel 96.71 20.61
NOTCH1 €.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 60.99 17.88
12|inea IQT 22 |inea TD (lbrutinib)
LLC-4 LLC-4_pre
LLC-4-2_ttol LLC-4-3_tto2 LLC-4-4_tto2
TP53 C.672+1G>A p.? Splice site nv 42.66 0.00 0.00
TP53 c.560-2A>C p.? Splice site nv 15.80 2.66 0.00
TP53 c.358A>G p.Lys120Glu Missense nv 1.73 0.00 0.00
TP53 c.559+1G>A p.? Splice site nv 1.22 0.00 0.00
12 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-40 LLC-40_pre
LLC-40-2_ttol
XPO1 c.1712A>T p.Glu571Val Missense 55.16 34.97
NOTCH1 €.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 18.74 13.35
TP53 c.845G>A p.Arg282GIn Missense 7.45 0.00
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Anexo 2: Tabla 7 (continuacion) Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dindmica clonal.

Gen ADNc Posicion Aminodcido Tipo mutacién Pretratamiento Tratamientos [VAF(%)]
12|inea IQT 22 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-42 LLC-42_pre
LLC-42-2_ttol LLC-42-3_tto2 LLC-42-4_tto2 LLC-42-5_tto2 LLC-42-6_tto2
SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 1.03 34.84 27.73 10.00 7.75 6.53
12|inea IQT 22 linea TD (lbrutinib)
LLC-43 LLC-43_pre
LLC-43-2_ttol LLC-43-3_tto2 LLC-43-4_tto2 LLC-43-5_tto2 LLC-43-6_tto2
SF3B1 ¢.1984C>G p.His662Asp Missense 0.00 5.44 0.00 0.00 0.00 0.00
12 |inea IQT 22 |inea TD (Ibrutinib) 32 Jinea TD (Venetoclax)
LLC-46 LLC-46_pre
LLC-46-2_ttol LLC-46-3_tto2 LLC-46-4_tto2 LLC-46-5_tto2 LLC-46-6_tto3
TP53 c.821T>C p.Val274Ala Missense 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 70.10
SF3B1 c.1996A>G p.Lys666Glu Missense 1.01 13.64 0.00 0.00 0.00 36.40
EGR2 c.1150C>A p.His384Asn Missense 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 35.30
12 Jinea TD (Ibrutinib)
LLC-49 LLC-49_pre
LLC-49-2_ttol LLC-49-3_ttol LLC-49-4_ttol LLC-49-5_ttol LLC-49-6_ttol LLC-49-7_ttol
NOTCH1 €.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 31.17 48.66 30.62 7.36 3.36 3.61 7.12
TP53 c.701A>G p.Tyr234Cys Missense 23.93 61.97 25.76 5.49 2.56 2.59 2.00
TP53 €.584T>C p.1le195Thr Missense 6.20 8.53 5.21 0.00 0.00 0.00 0.00
TP53 c.1024C>T p.Arg342* Nonsense 4.29 5.23 1.75 0.00 0.00 0.00 0.00
TP53 c.817C>T p.Arg273Cys Missense 1.13 3.12 1.94 0.00 1.29 0.00 4.60
SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 0.00 0.00 1.28 0.00 0.00 0.00 0.00
12|inea IQT 22 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-5 LLC-5_pre
LLC-5-2_ttol LLC-5-3_tto2 LLC-5-4_tto2
BIRC3 €.1660_1671delCATGTTCTTTC p.Glu554fs* Frameshift Indel 51.70 68.73 53.73 26.86
XPO1 c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 39.81 46.60 32.43 16.54
XPO1 c.1712A>T p.Glu571Val Missense 0.00 0.00 0.00 1.70
12 linea 1QT 22 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-50 LLC-50_pre
LLC-50-2_ttol LLC-50-3_ttol LLC-50-4_ttol LLC-50-5_tto2
SF3B1 c.1988C>T p.Thr663lle Missense 11.35 0.00 2.49 8.91 22.96
EGR2 c.1150C>A p.His384Asn Missense 0.00 0.00 0.00 0.00 7.04
12 Jinea TD (Ibrutinib)
LLC-51 LLC-51_pre
LLC-51-2_ttol  LLC-51-3_ttol LLC-51-4_ttol LLC-51-5_ttol LLC-51-6_ttol LLC-51-7_ttol
TP53 c.476C>T p.Alal59Val Missense 72.53 35.28 13.14 6.21 0.00 0.00 0.00
TP53 c.736A>G p.Met246Val Missense 3.46 2.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Anexo 2: Tabla 7 (continuacicn) Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dindmica clonal.

Gen ADNc Posicién Aminoécido Tipo mutacién Pretratamiento Tratamientos [VAF(%)]
12 linea TD (Ibrutinib)
LLC-53 LLC-53_pre
LLC-53-2_ttol LLC-53-3_ttol LLC-53-4_ttol LLC-53-5_ttol LLC-53-6_ttol
SF3B1 c.1988C>T p.Thr663lle Missense 45.65 41.47 3.32 16.97 3.11 3.38
12Jinea 1QT 22 [inea TD (Ibrutinib)
LLC-54 LLC-54_pre
LLC-54-2_ttol LLC-54-3_tto2 LLC-54-4_tto2
TP53 c.763A>T p.lle255Phe Missense 0.00 1.95 2.15 0.00
22 Jinea IQT 32inea TD (Venetoclax)
LLC-55 LLC-55_pre
LLC-55-2_tto2 LLC-55-3_tto3 LLC-55-4_tto3 LLC-55-5_tto3 LLC-55-6_tto3 LLC-55-7_tto3
TP53 c.715A>G p.Asn239Asp Missense 0.00 19.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
12 linea TD (Ibrutinib)
LLC-56 LLC-56_pre
LLC-56-2_ttol LLC-56-3_ttol LLC-56-4_ttol
SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 12.86 0.00 0.00 0.00
SF3B1 €.2219G>A p.Gly740Glu Missense 3.81 1.03 0.00 0.00
12Jinea 1QT 22 [inea TD (Ibrutinib)
LLC-57 LLC-57_pre
LLC-57-2_ttol  LLC-57-3_tto2  LLC-57-4_tto2 LLC-57-5_tto2 LLC-57-6_tto2  LLC-57-7_tto2  LLC-57-8_tto2  LLC-57-9_tto2
EGR2 c.1231G>T p.Asp411Tyr Missense 5.97 5.97 2.78 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SF3B1 c.1988C>T p.Thr663lle Missense 0.00 26.17 7.83 1.96 1.07 0.00 0.00 0.00 0.00
28 linea 1QT 52 |inea TD (Ibrutinib) 62 linea TD (Venetoclax)
LLC-58 LLC-58_pre
LLC-58-2_tto2 LLC-58-3_tto5 LLC-58-4_tto5 LLC-58-5_tto5 LLC-58-6_tto6 LLC-58-7_tto6  LLC-58-8_tto6
EGR2 c.1231G>T p.Asp411Tyr Missense 98.45 33.46 2.56 7.34 39.25 0.00 0.00 41.36
NOTCH1 €.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 0.00 0.00 0.00 0.00 4.23 0.00 0.00 8.62
SF3B1 €.2131G>C p.Ala711Pro Missense 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.99
NOTCH1 c.7501C>T p.GIn2501* Nonsense 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.02
SF3B1 c.2111T>A p.lle704Asn Missense 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.51
12 linea TD (Ibrutinib)
LLC-59 LLC-59_pre
LLC-59-2_ttol LLC-59-3_ttol LLC-59-4_ttol LLC-59-5_ttol
XPO1 c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 39.31 30.30 10.71 3.65 6.32
NFKBIE c.758_761delCTTA p.Tyr254fs*13 Frameshift Indel 1.40 1.66 0.00 0.00 0.00
XPO1 c.1655delC p.Pro552fs*4 Frameshift Indel 1.19 0.00 0.00 0.00 0.00
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Anexo 2: Tabla 7 (continuacidn) Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dindmica clonal.

Gen ADNc Posicion Aminodcido  Tipo mutacion Pretratamiento Tratamientos [VAF(%)]
12Jinea 1QT 22inea IQT 32]inea TD (lbrutinib)
LLC-60 LLC-60_pre
LLC-60-2_ttol  LLC-60-3_tto2  LLC-60-4 tto3 LLC-60-5_tto3 LLC-60-6_tto3 LLC-60-7_tto3 LLC-60-8_tto3
ATM c.4490T>A p.Leu1497Ter Nonsense 10.00 nv nv nv nv nv nv nv
TP53 c.641A>G p.His214Arg Missense 0.00 0.00 25.12 34.97 5.96 1.00 0.00 22.20
TP53 €.281C>G p.Ser94* Nonsense 0.00 0.00 22.44 0.00 4.62 0.00 0.00 16.70
12 linea 1QT 22 linea TD (lbrutinib)
LLC-61 LLC-61_pre
LLC-61-2_ttol  LLC-61-3_tto2 LLC-61-4_tto2 LLC-61-5_tto2 LLC-61-6_tto2
ATM €.2081T>C p.Leu694Pro Missense 13.07 nv nv nv nv nv
NOTCH1 c.6214G>A p.Gly2072Ser Missense 12.80 20.00 7.38 0.00 0.00 0.00
NOTCH1 c.6310C>T p.Arg2104Cys Missense 0.00 17.91 21.04 19.36 13.19 4.35
12 linea 1QT 22 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-62 LLC-62_pre
LLC-62-2_ttol LLC-62-3_tto2 LLC-62-4_tto2 LLC-62-5_tto2 LLC-62-6_tto2 LLC-62-7_tto2
ATM c.8948C>T p.Thr2983lle Missense 47.55 nv nv nv nv nv nv
XPO1 c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 33.50 33.50 6.38 4.93 19.04 36.36 30.30
XPO1 c.1736G>T p.Gly579Val Missense 6.74 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SF3B1 C.2225G>A p.Gly742Asp Missense 0.00 32.59 9.25 4.83 20.70 50.67 27.90
BTK c.1442G>C p.Cys481Ser Missense 0.00 0.00 0.00 0.00 20.29 44.75 25.00
TP53 c.452C>A p.Pro151His Missense 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 28.30
12 linea 1QT
LLC-63 LLC-63_pre
LLC-63-2_ttol LLC-63-3_ttol LLC-63-4_ttol LLC-63-5_ttol LLC-63-6_ttol
SF3B1 c.2078G>A p.Gly693Asp Missense 51.24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
12 linea 1QT 22 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-64 LLC-64_pre
LLC-64-2_ttol  LLC-64-3_tto2 LLC-64-4_tto2 LLC-64-5_tto2 LLC-64-6_tto2 LLC-64-7_tto2 LLC-64-8 tto2
TP53 c.817C>T p.Arg273Cys Missense nv 0.00 10.61 22.40 9.17 25.51 26.37 27.24
TP53 c.844C>T p.Arg282Trp Missense nv 65.66 5.50 3.28 1.83 1.26 1.77 0.00
TP53 c.524G>A p.Argl75His Missense nv 0.00 2.10 3.09 1.54 4.04 0.00 5.92
BTK c.1442G>C p.Cys481Ser Missense nv 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 7.37
22 [inea TD (lbrutinib)
LLC-66 LLC-66_pre
LLC-66-2_ttol LLC-66-3_ttol LLC-66-4_ttol LLC-66-5_ttol LLC-66-6_ttol
SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 33.12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
32 |inea IQT 42 |inea 1QT 52 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-68 LLC-68_pre
LLC-68-2_tto3  LLC-68-3_tto4 LLC-68-4_tto4 LLC-68-5_tto5 LLC-68-6_tto5
TP53 ¢.830G>T p.Cys277Phe Missense 0.00 7.38 0.00 24.55 28.26 12.75
TP53 €.135_138delGTCC p.Serd6fs*76 Frameshift 0.00 7.00 0.00 22.12 19.01 0.00
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Anexo 2: Tabla 7 (continuacidn) Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dindmica clonal.

881

Gen ADNCc PQS‘C,‘O.H T'p‘?, Pretratamiento Tratamientos [VAF(%)]
Aminoacido mutacion
12 |inea IQT 22 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-69 LLC-69_pre
LLC-69-2_ttol LLC-69-3_ttol LLC-69-4_ttol LLC-69-5_tto2
EGR2 c.170-3A>T p.? Splice site 35.00 3.61 19.70 28.14 42.00
12 linea 1QT
LLC-70 LLC-70_pre
LLC-70-2_ttol LLC-70-3_ttol
SF3B1 C.2219G>A p.Gly740Glu Missense 36.95 0.00 0.00
12Jinea 1QT 32 TPH 42inea 1QT 52 |inea TD (Ibrutinib) 62 linea TD (Venetoclax)
LLC-73 LLC-73_pre LLC-73- LLC-73- LLC-73- LLC-73- LLC-73- LLC-73- LLC-73- LLC-73- LLC-73-
2ttol  LETEBMO3 g HETESMOS g s 7_ttos 8_ttos 9_ttoS 10_tto6 11_tto6 12_tto6
XPO1 c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 26.60 5.95 16.38 69.84 42.64 46.07 43.37 43.31 45.10 0.00 0.00 0.00
12 linea 1QT
LLC-74 LLC-74_pre
LLC-74-2_ttol LLC-74-3_ttol LLC-74-4_ttol LLC-74-5_ttol
NOTCH1 c.7210C>T p.GIn2404* Nonsense 28.9 0.00 0.00 0.00 0.00
32 |inea IQT 43 |inea TD (lbrutinib)
LLC-76 LLC-76_pre LLC-76- LLC-76- LLC-76- LLC-76- LLC-76- LLC-76-
2. tto3 LLC-76-3_tto3 L] LLC-76-5_tto4 6 ttod 7 ttod 8 tto4 9. ttos LLC-76-10_tto4
TP53 c.79C>T p.Pro27Ser Missense 0.00 44.53 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
12|inea IQT 22 Jinea TD (lbrutinib) 32 Jinea TD (Venetoclax) 423 |inea TPH
LLC-77 LLC-77_pre
LLC-77-2_ttol LLC-77-3_tto2 LLC-77-4_tto3 LLC-77-5_tto4 LLC-77-6_tto4
TP53 c.763A>T p.lle255Phe Missense 6.74 9.85 68.61 0.00 2.1 0.00
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Anexo 2: Tabla 7 (continuacidn) Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dindmica clonal.

Gen ADNc Posicion Aminoacido Tipo mutacion Pretratamiento Tratamientos [VAF(%)]
12linea IQT
LLC-78 LLC-78 pre
LLC-78-2_ttol LLC-78-3_ttol LLC-78-4_ttol LLC-78-5_ttol LLC-78-6_ttol
POT1 c.689C>T p.Ala230Val Missense 2.58 2.58 14.87 30.58 27.94 26.23
POT1 c.273_276delGAG p.Glu92del Frameshift Indel 0.00 2.13 13.77 29.81 27.93 26.52
12linea IQT
LLC-79 LLC-79_pre
LLC-79-2_ttol LLC-79-3_ttol LLC-79-4_ttol LLC-79-5_ttol
ATM €.9119T>C p.1le3040Thr Missense 32.6 nv nv nv nv
12linea IQT
LLC-80 LLC-80_pre
LLC-80-2_ttol
ATM ¢.5497-2A>C p.? Splice site 50.44 nv
ATM €.6452+1G>A p.? Splice site 38.48 nv
12Jinea 1QT 22 |inea TD (Venetoclax)
LLC-81 LLC-81_pre
LLC-81-2_ttol LLC-81-3_tto2 LLC-81-4_tto2 LLC-81-5_tto2 LLC-81-6_tto2
SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 1.03 34.02 0.00 0.00 0.00 0.00
XPO1 c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 47.16 44.70 0.00 0.00 0.00 0.00
TP53 ¢.517G>T p.Vall73Leu Missense 0.00 9.97 0.00 0.00 0.00 0.00
TP53 c.742C>T p.Arg248Trp Missense 0.00 3.26 0.00 0.00 0.00 0.00
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Anexo 2: Tabla 7 (continuacidn) Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dindmica clonal.

Gen ADNc Posicion Aminodcido  Tipo mutaciéon  Pretratamiento Tratamientos [VAF(%)]
12Jinea 1QT 22Jinea TD (Venetoclax)
LLC-82 LLC-82_pre
LLC-82-2_ttol LLC-82-3_tto2
SF3B1 c.2111T>G p.lle704Ser Missense 0.00 10.74 0.00
BIRC3  ¢.1283_1284delCC p.Glu429fs*8 Frameshift Indel 0.00 10.12 0.00
XPO1 c.1712A>T p.Glu571Val Missense 0.00 1.83 0.00
12 linea TD (Ibrutinib)
LLC-84 LLC-84 pre
LLC-84-2_ttol LLC-84-3_ttol LLC-84-4_ttol LLC-84-5_ttol
NOTCH1 c.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 31.17 0.00 0.00 0.00 0.00
12Jinea 1QT 22 [inea TD (Ibrutinib)
LLC-85 LLC-85_pre
LLC-85-2_ttol LLC-85-3_tto2
TP53 c.325T>G p.Phel09Val Missense 0.00 26.08 12.20
TP53 c.733G>A p.Gly245Ser Missense 0.00 7.18 2.10
TP53 c.738G>T p.Met246lle Missense 0.00 6.59 9.72
12 linea 1QT 22 |inea TD (Ibrutinib)
LLC-86 LLC-86_pre
LLC-86-2_ttol LLC-86-3_tto2
SF3B1 c.1876A>T p.Asn626Tyr Missense 45.09 4.16 28.00
TP53 c.743G>A p.Arg248Gin Missense 29.12 4.78 27.26
TP53 c.722C>A p.Ser241Tyr Missense 0.00 0.00 7.18
12 Jinea TD (Ibrutinib)
LLC-89 LLC-89_pre
LLC-89-2_ttol LLC-89-3_ttol LLC-89-4_ttol
NOTCH1 c.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 13.06 2.83 0.00 0.00
12 linea TD (Ibrutinib)
LLC-91 LLC-91 pre
LLC-91-2_ttol LLC-91-3_ttol
TP53 c.637C>T p.Arg213* Nonsense 80.58 2.38 67.79
POT1 c.34_35insTA p.Thr12fs*4 Frameshift Indel 34.16 0.00 0.00
BTK c.1442G>C p.Cys481Ser Missense 0.00 0.00 25.90
FBXW7 C.¥27T>A p.? 3pUTR 0.00 0.00 5.87
FBXW?7 c.1334T>C p.Val445Ala Missense 0.00 0.00 4.40
182 linea TD (Ibrutinib)
LLC-92 LLC-92_pre
LLC-92-2_ttol
ATM c.8560C>T p.Arg2854Cys Missense 40.89 nv
ATM €.6452+1G>A p.? Splice site 23.30 nv
TP53 c.527G>C p.Cys176Ser Missense 18.18 2.43
12Jinea 1QT 22inea IQT 32 [inea TD (Ibrutinib)
LLC-93 LLC-83_pre
LLC-93-2_ttol LLC-93-3_tto2 LLC93-4_tto3 LLC-93-5_tto3
FBXW?7 c.1319A>T p.Asp440Val Missense 13.55 34.10 35.63 4.95 1.19
182 linea TD (Ibrutinib)
LLC-97 LLC-97_pre
LLC-97-2_ttol LLC-97-3_ttol LLC-97-4_ttol
FBXW7 c.1514G>T p.Arg505Leu Missense 1.93 0.00 0.00 0.00
NOTCH1 c.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 17.06 33.45 28.76 11.74
SF3B1 €.2225G>A p.Gly742Asp Missense 8.24 5.58 3.56 2.79
SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 3.13 0.00 0.00 0.00
12 Jinea TD (Ibrutinib)
LLC-99 LLC-89_pre
LLC-99-2_ttol LLC-99-3_ttol
MYD88 c.818T>C p.Leu273Pro Missense 47.15 10.92 2.68
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Anexo 2: Tabla 8 Principales caracteristicas clinicas y bioldgicas de la serie a estudio segun la primera linea de tratamiento recibida. (RIQ:
rango intercuartil; ND: no determinado).

Parémetros clinicos Categoria Inmuno?nuigw;;merapia Ibrutinib (n=39)
Sexo (masculino), n (%) 34 (60%)
Edad (afios), Media (RIQ) 67 (55-73) 65 (61-71)

0 51 (89) 28 (72)
ECOG performance status, n (%) 1 1(2) 11 (28)

2 2(4) 0(0)
Sintomas B, n (%) 6 (10) 3(8)
Linfoadenopatias, n (%) 43 (75) 32 (82)
Esplenomegalia, n (%) 19 (33) 10 (26)
Hepatomegalia, n (%) 6 (10) 3(8)
Cifras hematoldgicas
Hemoglobina, Mediana (RIQ), g/dL 12.30 (10.7-13.70) 12.3(11.5-13.8)
Leucocitos totales, Mediana (RIQ), x1079/L 50.99 (33.90 - 104.54) 82.7(22.52-135.69)
Neutrdfilos absolutos, Mediana (RIQ), x10°9/L 4.29 (2.63-5.75) 4.2 (3.02-5.68)
Linfocitos absolutos, Mediana (RIQ), x10°9/L 40.09 (25.00-97.55) 72.60 (18.20-140.41)
Plaquetas, Mediana (RIQ), x1079/L 162.0 (99.00-221.00)  179.00 (138.00-208.00)
Pardmetros bioquimicos
Lactato deshidrogenasa (LDH), Mediana (RIQ), U/L 383.00 (309.00-482.00) 367.0 (288.25-493.75)
LDH elevado (>1xsuperior al limite normal), n (%) 13 (23) 11 (28)
B2-microglobulina (B2), Mediana (RIQ), mg/dL 2.90 (2.40-4.60) 3.0(2.6-4.0)
B2 elevado (>1xsuperior al limite normal), n (%) 28 (49) 17 (44)
Estadificacion

0 2(3) 5(12)
Estadio Rai, n (%) -1l 33 (58) 19 (49)

-1V 22 (39) 15 (39)

A 15 (26) 16 (41)
Estadio Binet, n (%) B 26 (46) 13 (33)

C 16 (28) 10 (26)
Estudio citogenético
Alteracion en el nimero de copias (FISH), n (%) 33 (58) 32 (82)

del(13q14) 16 (28) 23 (59)

trisomia 12 13 (23) 6 (15)

del(11922) 9 (16) 5(13)

del(17p13) 2(3) 8 (20)
Cartiotipo normal, n (%) 13/25 12/24

1-2 lesiones 11 (19) 10 (26)

Complejidad baja 3 1(2) 0(0)

Complejidad intermedia 4 1(2) 1(3)

Complejidad alta 5 0(0) 1(3)
N@ de tratamientos, Mediana (RIQ) 2 (1-2) 1(1)

1 24 (42) 53 (100)

2 23 (40) 0(0)

3 3(5) 0(0)

4 3(5) 0(0)
N2 de tratamientos LLC

5 0(0) 0(0)

6 2 (3) 0(0)

7 1(2) 0(0)

8 1(2) 0(0)
Recaida, n (%) 37 (65) 3(8)
Exitus 11 (19) 1(3)
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Anexo

Anexo 2: Tabla 9 Posicion genémica de los amplicones includos en el panel IBR-R.

Panel_IBR-R

Cromosoma Amplicon_inicio Amplicon_fin Amplicon_ID Cromosoma Amplicon_inicio Amplicon_fin Amplicon_ID
chrie 81891453 81891531 PLCT2_el0al chrX 100614260 100614358 BTK_el10al
chrie 81891520 81891596 PLCT2_el0bl chrX 100613600 100613711 BTK_ellal
chrie 81893693 81893800 PLCT2_ellbl chrX 100613356 100613446 BTK_el2al
chrie 81895738 81895831 PLCT2_el2al chrX 100613284 100613363 BTK_el12bl
chrie 81895816 81895939 PLCT2_el2bl chrX 100612488 100612582 BTK_el13al
chrie 81900604 81900697 PLCI2_el3al chrX 100611833 100611952 BTK_el4al
chrle 81900669 81900797 PLCI2_e13b1 chrX 100611725 100611840 BTK_el4b1l
chrle 81905386 81905457 PLCr2_el4al chrX 100611200 100611260 BTK_el15al
chrle 81905453 81905580 PLCI2_el4bl chrX 100610993 100611097 BTK_el5a2
chrle 81907675 81907789 PLCr2_el15al chrX 100611091 100611209 BTK_el5b1
chrié 81908494 81908611 PLCT2_el6al chrX 100609612 100609688 BTK_el6al
chrie 81908389 81908501 PLCT2_el6bl chrX 100608843 100608947 BTK_el7al
chrie 81910512 81910626 PLCT2_el7al chrX 100608938 100609001 BTK_el17b1
chrie 81910619 81910727 PLCT2_el7bl chrX 100608242 100608362 BTK_el18al
chrie 81912619 81912738 PLCT2_el8al chrX 100608128 100608247 BTK_e18b1
chrle 81912559 81912631 PLCr2_e18b1 chrX 100604854 100604956 BTK_e19b1
chrie 81919550 81919675 PLCI2_e19al chrX 100632913 100633028 BTK_elal
chrie 81919473 81919562 PLCI2_e19b1 chrX 100632805 100632953 BTK_elbl
chrie 81786127 81786238 PLCI2_ela2 chrX 100630195 100630307 BTK_e2al
chrie 81786059 81786177 PLCT2_elbl chrX 100630102 100630202 BTK_e2bl
chrie 81921170 81921292 PLCT2_e20bl chrX 100629513 100629629 BTK_e3al
chrie 81923472 81923563 PLCT2_e21al chrX 100626610 100626708 BTK_edal
chrie 81923532 81923632 PLCT2_e21bl chrX 100624964 100625075 BTK_e5al
chrie 81927028 81927147 PLCT2_e22al chrX 100617704 100617817 BTK_e6al
chrie 81927137 81927223 PLCI2_e22bl chrX 100617527 100617606 BTK_e6a2
chrie 81928552 81928639 PLCI2_e23al chrX 100617601 100617710 BTK_e6bl
chrle 81931581 81931690 PLCr2_e24al chrX 100617143 100617258 BTK_e7al
chrie 81931480 81931592 PLCI2_e24bl chrX 100615662 100615752 BTK_e8al
chrle 81934419 81934544 PLCr2_e25b1 chrX 100615547 100615671 BTK_e8b1
chrie 81936164 81936285 PLCT2_e26al chrX 100615062 100615143 BTK_e9al
chrie 81936275 81936388 PLCT2_e26bl
chrie 81937754 81937870 PLCT2_e27al
chrie 81937860 81937982 PLCT2_e27bl
chrie 81938797 81938923 PLCT2_e28bl
chrie 81939836 81939967 PLCI2_e29al
chrie 81939962 81940075 PLCI2_e29bl
chrle 81854428 81854521 PLCr2_e2al
chrle 81854516 81854597 PLCI2_e2bl
chrle 81946157 81946275 PLCr2_e30al
chrie 81956681 81956808 PLCI2_e31-32al
chrie 81956795 81956918 PLCT2_e31-32b1
chrie 81957943 81958043 PLCI2_e33-al
chrie 81858253 81858364 PLCT2_e3bl
chrle 81859103 81859217 PLCI2_e4bl
chrie 81869189 81869313 PLCI2_e5al
chrie 81870831 81870955 PLCI2_e6bl
chrie 81880862 81880941 PLCI2_e7al
chrie 81880936 81881032 PLCI2_e7bl
chrie 81883259 81883384 PLCT2_e8bl
chrie 81889156 81889214 PLCT2_e9al
chrie 81889207 81889298 PLCT2_e9bl
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Anexo

Anexo 2: Tabla 10 Multiplex Ay B con los cebadores correspondientes del panel IBR-R.

Pool Multiplex A

Pool Multiplex B

Cebadores gen BTK

Cebadores gen BTK

>elal F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCACAGAAGCTTTACCCTCTAA
>elal R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACACAGCCTGAAAATGTGGT
>e2bl_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAAAAAGAAAACATCACCTCTAAA
>e2bl R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCCAAGTCCTTGATATCTTGA
>e3al_F

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGtctccattttcttcctcattctact

>e3al R

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGtccccatctcagacattggt

>e5al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGCTGAAGTCTGTGTTTTCATC
>e5al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCCTTCTTTCTTTGGAAACATT
>ebal_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGTCATGTGAGCCAACTGGT
>e6al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCAGGAAAGAAGAGAGAGATCA
>e6a2_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCGATGGGCAGTATCTCTGCT
>e6a2_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGAAACAGTCAAAGGAGAAAGAAAT
>e7al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCCTTTCCTAAAGTGCATTC
>e7al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCATTTAAGCAGTGGCAGCAC
>e9al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACTGCCACATTGTTTCCTTC
>e9al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGGAAGATTGTGGACTGACA
>el2bl F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCACCTCAGAGCCAGTATTACCT
>el2bl R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGTAACTCCCTTCTCAGTTGC
>eldbl F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAGAGGCCAGTACGACGTG
>eldbl R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGGTTGTTGTGTGAATTCCT
>el5b1 F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTATGGCGTCTGCACCAA

>el5b1 R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGTATTCCATGGCTTCACAG
>el7al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGATGATGAATACACAAGCTC
>el7al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCTTTGAGCTGTATAATCTGTGTAA
>el8al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAAAAAGACTGCAAACCAATTT
>el8al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGCCAGATGAGGCCTGTAG
>e19b1_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTAGCCACTCTAACACTTTACTTTTTC
>e19b1 R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGTGGAGAAGAGAAGTAGAACCA
>e8b1 _F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGAGCTGAAAAAGGTTGTGG
>e8b1 R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTCAGGAAGGGCTGGTGT

>elbl_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGATGGATCCCTTTCCTTTCAC
>elbl R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGCCTCCACCTCTAGATCAT
>e2al F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCCTCAGGAACTTTCATTATCA
>e2al R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAAGAGAAACAGGCGCTTC
>edal F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGCATCAACCAATAACCATTT
>edal R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTTTCGAGATTTGGTGAGAGAA
>e6bl _F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGGCTTCTCCTCCATGTC
>e6b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTAGCATTTTTGGCTGTCTGA
>e8al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCCTCCTACCTTTTCTCCTAA
>e8al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCATTCATTGGCATGTAATC
>el0al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTTATGACCAGGAGCCACTC
>el0al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGATGCAAGGAGAATGCTGTGT
>ellal F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGAGCACCACTTCCTCCTAC
>ellal R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGGCCTTGGAATAGTAGCAC
>el2al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTTTGTGCCCAAGTTACTGA
>el2al R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGTGCTGAAAAGGTGCTTC
>el3al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCAACAGCATGACCTCTCTC
>el3al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCACCCTACCCCAGAGAAATAA
>eld4al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAAAGAATCACACCAAGACTTT
>eld4al R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGAGCCTTCTTTGATCATCTT
>el5al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTAGTTCCTTGCCTTTCCTG
>el5al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTACTCAGTGATGATGAAGATGG
>el5a2_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAGCTGCTAGAGATGTGCAAG
>el5a2_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTATGATATATCTTCCACTGCTACTTC
>el6al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCACTGGTCTCTGTTTGCAC
>el6al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGAAAGATGAAAAAGCCACA
>el7bl_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAAGCCTCCAAATCCTAATG
>el7bl R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACCGGACTGGAAATTTGG
>el18b1 F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACATTGCCCAAGGCCTAC
>el18b1 R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGCTGAATGGCCAGCTAA
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Anexo

Anexo 2: Tabla 10 (continuacion) Multiplex Ay B con los cebadores correspondientes del panel IBR-R.

Cebadores gen PLCy2

Cebadores gen PLCy2

>elal F
ITCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTTCCTGATTTCTCCCGATT
>elal_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGGAAGCTGAACACAGTCA
>ela2_F
[TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGAGAACCGTCCAGGTGAT
>ela2_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACAGGAAGGTGGACAGGTG
>e2al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCAGCTTCTAATTGGCTCAT
>e2al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGTGAAGCAGCAGTCTTCTTT
>e5al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTGAAAACCCTCAAGGTGAC
>e5al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCATAAAATTCCCAGGCTGA
>e7al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAAATCTTTCCGTTTTTGCATT
>e7al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTCACCCCAGGATGAACA
>e9al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCACTTTGCTGATCTCTCGTTC
>e9al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGGTGTCATCAATGAACTTTGT
>el0al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCAACGTGATGATTCGGTCT
>el0al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTTCATGTCCTGCATGTCC
>el2al F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTAGTAACTGAACTGGTGTGTGG
>el2al R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGTAGATGACCGGCTTCC
>el3al F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGCTGCCCACCCTCTTCT
>el3al R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCTTCGTCAACAGCAGGT
>eldal F
ITCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCCATGGAGACAGCCTATGT
>eldal R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCTGTTGCTTGTGTTCGTC
>el7al_F
ITCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCACTGATGGCGTCCTCT
>el7al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTCGCGGTAGTGCTGGAT
>el8al F
ITCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGTACTATGACAGCCTGAGC
>el8al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCCCTCTGTAGAGCATGT
>el9al_F
ITCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCtTTGTGCTGGGGACCTC
>el19al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCACCAAATCACAAGGGAGTC
>e2lal F
ITCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCCTGACCTTTTCCTTCTTG
>e2lal R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCCTTGGAGACATTGTGGAT
>e22al F
ITCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGGTGCAGATGAGCAGTAGT
>e22al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTCCTCGAAGTCTGCAGTTG
>e23al_F
[TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTAACGTGAGTTATGTCTTGTTTCT
>e23al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGGAAATCCAGGCTAAGATG
>e24al_F

>elbl_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGATCAAGAGAGCCCTGGAG
>e1bl R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAGCGAGTACTCACAGAAGC
>e2bl_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAGCGAGCAAAAGCAGTTC
>e2bl_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGGAGAAAGGCACAGAAACA
>e7bl_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCGATGAATTCAAAAAGGATTC
>e7bl_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCTGCACACACAGGCATC
>e8bl_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTAACTGCACCCCCTTTCC
>e8bl_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGACTAGTCCCCAGCAGCAT
>e9bl_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGATCTGAACAAAGTCCGTGA
>e9bl_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGATCAAAAAGTCACCCCCAAG
>e10b1_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACAGCATCTGGGATGAGAAG
>e10b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCATCACAGGCTCATCTGAAA
>e12bl F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCTCCCTGTAGTGGACTGCT
>e12b1 R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGTCACACCACCCAGAAATC
>e13bl_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGAGCAACAGCGTCACAT
>e13b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTGGACAGCCAACAGCAG
>eldbl_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGATGTCAACATGGAGGACAA
>el4bl_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACAGGCGTATTCTCAGAGC
>e17bl_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTCACCTTCAGCAGCATCTA
>e17b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCTGCTCCACCCTCAGAC
>e18b1_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCACTGACAGCCTGGAGA
>e18b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGATCCTCATCAGCATGTCCTC
>e19b1_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCATGTCAACCCTGTGTTCT
>e19b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACGAGCTCCACCAGACTC
>e20b1_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTCCAGGAGCATGGATTATT
>e20b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGTGACTCCAAAATCATGTG
>e21b1_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACAAAGCCAAGCGAAG
>e21b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAAGAAGGGACAAGTCAAGC
>e22b1_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACTTCCCATCCAACTACGTC
>e22b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTCCCTGAAAAACTGGACCT
>e24b1_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGGCTGATTGGGACATTTCT
>e24b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCACTCAAAGAGCTCCTCCAC
>e26bl_F
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Anexo

Anexo 2: Tabla 10 (continuacion) Multiplex Ay B con los cebadores correspondientes del panel IBR-R.

Cebadores gen PLCy2

Cebadores gen PLCy2

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGATCCTCCGGTGGAGTTTG
>e24al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCAAAGCCCTCAGAATGC
>e26al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACTGATGACCTTTTTCTCTGTG
>e26al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCAACTCTTTGTCCCTTTGG
>e27al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAGGCGTTCACTTTCCTTC
>e27al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCATCAGGATCTTCCTCTGG
>e29al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAAGGATGCGGAGATTGTC
>e29al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCACAAAGCGCAGAAATG
>e30al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTACCTGCCTTTGCATTTTC
>e30al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGGAACCCTTAACTGGTGTT
>e31_32al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACCACATGGTTGTTCTCTCC
>e31_32al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCTTTAACCAGGGCATCC
>e33_al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCACTGCTGATGGTGAAATC
>e33_al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGTTCTCCTACATGCAAACA
>e25b1_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCGGGCACTAAAGACAGTGAA
>e25b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGAGTTATAGGGCATGTTCTTGG
>e16b1_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTTTGGTCCAAGGCTTTCA
>e16b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGTCTCCATGCAGTATTCCT

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTACAATCAAAAGGGCCTGAC
>e26b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACGGGACTACCTTCAGTC
>e27b1_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGAGAAATATGACCCGATGC
>e27b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTCCCTAGACATGGGTTCC
>e28b1_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAATGCTTCCCTTTGGTGTC
>e28b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGAGGGGCCAAGGTGACT
>e29b1_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCATTTGAAATTTATGACCCAAA
>e29b1_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCCCAAATCGAACATCTTAAT
>e31_32b1 F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGACACACACCAGAACTTGC
>e31_32b1 R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGATCATCACCGTGCCTAGAGA
>e3bl_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAGCATTTCTGTTCCCTTTC
>e3bl_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAAATCAACAGGCAAAAGC
>edbl_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCTTTCTCTCTTTCTTTTGTCTCA
>e4bl R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCCCTTGGAAGGTTTAAAGA
>ebbl_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGACATCAAAAATCATGTGG
>e6bl_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAAACAGAAACATCACTTGATCACT
>ellbl_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACTCTCACACGGCCACCT
>el1lbl R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCTCCACCAAGAAGGAGCTA
>el6al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGGACGAGTGCCGAGAAG
>el6al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGAGAAGAAGGTAGGCGTTC
>el5al_F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGGGGCACTAATACCAGTTT
>el5al_R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACCTCCTCCCTATGTGGCTA
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Anexo

Anexo 2: Tabla 11 Calculo de la DSy CV para la variante BTK:c.1442A>C y PLCG2:¢.1990C>T al 10, 5, 2 y 1% de cada una de ellas y a 1000,
750, 500, 250y 100 lecturas por amplicon. No se detectd ninguna variante en la muestra WT.

BTK:c.1442A>C

PLCG2:¢.1990C>T

VAF (%) esperado Cobertura VAF (%) observado Promedio SD CV(%) Cobertura VAF (%) observado Promedio SD  CV (%)
1000 9.89 1000 10.23
1000 10.03 10.02 0.13 1.25 1000 10.11 10.13 0.10 0.95
1000 10.14 1000 10.04
500 9.99 500 10.09
500 9.81 10.06 0.30 2.95 500 10.73 10.22 0.45 4.45
500 10.39 500 9.85
10%
250 11.11 250 10.25
250 9.87 10.54 0.63 5.93 250 11.39 10.45 0.86 8.21
250 10.63 250 9.71
100 11.89 100 12.16
100 10.09 10.55 1.18 11.14 100 11.07 11.03 1.15 10.43
100 9.68 100 9.86
1000 5.83 1000 493
1000 5.17 5.54 0.34 6.07 1000 5.26 5.07 0.17 3.40
1000 5.61 1000 5.01
500 5.89 500 5.03
500 4.84 5.28 0.55 10.33 500 5.79 5.23 0.50 9.47
500 5.11 500 4.86
5%
250 6.39 250 5.22
250 5.68 5.64 0.77 13.67 250 6.09 5.38 0.65 11.99
250 4.85 250 4.83
100 7.14 100 7.81
100 5.28 5.67 132 23.26 100 5.59 6.68 1.11  16.64
100 4.59 100 6.63
1000 2.38 1000 1.94
1000 1.95 2.18 0.22 9.93 1000 2.23 2.07 0.15 7.06
1000 2.21 1000 2.05
500 2.46 500 2.09
500 1.82 212 0.32 15.13 500 1.81 2.15 0.38 17.6
500 2.09 500 2.56
2%
250 2.59 250 2.72
250 1.61 2.02 0.51 25.33 250 3.09 2.55 0.65 25.43
250 1.85 250 1.83
100 3.34 100 1.61
100 2.18 2.34 0.93 40.01 100 3.15 2.46 0.78 31.8
100 1.49 100 2.63
1000 1.23 1000 0.91
1000 1.41 1.24 0.17 13.75 1000 1.29 1.07 0.2 18.22
1000 1.07 1000 1.02
500 1.49 500 1.09
500 1.72 1.40 0.38 27.12 500 1.47 1.17 0.27  22.59
500 0.98 500 0.96
1%
250 0.89 250 1.53
250 1.19 1.32 0.51 38.78 250 1.91 1.47 0.47 3217
250 1.89 250 0.97
100 2.17 100 1.51
100 1.06 1.37 0.70 51.38 100 2.14 1.5 0.65 43.00
100 0.87 100 0.85
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Anexo

Anexo 2: Tabla 12 Cobertura minima y media alcanzada en las muestras de seguimiento por region a estudio.

Gen  Exén Ndmero Cob’e.rtura Cobert.ura Gen Exén Ndmero Cob’e.rtura Cobe@ura Gen Exén Ndmero Cot{e.rtura Cobe@ura
amplicones minima media amplicones  minima media amplicones  minima media
1 1 8.229,50 9.109,25 1 2 14.976,00 15.011,75 1 2 42.251,00 58.163,50
2 1 6.975,00 8.761,00 2 2 14.367,00 14.498,00 2 2 20.917,50 20.941,00
3 1 4.783,00 5.271,50 3 1 2.544,00 2.544,75 3 1 1.462,50 1.712,00
4 4 33.826,50 37.342,50 4 1 317,50 317,50 4 1 2.465,00 3.832,00
5 2 12.890,00 17.837,50 5 1 7.357,00  7.382,00 5 1 183,00 216,00
TP53 6 2 6.692,50 6.701,25 6 1 17,00 7.321,00 6 3 39.679,00 40.754,50
7 2 15.211,50 17.066,00 7 2 10.103,50 10.107,50 7 1 12.849,00 14.567,50
8 2 13.657,50 13.751,00 8 1 55.980,50 60.082,50 8 2 43.084,50 26.597,50
9 1 10.364,00 11.372,00 9 2 67.116,00 67.642,25 9 1 7.805,00 7.707,50
10 2 18.474,50 19.327,00 10 2 13.573,00 13.817,25 pgrx 10 1 25.706,50 22.605,50
11 1 2.249,50 2.789,00 11 1 5.767,50  5.792,00 11 1 8.830,00 10.501,00
6 3 39.784,50  49.647,25 12 2 18.277,50 18.295,00 12 2 43.253,50 48.505,50
BIRC3 7 3 22.830,50 35.145,50 13 2 3.626,50 3.632,25 13 1 20.640,50 28.502,00
8 1 15.780,50  15.965,25 14 2 2.650,00  2.653,00 14 2 30.642,00 31.263,50
9 2 15.113,50 22.906,25 15 1 193,00 193,25 15 3 68.176,00 75.784,00
NOTCH1 34 15 31.618,50 46.863,00 16 2 18.302,50 18.316,25 16 1 28.453,50 36.475,50
MYD88 5 2 22.617,00 22.817,75 pLcG2 17 2 9.678,50 9.687,00 17 2 58.061,50 37.514,50
14 3 28.605,00 33.070,75 18 2 26.459,00 26.491,75 18 2 13.009,50 12.228,00
SF3B1 15 2 12.280,50 15.991,25 19 2 48.040,00 48.084,00 19 1 3.149,50  2.848,50
16 2 5.843,50 9.116,50 20 1 35.089,00 35.138,25
NFKBIE 1 8 26.415,00 30.324,53 21 2 19.266,50 19.271,25
14 1 26.648,00 26.827,50 22 2 18.630,00 18.963,75
XPO1 15 2 52.383,00 52.752,50 23 1 2.230,00  2.230,50
16 2 66.940,00 66.960,00 24 2 1.319,00  1.349,00
1 1 157,00 420,50 25 1 8.649,00  8.651,50
FGR2 2 13 131.897,00 133.455,50 26 2 6.012,50 6.020,75
8 2 57.761,00 57.849,00 27 2 17.195,00 17.201,50
9 2 34.039,00 35.046,50 28 1 49.952,50 49.981,25
FBXW7 10 3 79.642,00 80.000,50 29 2 13.255,00 17.007,50
11 2 63.042,00 63.064,50 30 1 4.281,00 4.283,00
12 3 28.775,00 35.673,00 3312 2 21.160,00 21.196,75
6 2 47.475,00 47.489,50 33 1 537,00 21.196,75
pO1 7 2 20.538,00 21.726,50
8 4 110.068,00 110.116,50
9 2 61.461,00 61.567,50

Anexo 2: Tabla 13 Caracteristicas basales de los pacientes incluidos en los distintos grupos, segun la cinética linfocitaria durante el
tratamiento con Ibrutinib. Sexo: hombres (%). U-LLC: estado mutacional IGVH no mutado. Pre-RLA: recuento linfocitario absoluto en la

muestra inicial previa al tratamiento. RLA: recuento linfocitario absoluto (Todos los valores estén expresados en porcentaje, a excepcién edad y pre-

RLA).
Casos (n)  Edad (afios, LLC-IPI (alto, muy . . Pre-RLA (mediana, s
mediana) alto) U-LLC  del(17p13)/TP53mu Linfoadenopatias x10%/L) Variacion RLA
Grupo 1 11 63 36 36 36 36 64 22,3 (+) 94,91
Grupo 2 15 64 61 73 73 53 27 180,15 () 92,86
Grupo 3 8 65 75 25 50 0 50 83,95 () 19,17
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10 Anexo: figuras.

10.1 Anexo 1: Resultados

Anexo 1: Figuras 1 /lustracion de la distribucion de la cobertura obtenida a lo largo de todas las regiones a estudio en la muestra pretratamiento. a) Diagrama de cajas con la distribucién de la cobertura minima de
cada caso pretratamiento, para cada region target. b) Distribucion de la cobertura media obtenida para cada muestra pretratamiento para cada regidn particular. c) Diagrama de barras que muestra el total de casos
con un >85% de cada region a estudio cubierta por una cobertura >1000x (azul), >500x (lila), >250x (naranja), >100x (amarillo), >25x (rojo claro), <25x (rojo oscuro). (Estos cut-off han sido extraidos del estudio publicado por

Spencer et al. 2014; limite de 1000 lecturas marcado en con linea discontinua roja).
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reordenamientos subclonales en gris; el valor maximo de ratio entre clones en verde, y el resto de proporciones clonales en negro. a) 9 muestras con doble reordenamiento; b) 63 muestras ejemplo de la cohorte total,

Lecturas mapeadas IGVH (%)

Anexo 1: Figuras 2 Porcentaje clonal de los diferentes reordenamientos IGVH detectados por NGS. Diagrama de barras, en el que los valores positivos del eje Y, representan el porcentaje clonal de los diferentes
reordenamientos de IGVH detectados, mientras que los valores negativos muestran las proporciones del % entre los clones consecutivos de una muestra. El reordenamiento mayoritario coloreado en rojo,
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Anexo

Anexo 1: Figuras 3 Diagrama de barras con la cobertura minima antes (azul) y después (verde) del reajuste de concentracién de cebadores/primers para el panel IBR-R. (Limite de 1000 lecturas marcado en rojo; 95% IC).
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marcado en con linea discontinua roja).
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muestras de seguimiento, para cada region target. b) Distribucion de la cobertura media obtenida para cada region particular. c) Diagrama de barras que muestra el total de casos con un >85% de cada region a estudio
cubierta por una cobertura >1000x (azul), >500x (lila), >250x (naranja), >100x (amarillo), >25x (rojo claro), <25x (rojo oscuro). (Estos cut-off han sido extraidos del estudio publicado por Spencer et al. 2014; limite de 1000 lecturas

Anexo 1: Figuras 4 llustracion de la distribucién de la cobertura obtenida a lo largo de todas las regiones a estudio en las muestras de seguimiento. a) Diagrama de cajas con la distribucion de la cobertura minima de las

[ &

300.000™
40.0007]
20.0007]
10.0007]
5.0007
2.0007]
o~

100

0

g 3 58 Bgs ' skEg sk
E 5 s soo 5688 sf
(X0001) BLLIULI BINKBGOQ (X0001) BIpAW BANLIAGOQ (%) sajuaped N

202



Anexo

Candidatos

12 Evaluacion Molecular

1% linea tratamiento

Anexo 1: Figuras 5 Flowchart.

Pacientes con LLC (n=96)

Estudio perfil genético
prefratamiento (n=93)

Inmunoguimioterapia (n=57)
Terapia dirigida (n=39)

*28 Evaluacion Molecular

Estudio seguimiento 1° linea (n=92)

*3% Evaluacion Molecular

2% linea de tratamiento (n=23)
3% linea de tratamiento (n=3)
42 linea de tratamiento (n=3)
6% linea de tratamiento (n=2)
7% linea de tratamiento (n=1)
82 linea de tratamiento (n=1)

o muestra pretratamiento (n=3) (LLC-64; LLC-4; LLC-100).

| Estado mutacional ATM pendiente (n=42),
© 213 variantes benignas y probablemente benignas descartadas,

¢ Exitus {LLG-7)
. LLC-55, LLC-58, LLC-68, LLC-T6 no muestra de seguimiento
Mo seguimienta de las ATM_, pretratamiento

*Estudio molecular y determinacion de
IGVH por NGS en todos los casos.
Evaluacion de EMR por CF 157 muestras.
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Anexo

color indica la tendencia de cada mutacion a lo largo del tiempo: indetectable (<-4), disminucion (<-0,5), estable (-0,5 y 1), adquirido y/o aumento (>1).

Anexo 1: Figuras 6 Dindmica clonal de las mutaciones detectadas bajo tratamiento con Ibrutinib en pacientes sin tratamiento previo. Heatmap con el CCF log2-fold-change (Log2FC) para cada mutacion. El cédigo de
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Anexo 1: Figuras 7 Monitorizacion de las mutaciones genéticas en funcion de los tamafios clonales circulantes en SP de los pacientes tratados con Ibrutinib en respuesta global. Graficas de dispersion en las que los
puntos negros representan el recuento linfocitario absoluto LLC. El resto de puntos (distintos colores), marcan la distribucion de CCF de cada mutacidn genética, multiplicado por el niumero de células LLC circulantes en
SP (tendencias representadas con las lineas de interpolacidn entre puntos, escala potencial exponente 0.1). (Linfs abs LLC: linfocitos absolutos LLC unidades x10%/L). (No representados LLC-18, LLC-24, LLC-39, LLC-40 al no disponer de

S0¢

muestras de seguimiento tras los 12 meses de tratamiento).
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Anexo 1: Figuras 7 (continuacion) Monitorizacién de las mutaciones genéticas en funcién de los tamafios clonales circulantes en SP de los pacientes tratados con Ibrutinib en respuesta global. Graficas de dispersion
en las que los puntos negros representan el recuento linfocitario absoluto LLC. El resto de puntos (distintos colores), marcan la distribucion de CCF de cada mutacion genética, multiplicado por el nimero de células
LLC circulantes en SP (tendencias representadas con las lineas de interpolacién entre puntos, escala potencial exponente 0.1). (Linfs abs LLC: linfocitos absolutos LLC unidades x10%L). (No representados LLC-18, LLC-24, LLC-39,
LLC-40 al no disponer de muestras de seguimiento tras los 12 meses de tratamiento).
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Anexo 1: Figuras 8 Monitorizacion de las mutaciones genéticas en funcion de los tamafios clonales circulantes en SP de los pacientes tratados con Ibrutinib con linfocitosis persistente y en recaida con transformacion a
Sindrome de Richter. Graficas de dispersion en las que los puntos negros representan el recuento linfocitario absoluto LLC. El resto de puntos (distintos colores), marcan la distribucion de CCF de cada mutacion
genética, multiplicado por el nimero de células LLC circulantes en SP. El caso LLC-91 es el Unico caso con huella genética en recaida a Ibrutinib. (Tendencias representadas con las lineas de interpolacién entre puntos, escala
potencial exponente 0.1; Linfs abs LLC: linfocitos absolutos LLC unidades x10%/L) (No representados LLC-18, LLC-24, LLC-39, LLC-40 al no disponer de muestras de seguimiento tras los 12 meses de tratamiento).
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