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LEUCEMIA LINFÁTICA CRÓNICA, EVOLUCIÓN CLONAL Y 

MONITORIZACIÓN MOLECULAR 

Actualmente la estratificación pronóstica de los pacientes con Leucemia Linfática Crónica (LLC) se 

basa en el índice pronóstico LLC-IPI, que integra marcadores clínicos, citogenéticos y biológicos, 

principalmente el estudio de la región variable del gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas 

(IGVH) y el estado mutacional del gen TP53. Durante los últimos 10 años, se han hecho importantes 

avances en la comprensión de la biología de la LLC. Exhaustivos estudios mediante técnicas 

secuenciación de nueva generación (NGS), han diseccionado las características genómicas, 

epigenómicas y transcriptómicas de la enfermedad y han permitido identificar las alteraciones genéticas 

más comunes asociadas con el desarrollo, la progresión y la resistencia a los tratamientos 

convencionales, y desarrollar nuevas herramientas pronósticas, y novedosas terapias dirigidas. Aun así, 

la LLC ilustra el desafío que la evolución del cáncer plantea a la oncología 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 evolución clonal después de la terapia es la 

regla y no la excepción, mientras que, a pesar del alto nivel de efectividad clínica de las terapias dirigidas 

(TD), la progresión de la enfermedad con Ibrutinib se aprecia como el resultado de la adaptación del 

tumor a la resistencia a la terapia. 

A día de hoy, se desconoce en qué medida los parámetros clínicos y las alteraciones clonales 

impactan sobre la evolución de la enfermedad, y 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 evolución clonal de las variables clínicas, 

biológicas y moleculares con valor pronóstico y/o predictivo potencial en la LLC.  

Para ello, se realizó 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 características clínicas y biológicas de la enfermedad, así como las fechas de progresión, 

administración de tratamiento, y respuesta al mismo. Se caracterizó 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 FBXW7, con 4 paneles independientes, OG-CLL, OG-CLL2, OG-TP53 y OG-ATM, de 

tecnología paired-end 150x2 de lectura corta de Illumina mediante secuenciación de nueva generación 

(NGS). Se determinó el clonotipo y estado mutacional IGVH por Secuenciación Sanger (Sseq), y en 

paralelo por NGS a partir de una estrategia de preparación de librerías y una herramienta de análisis B-

MyRepCLL propia. Se diseñó y validó el panel IBR-R por un procedimiento de lectura corta y sistemas 
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Illumina NGS, para la detección de mutaciones en los genes BTK y PLCγ2 asociados a resistencias a 

Ibrutinib. La evaluación de la enfermedad medible residual (EMR) por citometría de flujo, se realizó en 

muestras de SP con la combinación de 8 colores y los marcadores celulares CD19, CD20, CD5, CD43, 

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

Los resultados muestran la importancia de la caracterización genética en el estadio inicial de la 

enfermedad por la técnica de NGS expuesta. Conocer el patrón genético, ha permitido evaluar la 

fracción alélica secuencial de cada mutación como indicador de la capacidad evolutiva de la enfermedad 

a corto y largo plazo, siendo el fundamento de la asociación potencial entre una dinámica clonal 

temprana y una respuesta adversa a según qué tipo de tratamiento administrado y en función del 

tiempo. En concreto, las mutaciones secuencialmente adquiridas en los genes TP53 y SF3B1, y la 

del(17p13), han revelado el patrón de evolución más relacionado con el mecanismo de resistencia 

molecular a la IQT, mientras que el aumento de carga, en el contexto de la terapia con Ibrutinib, se ha 

asociado a otros genes driver, como SF3B1 y NOTCH1, y con una relación indirecta entre TP53mut y la 

competencia clonal. Además, la implementación del panel IBR-R, ha permitido detectar la mutación en 

el gen BTK p.Cys481Ser meses antes de la recaída clínica, lo que refuerza el papel de estas mutaciones 

como elementos centrales de la resistencia a Ibrutinib.  

El método desarrollado de preparación de librerías in house del locus IGH por NGS y la 

herramienta específica B-MyRepCLL, ha demostrado ser altamente robusto en la anotación de los 

reordenamientos VDJ y en la detección del repertorio inmunogenético, con respecto a la técnica gold-

estándar 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 

dinámica y características moleculares. 
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1 Introducción 

La hematopoyesis es el proceso dinámico mediante el cual el organismo obtiene el repertorio 

completo de células sanguíneas a partir de células progenitoras multipotentes, las células madre 

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

La capacidad de autorrenovación y diferenciación en múltiples linajes de las células madre 

hematopoyéticas en la médula ósea (MO), hace posible la producción permanente de todas las células 

sanguíneas. Los avances en genómica, la secuenciación de nueva generación (Next-Generation 

Sequencing, NGS) y los mapeos integrados de célula única o single-cells, han revelado que la 

hematopoyesis más que un proceso jerárquico 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). 

 
Figura 1.1 Modelos de evolución de la hematopoyesis. A) Modelo clásico; B) Modelo continuo; C) “Punctuated continuum”, comparte algunas 

de las transformaciones fenotípicas del modelo clásico, 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 

autorrenovación. 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/macrófagos 

(Granulocyte/Macrophage Progenitors, GMP) y progenitores eritroides/megacariocíticos 

(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, T y NK. 

El éxito de este proceso se basa en la interacción sinérgica entre el propio programa de 

diferenciación codificado genéticamente y una serie de factores intrínsecos y extrínsecos, entre los que 

se incluye el microambiente, factores de transcripción específicos y estado metabólico intracelular 

(Rodrigues et al., 2020).  

La pérdida de homeostasis en la autorrenovación y diferenciación de las HSC, junto con una 

proliferación incontrolada de las células progenitoras derivadas, promueve la expansión clonal del 

sistema hematopoyético y el origen de la leucemogénesis y linfomagénesis (Kennedy & Barabé, 2008; 

Warner et al., 2004). La transformación maligna implica la adquisición de una serie de cambios genéticos 

y epigenéticos que subvierten los programas normales de desarrollo celular, generando un clon 

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

1.1 Linfopoyesis: desarrollo de los linfocitos B. 

La linfopoyesis es el proceso de formación y maduración de la serie linfoide, a partir de células 

progenitoras CLP. Los órganos 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 diferenciación controlados 

por una serie de factores de transcripción que interactúan con el microambiente celular. En MO, los 

primeros estadíos 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 recombinación genética. Es un mecanismo aleatorio, 

en el que se seleccionan y ensamblan regiones génicas para conformar una inmunoglobulina exclusiva 

y única. Esta estructura queda anclada en la membrana de la célula B (inmunoglobulina de membrana, 

mIg), 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 Descripción general del desarrollo de células B. Orden cronológico de los estadios de células B en la médula ósea (izquierda) y los 

órganos linfoides secundarios (derecha). Se representa el paso específico en el que se produce cada reordenamiento del gen de la 
inmunoglobulina (Adaptada de las plantillas de BioRender.com). 

Durante la diferenciación 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 asociación 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 expresión de pre-BCR inicia la progresión hacia las etapas de células 

pre-B e induce el reordenamiento completo de la cadena IGL. La adquisición de un BCR funcional, 

compuesto por la combinación única de IGH e IGL para la conformación 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 antígeno 

(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 antígenos (Ag) con 

los que intercatúa en el microambiente de la MO, son casi siempre autoantígenos (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 inducción de 

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

Los linfocitos B naïve, con un BCR inocuo, salen de la MO y completan su maduración en la 

periferia, donde la diferenciación en los diversos subconjuntos de células B (células B del manto folicular, 

de la zona marginal, y del centro germinal) está determinada por las distintas influencias 

microambientales de los órganos linfoides secundarios (bazo, ganglios linfáticos y tejido linfoide) 

(Rickert, 2013). La gran mayoría de las células B inmaduras, recirculan a través de la sangre y las regiones 

foliculares de los órganos linfoides, hasta el reconocimiento de un Ag afín. Estos linfocitos B activados, 

migran a los órganos 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 folículos de los 

órganos linfoide secundarios. Son estructuras microanatómicas formadas por acúmulos 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 diversificación de los genes de las 

inmunoglobulinas, impulsada por dos procesos simultáneos: la hipermutación somática (Somatic 

Hypermutation, SHM), y la conmutación de cambio de inmunoglobulina (Class-Switch Recombination, 

CSR). La proliferación 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 

plasmáticas. Las primeras, circulan por todo el organismo en busca de la neutralización de los Ags por 

los que sus BCRs tienen alta afinidad. En cambio, las células plasmáticas, secretan anticuerpos 

específicos (Ab, o también conocidos como inmunoglobulinas solubles, sIg), 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 rápidamente a los antígenos 

microbianos; mientras que las células B del manto, son linfocitos B de menor tamaño, e inactivos, que 

se extienden como un manto en torno al centro germinal, y presentan un bajo índice 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 estimulación antigénica, la señalización basal (o tónica) de BCR es indispensable, 

pero también lo es para la mayoría de las neoplasias malignas de células B puesto que las mutaciones 

que acompañan a la transformación de células B malignas a menudo afectan a la red de señalización 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 características clave de su célula de 

origen, incluidas las específicas de la etapa de diferenciación del precursor de la neoplasia hematológica 

(Küppers, 2005).  

El término leucemia se refiere a la expansión clonal de células malignas en médula ósea, lo que 

clásicamente resulta en un número elevado de células del linaje afectado, en la sangre circulante y, en 

ciertas neoplasias linfoides, la proliferación celular anormal en el tejido linfático. Generalmente se 

clasifican en dos tipos según el linaje, linfoide o mieloide, y el estado de maduración celular, agudo o 

crónico.  
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Los linfomas son neoplasias de linfocitos B y T bien diferenciados, que típicamente se presentan 

como masas malignas en el tejido linfático. 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 más 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-neoplásicas o neoplásicas de linfocito pequeño 

Linfocitosis B monoclonal 

Leucemia linfocítica crónica/ Linfoma Linfocítico de célula pequeña 

Leucemias y linfomas de células B esplénica 

Linfoma linfoplasmocítico 

Linfoma de la zona marginal 

Linfoma Folicular 

Linfoma cutáneo centrofolicular 

Linfoma de células del manto 

Transformación 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 desregulación 

Linfoma de Hodgkin 
Tabla 1.1 Clasificación preliminar de la OMS (5ª edición) (Alaggio et al., 2022). 

La mayoría 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 

genómica asociada con los procesos de SHM y CSR durante el tránsito de GC, aumenta la susceptibilidad 

a la transformación maligna.  

En el caso de la leucemia linfocítica crónica (LLC), el origen celular es controvertido: la presencia 

de reordenamientos clonales de IG, junto con la expresión de marcadores de superficie celular 

específicos, sugiere que la LLC deriva de una célula B madura que se caracteriza por una expresión débil 

de marcadores de células B, aunque no está claro si los linfocitos B LLC son pre-GC o post-GC (Figura 

1.3) (Bosch & Dalla-Favera, 2019; Küppers, 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 Linfocítica 

Crónica; 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 Señalización mediada por BCR en los linfocitos B: activación crónica en neoplasias 
linfoides. 

Como se ha mencionado, la señalización a través del BCR es fundamental para el desarrollo y 

mantenimiento de las células B. A la luz de las numerosas vías 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 está formado por una inmunoglobulina de membrana unida de forma no covalente a un 

heterodímero compuesto por CD79α (protein-α, Igα) y CD79β (protein-β, Igβ). Además, está asociado a 

correceptores que regulan positivamente la señal a través de CD21, CD19 y CD81; y a correceptores 

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

A través del BCR, se generan dos tipos de señales: una señal continua basal denominada 'tónica', 

independiente de la unión al antígeno; y una señalización “crónica” en respuesta al reconocimiento 

antigénico. Estas señales, promueven la selección, proliferación y supervivencia de las células B a través 

de distintas vías de activación: MAPK, NFAT, AKT/mTOR, NF-κB y BCL-2 (ten Hacken & Burger, 2014). 

El BCR está conectado a una red de quinasas y fosfatasas que regulan y amplifican su activación. 

La activación de BCR dependiente de antígeno, comienza a través de la fosforilación de los motivos de 

activación basados en inmunoreceptores de tirosina (tyrosine-based activation motifs, ITAMs) de CD79α 

y CD79β, por la acción de tirosin quinasas de la familia Src, entre las que se encuentran LYN, FYN y BLK.  
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Estos eventos, están asociados con la oligomerización y el crecimiento en microclusters de BCR, 

lo que promueve el reclutamiento y activación de otras quinasas, en concreto SYK (Spleen Tyrosine 

Kinase). Por un lado, SYK induce la fosforilación de RAS, que se une y activa la quinasa RAF, para que, 

posteriormente active MEK1 y MEK2, localizados inmediatamente a continuación de la quinasa 

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

 Por otro lado, la activación de SYK, induce la de la proteína enlazadora de células B (B cell linker 

protein, BLNK), de la tirosina quinasa de Bruton (Bruton Tyrosine Kinase, BTK) y de la fosfolipasa Cγ2 

(PhosphoLipase Cγ2, PLCγ2). BLNK permite que SYK fosforile BTK, aunque en el reclutamiento de BTK, 

también participa de manera paralela la señalización tónica de BCR (Burger & Wiestner, 2018). 

En la señalización tónica de BCR, el correceptor positivo CD19 participa en la activación de la vía 

PI3K-AKT y a la inducción de la supervivencia. Tras la fosforilación de los dominios citoplasmáticos de 

CD19 por LYN, la enzima fosfoinosítido 3-quinasa (Phosphoinositide 3-kinase, PI3K), es reclutada y 

activada, para generar una molécula lipídica que actúa como segundo mensajero, la fosfatidilinositol-

3,4,5-trifosfato (PhosphatidylInositol-3,4,5-TriphosPhate, PIP3), a partir de la fosforilación del fosfolípido 

de membrana PIP2 (PhosphatidylInositol-4,5-bisPhosphate). PIP3, es esencial para el reclutamiento de 

BTK y la activación de PLCγ2 (Burger & Wiestner, 2018; Hus et al., 2022). 

La activación de PLCγ2, hidroliza PIP2 para generar inositol trifosfato (Inositol trisPhosphate, 

IP3) y diacilglicerol (DiAcylGlycerol, DAG). La unión de IP3 a su receptor, un canal de calcio localizado en 

el retículo endoplasmático (RE), inicia la movilización del calcio (Ca2+) al citosol celular.  

El Ca2+ por un lado, activa la fosfatasa calcineurina (CN), la cual defosforila y activa el factor de 

transcripción NFAT (nuclear factor of activated T cells); la acción conjunta del Ca2+ y DAG, activan la 

proteína quinasa Cβ (Protein Kinase C, PKCβ), la cual fosforila el adaptador de la proteína CARD11 

(caspase recruitment domain-containing protein 11) para la activación del factor nuclear-κB (Nuclear 

Factor-κB, NF-κB); por último, los niveles Ca2+ regulan la apoptosis celular (Figura 1.4) (Debant et al., 

2015). 
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Figura 1.4 Cascadas de señalización de la célula B. Maquinaria de señalización celular a través de la activación antigénica del receptor BCR, 
para promover el propio crecimiento, diferenciación, proliferación y supervivencia de la población linfocitaria B. (Adaptada de las plantillas 

de BioRender.com). 

La apoptosis, es el proceso de muerte celular programada. Durante la activación del linfocito B, 

la proteína anti-apoptótica BCL-2 (B-cell lymphoma 2) tiene un papel determinante en la consolidación 

de la supervivencia celular. BCL-2, actúa en dos compartimentos celulares diferentes, la mitocondria y 

el RE. El mecanismo más descrito de BCL-2 es su acción sobre sus heterólogos, las moléculas 

proapoptóticas como BAX (Bcl-2-associated X protein), localizadas en la mitocondria. La inhibición de la 

apoptosis por BCL-2 también es mediada en el RE, a través de la inhibición de la actividad del receptor 

de IP3. Esta inhibición, limita la liberación de Ca2+ al citosol, promoviendo la proliferación 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 actúan como 

autoantígenos (galectina-1, de las células estromales), así como antígenos externos, de los que las 

células de LLC son reactivas. Este hallazgo, podría explicar la activación crónica de la vía BCR, evidencia 

que se ve particularmente en las células de LLC aisladas de los ganglios linfáticos, las cuales 

normalmente muestran altos niveles de expresión de genes diana de BCR y NF-κB y expresan moléculas 

de señalización de BCR activados constitutivamente, incluido LYN, SYK, PI3K y BTK entre otras. Es 

importante destacar que la activación aumentada de estas moléculas se correlaciona con la inhibición 
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de la apoptosis espontánea, lo que sugiere un papel favorable en la supervivencia de las señales BCR 

(Efremov et al., 2020). 

1.2 Leucemia Linfática Crónica (LLC). 

1.2.1 Características de la LLC: definición y criterios diagnósticos. 

La leucemia linfocítica crónica (LLC), es una neoplasia de célula B madura que se caracteriza por 

la proliferación y acumulación de linfocitos B monoclonales en sangre periférica (SP), MO, tejidos 

linfoides, y/o áreas extraganglionares. Como consecuencia cursa con linfocitosis, infiltración de células 

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

Es la leucemia en adultos más común en los países occidentales, si bien, es menos frecuente en 

Asia y relativamente rara en Japón y Corea, lo que sugiere la implicación 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 año, representa el 1,1% de 

todos los cánceres en EEUU (estadísticas 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 población 

está más envejecida, con una mediana de edad al diagnóstico de 70 años (Eichhorst et al., 2021; 

Chiorazzi et al., 2021).  

La LLC se diagnostica por la presencia de >5 x109/L linfocitos B clonales en SP durante al menos 

3 meses; o por la presencia de su variante no leucémica, el linfoma linfocítico de células pequeñas 

(LLCP). El desarrollo de la LLC a menudo está precedido por un estado precursor no sintomático llamado 

linfocitosis de células B monoclonales (LBM), definido como un recuento de células B monoclonales <5 

x109/L con el fenotipo típico de LLC (Tabla 1.2) (Alaggio et al., 2022). 

Característica LBM LLCP LLC 

Recuento células B clonales <5 x109/L <5 x109/L >5 x109/L 

Linfoadenopatías/Organomegalia - (+) -/+ 

Citopenia - - -/+ 

Tabla 1.2 Criterios diagnósticos para LBM, LLCP y LLC. Linfocitosis de células B monoclonales (LBM), linfoma 
linfocítico de células pequeñas (LLCP), leucemia linfática crónica (LLC) (Adaptación 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 acompaña de síntomas B (fiebre, 

sudores nocturnos o pérdida de peso) (Eek et al., 2021; Tresckow et al., 2019). La linfoadenopatía es el 

hallazgo más común en la exploración física, detectándose en el 70-80% de los casos. Un 50% de los 
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pacientes presentan organomegalias, de las que la esplenomegalia varía de ser apenas palpable a 

masiva, mientras que la hepatomegalia es menos frecuente. 

 La enfermedad resulta de la acumulación de linfocitos neoplásicos pequeños y maduros, que 

coexpresan marcadores esenciales de superficie o citoplasmáticos CD5, CD19, CD20, CD23 y expresión 

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

 A pesar de esta homogeneidad fenotípica, la evolución clínica y biológica es muy heterogénea: 

algunos pacientes presentan una enfermedad agresiva que requiere tratamiento poco después del 

diagnóstico y/o pueden sufrir una transformación histológica a un linfoma agresivo, usualmente linfoma 

difuso de células grandes (LDCGB), conocido como síndrome de Richter; mientras que otros cursan de 

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

1.2.2 Pronóstico en la LLC: estimación en situaciones de incertidumbre. 

Se denomina factor pronóstico a toda situación, condición o característica que proporciona 

información prospectiva de la evolución del paciente, independientemente del tratamiento 

administrado. Generalmente refleja la biología subyacente y la historia natural de la 

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

1.2.2.1 Estadiaje clínico: estadios de Rai y Binet. 

El sistema de estadificación 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 I o II, 

como enfermedad de riesgo intermedio, con linfocitosis, adenopatías palpables o no en cualquier 

localización, 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 

III) o trombocitopenia (definida por un recuento de plaquetas inferior a 100 x109/L) (estadio IV) (Rai et 

al., 1975).  

 De forma similar, el sistema de estadificación de Binet se basa en el número de áreas afectadas, 

definidas por la presencia de adenopatías de más de 1cm de diámetro u organomegalia, si hay anemia 

o trombocitopenia. Las áreas de compromiso consideradas son: cabeza y cuello, axilas, ingles, bazo 

palpable e hígado palpable. El sistema de estadificación Binet define: estadio A, como Hb ≥10g/dL y 

plaquetas ≥ 100 x109/L y hasta dos áreas ganglionares involucradas; estadio B, como Hb ≥10g/dL y 

plaquetas ≥ 100 x109/L y organomegalia mayor que la definida para el estadio A (tres o más áreas 

ganglionares); estadio C,  como Hb <10g/dL y/o un recuento de plaquetas de menos de 100 x109/L (Binet 

et al., 1981). 



Introducción 

29 
 

1.2.2.2 Beta-2-microglobulina. 

La beta-2 microglobulina (β2M), es una proteína extracelular que se expresa en células 

nucleadas y se asocia de forma no covalente con la cadena β del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC) de clase I. En la LLC, se correlaciona con marcadores de proliferación rápida, 

como la expresión elevada de LDH, CD38 y ZAP70, y con la síntesis de proteínas, pudiendo reflejar la 

presencia de un clon proliferativo más “activo” (Parikh & Shanafelt, 2016). De hecho, un valor el β2M 

elevado (≥3,5 mg/L) al diagnóstico, 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 puntuación de Rai y BInet, y los marcadores séricos todavía se usan en 

la práctica clínica, no son suficientes para dilucidar el pronóstico en el contexto de la heterogeneidad 

de la LLC. Más recientemente, el desarrollo de nuevas técnicas y la mejora de la caracterización genética 

y molecular de la LLC, han generado una plétora de biomarcadores pronósticos que han demostrado 

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

1.2.2.3.1 Gen de las inmunoglobulinas: región variable de la cadena pesada de las IG. 

 La heterogeneidad biológica 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 recombinación genética que sufren los complejos génicos de IGH e IGL (Kappa, IGK o 

Lambda, IGL) durante el desarrollo de las células B en la MO: complejo variable (Variable, V), diversidad 

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

En el locus de la IGH, localizado en el cromosoma 14q32.33, es considerablemente más 

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. Además, hay 27 segmentos del gen DH y 6 segmentos del gen JH (Figura 1.5A) 

(Schroeder & Cavacini, 2010).  

Este mecanismo de recombinación, es iniciado por dos genes Rag1 y Rag2, cuyos productos 

actúan sinérgicamente en la unión de los segmentos V, D, J. Las proteínas RAG reconocen secuencias 

señal de recombinación (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 

(ácido desoxirribonucleico), adyacentes a las RSS. La recombinación comienza con la unión de un 

segmento del gen DH a un JH, seguido por la yuxtaposición de un elemento VH al extremo amino-
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terminal del intermediario DJ. De esta manera, las DSBs se reparan mediante la unión de extremos no 

homólogos. Durante este proceso de corte y empalme, la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal 

(Terminal deoxynucleotidyl Transferase, TdT), agrega nucleótidos aleatorios en las uniones, conocidos 

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

La conjunción del complejo reordenado V(D)J de la IGH e IGL, conforma el fragmento variable 

(Fv) del BCR. Las regiones de Fv, que entrarán 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 epítopo más hipervariable en longitud y 

estructura, por ser la región que acumula mayor número de DSBs y de nucleótidos N (Dunn-Walters et 

al., 2018). 

Como se ha mencionado, tras la activación por exposición a un Ag afín del linfocito B, se genera 

diversidad BCR adicional por el proceso de hipermutación somática (Somatic Hypermutation, SHM). En 

concreto, la enzima deaminasa de citosina inducida por activación (Activation Induced Cytosine 

Deaminase, AID), introduce mutaciones, sobre todo, de nucleótido único, en la región V(D)J a una tasa 

de 10-3 cambios por par de bases por ciclo celular. Estas mutaciones están preferiblemente presentes 

en las CDR, dando lugar a BCR que se seleccionan para aumentar la capacidad de unión a antígeno en 

los GC, garantizando así la maduración por afinidad (Figura 1.5 B y C) (Hengeveld et al., 2021). 

 El paso final de diversificación del gen IG es la conmutación del cambio de inmunoglobulina o 

CSR también llamado conmutación del isotipo, es un proceso en el que se cambia la región constante 

de la IGH, modificando así la función de la IG sin alterar su especificidad antigénica (Figura 1.5  B y 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 región variable de IGH (IGVH), resulta clave en la estratificación del 

riesgo en la LLC (Sutton et al., 2017). Es una entidad genética única que permanece estable a lo largo de 

la evolución de la enfermedad, y es independiente de otros parámetros clínicos y biológicos (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 más indolente (60%). Sin embargo, los casos con una 

IGVH3-21 son la excepción, 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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Figura 1.5 Reordenamiento de las IG durante la ontogenia del linfocito B. A) Loci del receptor de la célula B, Locus de la cadena ligera Lambda 
(λ) y Kappa (κ), cadena pesada (H). B) Durante el desarrollo de la célula B, el proceso de recombinación genética de las IGH e IGL, se produce 
en estadio pro-B y pre-B, respectivamente, mientras que la SHM y CSR, en los centros germinales. C) Esquema del proceso de recombinación 
genética, SHM y CSR. L: leader; V: variable; D: diversidad; J: junction o unión; C: constante. SHM: Hipermutación somática; CSR: conmutación 
del cambio de inmunoglobulina. G; cadena pesada gamma (IgG); M: cadena pesada mu (IgM). (Adaptada de las plantillas de BioRender.com). 

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 homología con respecto a la línea germinal 

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

o U-LLC (≥98%) (Agathangelidis et al., 2022).  

 
Figura 1.6 Comportamiento clínico de pacientes U-LLC y M-LLC. Curvas Kaplan-Meier de supervivencia global (SG) A) Adaptación (Damle et al., 

1999) B) SG casos con IGVH3-21 (Tobin et al., 2002). 
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Estas dos entidades biológicas en la LLC, surgen de linfocitos B en diferentes etapas de 

maduración: 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 más allá de su estado 

mutacional. A pesar del fundamento biológico que refuerza la hipervariabilidad de BCR, su repertorio 

en LLC está sesgado. Hay reordenamientos IGVH constituidos por segmentos génicos más 

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 patológico (IGVH7) (Fais et 

al., 1998; Johnson et al., 1997).  

A día de hoy, la evidencia molecular más sólida que respalda el impulso de determinados 

antígenos en la selección y activación de clones patológicos en la LLC, surgió del hallazgo de que 

subgrupos de pacientes no emparentados, portan IG BCR idénticos o casi idénticos, un fenómeno que 

no puede atribuirse únicamente 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 presentación, curso y evolución clínica similares, incluida la respuesta al 

tratamiento, y con un background biológico común de la enfermedad (Tabla 1.3) (Agathangelidis et al., 

2021; Jaramillo et al., 2020). 

Subset (frecuencia) Estado mutacional Genes IG Mutaciones driver Evolución Clínica 

Subset #2 (~2,5-3%) U-LLC y M-LLC IGVH3-21/(DH)/IGJH6 
IGVL3-21 

SF3B1 y ATM Muy agresiva (1,9 años) 

Subset #1 (~2,2%) U-LLC 
IGVH1-5-7/IGDH6-19/IGJH4 

IGVK1-39 
NOTCH1, TP53 y NFKBIE Muy agresiva (1,6 años) 

Subset #4 (~1%) M-LLC IGVH4-34/IGDH5-18/IGJH6 
IGKV2-30 

ND Indolente (11,0 años) 

Subset #8 (~0,5%) U-LLC IGVH4-39/IGDH6-13/IGJH5 
IGKV1-39 

NOTCH1 y trisomía 12 Muy agresiva (1,5 años). Riesgo SR 

Tabla 1.3 Características clínicas y biológicas de los subsets mayoritarios en LLC. ND: no determinado. SR: Síndrome de Richter. 

En concreto, el subset #2, es el subconjunto estereotipado más representado en LLC, constituye 

~2,5–3% de todos los pacientes y ~5,5% de los pacientes que requieren tratamiento. Está compuesto 

de cadenas pesadas y ligeras codificadas por los genes IGVH3-21 e IGVL3-21, respectivamente, y en su 

mayoría, presenta estado mutacional M-LLC (~60-65%), aunque independientemente del estado 

mutacional, tiene pronóstico desfavorable (Gerousi et al., 2021). Recientemente, Stamatopoulos B. y 

colaboradores, en paralelo con los nuevos hallazgos del grupo alemán, Maity P. et al, han demostrado 

que la presencia de una mutación adquirida (denominada R110) en IGVL3-21, estimula la señalización 

autónoma de BCR, y definen un nuevo subgrupo de pronóstico desfavorable, independientemente de 

que 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 está caracterizado por el reordenamiento no 

mutado de IGH, IGVH4-39/IGDH6-13/IGJH5, y el reordenamiento IGL, IGKV1(D)-39/IGKJ2. Los pacientes 

pertenecientes al subset #8, presentan un curso clínico muy agresivo, y tienen mayor riesgo de 

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

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

La molécula CD38, es una glicoproteína transmembrana, implicada en la regulación del 

crecimiento celular y la diferenciación 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 correlación ha sido objeto de controversia, dada la variación en los niveles 

de expresión de CD38 a lo largo de la evolución de la enfermedad (Damle et al., 1999).   

La proteína ZAP-70 es una tirosina quinasa de la familia SYK/ZAP-70, expresada 

preferentemente en los linfocitos de linaje T/NK. Aun así, ZAP-70 se expresa aproximadamente en la 

mitad de los casos de LLC, en particular aquellos U-LLC que tienen una enfermedad clínica relativamente 

agresiva. Ello, podría deberse a que la expresión de ZAP-70 es capaz de mejorar la señalización 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 pronóstico 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 genómica, presente en 15% de los pacientes al diagnóstico alcanzando el 30%  

con el tratamiento, y descrito como potencial marcador pronóstico de refractariedad (Puiggros et al., 

2017; Rigolin et al., 2012). 

En los años 2000, Dönher H. y colaboradores, reportaron que casi el 80% de los casos de LLC al 

diagnóstico presentaban cuatro aberraciones recurrentes detectadas por FISH, con potencial pronóstico 

y que permitían agrupar a los pacientes en diferentes grupos de riesgo: la pérdida parcial de los 

cromosomas 13q, 11q y 17p [del(13q14), del(11q22), del(17p13), respectivamente], y la ganancia de 

cromosomas completos, como la trisomía 12 (+12). En concreto, 80% de los casos presentan entre 0 y 

2 alteraciones del número de copias y el 20% restante alberga ≥3 (Döhner et al., 2000; Ljungström & 

Baliakas, 2021).  

Al diagnóstico, las más comunes son las del(13q14), seguidas de la trisomía 12 y las deleciones 

de del(11q22) y del(17p13). La presencia de del(13q14) se asocia con pronóstico favorable similar al de 

los pacientes con un cariotipo normal. Cuando la trisomía 12 está presente como anomalía única o en 
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presencia de deleciones de 13q14, se asocia con un riesgo de enfermedad intermedio. En cambio, las 

del(11q22) y del(17p13) están asociadas con un riesgo de enfermedad desfavorable (González-Gascón 

Y Marín et al., 2018).  

Las del(11q22) comúnmente abarcan el gen ATM, que juega un papel crucial en el 

mantenimiento de la estabilidad genómica y la coordinación de la respuesta al daño del ADN. La 

incidencia es alrededor del 5-20% en LLC al diagnóstico o al inicio de tratamiento y es significativamente 

más común 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 categoría de 

peor pronóstico, mostrando una SG y una supervivencia libre de progresión (SLP), más cortas (Hallek et 

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

Sin embargo, las aberraciones cromosómicas no son responsables de toda la heterogeneidad 

clínica de la LLC. Entonces se asumía que las mutaciones en ciertos genes, como TP53, incluido en la 

región del(17p13), no ocurrían en ausencia de deleción. Fue en la década de 2010, cuando se agregó a 

los estudios citogenéticos, información molecular a nivel mutacional (Puiggros et al., 2014; Zenz, 

Vollmer, et al., 2010c). 

1.2.2.5 Relevancia pronóstica del gen TP53: guardián del genoma. 

El gen TP53, también conocido como el "guardián del genoma", es un gen supresor de tumores, 

ubicado en el brazo corto (p) del cromosoma 17 (17p13.1). Codifica un factor de transcripción, la 

proteína p53, que participa en el control de la proliferación celular y en la inducción de la respuesta 

celular al daño en el ADN. 

A diferencia de otros genes supresor de tumores, las mutaciones más comunes y mejor 

caracterizadas en el gen TP53, son de tipo missense (70-80%), un tipo de mutación puntual no sinónima 

que provoca un cambio en el aminoácido codificado. Estas mutaciones missense se encuentran con 

mayor frecuencia en el dominio de unión 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, mutación sin sentido que provoca la aparición de un codón de 

terminación prematuro (5-7%); frameshift, inserciones o deleciones que provocan un cambio en la 

pauta de lectura de la proteína (5-7%); in-frame, inserciones o deleciones que conservan la pauta de 

lectura de la proteína (<5%); splite site, mutación que altera la región de splicing de la proteína (<5%), 

sinónimas donde el aminoácido codificante no se ve afectado (<5%). Este tipo de mutaciones pueden 

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

proteína (Duffy et al., 2022).  

La del(17p13) y/o mutaciones en el gen TP53, puede provocar la inactivación completa del locus 

de TP53. La causa más común, es el resultado de la combinación de mutación de TP53 y del(17p13), 

que 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 pronóstico desfavorable, similar al curso de la enfermedad observado en 

pacientes con del(17p13). Más específicamente, aproximadamente el 90% de los pacientes con 

del(17p13) portan una mutación TP53; por el contrario, solo el 60-70% de los pacientes con mutación 

TP53 también albergan del(17p13) (Malcikova et al., 2018). El impacto pronóstico adverso de 

del(17p13) en la SG en pacientes con LLC, se conoce desde hace ya más de 20 años (Döhner et al., 2000), 

mientras que el impacto de las mutaciones puntuales del gen apareció más recientemente, y está 

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

En base a las evidencias, el análisis de las aberraciones de TP53 por NGS se ha incorporado en 

la práctica diagnóstica rutinaria para mejorar la estratificación de los pacientes y optimizar las decisiones 

terapéuticas. De manera similar que para la determinación del estado mutacional de IGVH, el consorcio 

ERIC, proporciona recomendaciones para garantizar que el análisis 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 pronósticos integrados: estratificación del riesgo. 

Además, 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 estadificación pronóstica que combinan características 

biológicas, como el nomograma MDACC (Wierda et al., 2007), el modelo GCLLSG (Pflug et al., 2014) y 

LLC-IPI (Índice pronóstico 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 - 

- - β2M β2M β2M 

- - Estadio clínico - Estadio clínico 

Linfocitosis - Linfocitos abs Del17p y del11q Del17p/mut TP53 

Linfoadenopatías y 
organomegalias 

Número de áreas 
afectadas 

Número de áreas 
afectadas 

Estado mutacional 
IGVH 

Estado mutacional 
IGVH 

Anemia Anemia - TK - 

Trombocitopenia Trombocitopenia - ECOG - 

Tabla 1.4 Factores de riesgo de los modelos pronóstico clásicos o sistemas de estadificación. TK: timidina quinasa; ECOG: Escala de evaluación 
de la calidad de vida del paciente (Eastern Cooperative Oncology Group, ECOG); Abs: absolutos. 
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Factores pronóstico Puntuación 
Edad >65 años 1 punto 

Estadio clínico >0 1 punto 
Beta 2 microglobulina >3,5 mg/d 2 puntos 

Estado mutacional IGVH no mutado 2 puntos 
del17p y/o mut TP53 4 puntos 

Grupos de riesgo Puntuación 
Bajo 0-1 

Intermedio 2-3 
Alto 4-6 

Muy alto 7-10 
Tabla 1.5 Índice pronóstico LLC-IPI. 

Actualmente, el mejor y más validado modelo pronóstico, es el Índice Pronóstico Internacional 

LLC (LLC-IPI). El LLC-IPI se desarrolló al identificar cinco marcadores pronóstico independientes que 

predijeron la SG y TPT: la edad, el estadio clínico, la β2M, 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 

asignó una puntuación: edad >65 (puntuación de 1), estadio Rai ≥1 (puntuación de 1), β2M ≥3,5 mg/dl 

(puntuación de 2), IGVH no mutado (puntuación de 2) y presencia de del17p13 por mutación FISH o 

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

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

pacientes de muy alto riesgo (Figura 1.7) (Eichhorst et al., 2021; Hallek et al., 2018). 

 
Figura 1.7 Curvas Kaplan-Meier de tiempo hasta el primer tratamiento TPT. A) 205 pacientes con LLC diagnosticados en el Hospital Clínico 
Universitario de Valencia entre 1986 y 2016. B) Clínica Mayo en los últimos 15 años (adaptación de (International LLC-IPI working group, 

2016).  

1.2.4 Predicción en LLC: lo que se espera que puede suceder. 

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

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

de un marcador concreto, responderán de manera diferente a un tratamiento específico.  
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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 citotóxica 

con agentes alquilantes y análogos de purina. La incorporación de la inmunoquimioterapia (IQT) basada 

en el anticuerpo monoclonal anti-CD20, con Rituximab fue un paso decisivo (Hallek et al., 2010). El 

estudio CLL8 estableció la IQT con Fludarabina, Ciclofosfamida y Rituximab (FCR), como la terapia de 

primera línea estándar para pacientes con LLC jóvenes sin comorbilidades (Fischer et al., 2016). El 

ensayo CLL10 demostró que el régimen de Bendamustina y Rituximab (BR) es menos activo que el FCR, 

pero con mejor tolerancia y ofrecía 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 vía p53, por del(17p13) y/o mutación TP53 

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

Afortunadamente, los resultados son más favorables con las nuevas terapias dirigidas (TD): 

Ibrutinib, inhibidor de BTK (iBTK); Idelalisib, un inhibidor de la PI3K (iPI3K); y un antagonista de la 

proteína Bcl-2, Venetoclax (Figura 1.8) (Byrd et al., 2014; Furman et al., 2014; Roberts et al., 2016). 

 
Figura 1.8 Dianas terapéuticas en la LLC. Receptores y vías de señalización sobre los que actúan los agentes terapéuticos tradicionales 

(anticuerpos anti-CD20) y los nuevos agentes (Ibrutinib, Idelalisib, Venetoclax) (Adaptación de Burger & O’Brien, 2018b). 

1.2.4.2 Biomarcadores pronóstico con valor predictivo: los más prometedores. 

Si el papel pronóstico del estado mutacional de IGVH está bien consolidado, su importancia 

como marcador predictivo, en términos de respuesta al tratamiento, es un logro más reciente, tal y 

como se refleja en las guías 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 indicación se originó, al menos en parte, a partir de los resultados 

del ensayo CLL8 (Fischer et al., 2016), en el que se demostró que pacientes con M-LLC tratados con 

esquema FCR, mantienen una remisión de la enfermedad a largo plazo, lo que se traduce en una meseta 

en la curva de SLP, sin recaídas más allá de los 10 años 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 duración de la respuesta entre M-LLC y U-LLC, lo 

que beneficia el rescate del subgrupo más agresivo, U-LLC. El mismo beneficio se documentó 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 pronósticos y 

predictivos más potentes que guían las decisiones de tratamiento en la LLC. En concreto, representa el 

biomarcador predictivo más eficaz en la respuesta al tratamiento con IQT, y mantiene su poder 

predictivo en la era de los tratamientos dirigidos, concretamente en pacientes en recaída/refractariedad 

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

Con todo ello, resulta incuestionable el valor pronóstico y predictivo de IGVH y TP53, aunque 

en la era de las nuevas terapias dirigidas, existen biomarcadores potencialmente candidatos que pueden 

revolucionar el campo pronóstico. Indiscutiblemente, la LLC es una condición paradigmática que 

requiere un enfoque personalizado y un conocimiento preciso de la biología que subyace a cada 

paciente individual. 

1.2.4.2.1 Secuenciación de nueva generación: perfil genético mutacional. 

La aplicación de las técnicas NGS ha demostrado la alta heterogeneidad genética y epigenética 

en la LLC, en consonancia con el alto grado de heterogeneidad clínica (Brieghel et al., 2019). Se han 

identificado mutaciones en más de 2500 genes que afectan a la respuesta al daño en el ADN (p. ej., 

ATM, TP53, POT1), vías de señalización [p. ej., el receptor tipo Toll (MYD88), NF-κB (BIRC3, NFKBIE, 

EGR2) y NOTCH (NOTCH1, FBXW7)], o procesamiento de ARN (ácido ribonucleico) (p. ej., XPO1, SF3B1). 

Las mutaciones en varios de estos genes se han relacionado con un curso clínico agresivo, con TPT 

significativamente más corto y una menor respuesta a la 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). 

 Vía de señalización de NOTCH: 

Entre los genes mutados con mayor frecuencia, las mutaciones en NOTCH1 ocurren en el ~10% 

de los casos en el momento del diagnóstico, siendo más frecuentes en estadios avanzados de la 

enfermedad. En concreto, este gen codifica el receptor NOTCH1, implicado en procesos de proliferación 

celular. La mutación más frecuente en el gen (c.7541_7542delCT) afecta al dominio PEST de la proteína, 
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impidiendo su degradación por la vía del proteasoma y resultando en un receptor truncado y 

permanentemente activo (Rosati et al., 2018). Este dominio es necesario para la degradación de 

NOTCH1 por la vía del proteasoma mediada por la proteína FBXW7. Las mutaciones que afecten al gen 

FBXW7 (~3%), provocan un efecto análogo de señalización activa de NOTCH1 (Pozzo et al., 2022).  

Las alteraciones en NOTCH1 se asocian a U-LLC, trisomía del cromosoma 12, estadio avanzado, 

peor SG y mayor riesgo de transformación a síndrome de Richter. Sin embargo, su impacto en la SLP no 

está claro (Lazarian et al., 2017; Puente et al., 2011; Rossi, Rasi, et al., 2012b). Los pacientes con NOTCH1 

mutado expresan niveles más bajos de CD20 y no se benefician de la adición de rituximab pero sí de 

otros anticuerpos monoclonales anti-CD20 como obinutuzumab en terapias combinadas (Bittolo et al., 

2017; Stilgenbauer et al., 2014). Estudios preliminares pendientes de validación prospectiva, sugieren 

que el análisis de NOTCH1 ofrece la posibilidad de identificar a los pacientes que experimentarán 

respuestas deficientes, si las hubiere, al rituximab y una supervivencia reducida después del 

tratamiento. 

 Mutaciones en el gen SF3B1 y la biología del ARN: 

Las mutaciones en el gen que codifica el componente del spliceosoma, SF3B1 (10%), afectan a 

una región altamente conservada en el dominio C-terminal, interfiriendo en la interacción entre la 

proteína 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 múltiples vías, como el mantenimiento de 

los telómeros y la señalización de NOTCH. Además 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 vías 

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

Se subraya el impacto pronóstico 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 asociación a menor TPT en una cohorte de pacientes Binet A con U-LLC (Baliakas et al., 2019). 

 Lesiones en el ADN: 

El gen ATM es una región diana de la del(11q22). De hecho, en el 30-40% de los pacientes con 

LLC la deleción va acompañada de mutación. 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 inactivación 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 proteína POT1 juega un papel esencial en la protección de los telómeros y es necesaria 
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para mantener la capacidad de autorrenovación de las HSC en la hematopoyesis normal. Las mutaciones 

de POT1 en la LLC alteran el dominio de unión al ADN telomérico, lo que lleva a aberraciones 

estructurales e inestabilidad cromosómica.  

 Implicación del BCR, vía TLR: 

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

contribuyen a la activación constitutiva de la vía NF-κB. 

Las mutaciones recurrentes del gen MYD88, un adaptador clave en la señalización intracelular 

del complejo TLR, se localizan exclusivamente en el exón 5 (p.Leu265Pro) y se identifican principalmente 

en pacientes con marcadores pronóstico favorables, M-LLC y con del(13q). Se trata de una mutación 

activadora de, entre otras, la vía de señalización NF-κB  (Martínez-Trillos et al., 2014).  

BIRC3 pertenece a la familia de proteínas inhibidoras de la apoptosis (c-IAP2). Las mutaciones 

truncan la proteína impidiendo la degradación de MAP3K14, y con ello, la activación no canónica de la 

vía de NF-κB. Las más frecuentes son deleciones o inserciones que oscilaron entre 6 y 78 aminoácidos 

de longitud. Se relacionan con U-LLC, trisomía del cromosoma 12 y del(11q22), región en la que está 

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. Además, se han relacionado con 

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

El gen NFKBIE, codifica un regulador negativo de la vía de señalización de NF-κB, el cual es 

determinante para el control de la respuesta de la célula B a un estímulo externo, incluyendo la 

señalización de BCR y TLR. Se han detectado mutaciones de inactivación (frameshift) presentes en 

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

El agrupamiento genético en las diferentes vías de señalización, sugiere que las mutaciones que 

pertenecen al mismo proceso celular pueden tener impacto clínico y funcional similar. Aun así, la 

concurrencia de muchas de estas alteraciones dentro de la misma patología, complica el análisis de su 

relevancia clínica relativa (Delgado et al., 2020). 
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Figura 1.9 Resumen de los genes implicados en las vías de señalización y patogenia de la LLC. Estas vías biológicas desreguladas se ven 

afectadas por mecanismos genéticos y no genéticos, y coordinan la leucemogénesis de la LLC. (Adapatación de Kikushige 2020). 

1.2.4.2.2 Utilidad clínica de biomarcadores asociados a resistencia. 

Con la aparición de los nuevos tratamientos inhibidores de las vías de BTK y BCL2 (Ibrutinib y 

Venetoclax), se han detectado mutaciones predictivas de resistencia a dichos fármacos, 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 fosfoinosítido fosfolipasa C gamma 2  (PLCγ2). La pérdida de función de este inhibidor, 

en la mayoría de los casos, se debe a la alteración del residuo p.Cys481 de la proteína BTK, aminoácido 

diana sobre el que se une covalentemente la molécula de Ibrutinib. Además, 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 PLCγ2, son más variadas e involucran los residuos de 

aminoácidos p.Pro664, p.Arg665, p.Ser707, p.Leu845, p.Asp993, p.Asp1140 y p.Met1141 (Gángó et al., 

2020; Lama et al., 2020; St-Pierre & Ma, 2022; Wang et al., 2022).  

Los mecanismos subyacentes a la resistencia al Venetoclax están menos definidos. El 50% de 

los pacientes con LLC que progresan con el fármaco, presentan la mutación 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, PLCγ2 y BCL2, se anticipen hasta 15 meses 

a la recaída clínica, les confiere un papel predictivo (Burger et al., 2016). Sin embargo, estos 

biomarcadores no se incluyen en los modelos pronósticos vigentes, y su detección no se ha 

implementado en la práctica habitual, probablemente por limitaciones técnicas, y por la poca certeza 
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de que la interrupción del tratamiento antes de una progresión clínica tengan beneficios significativos 

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

1.2.4.2.3 Enfermedad medible residual: erradicación completa de la LLC. 

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

de vista clínico (Tabla 1.6).  

Parámetros RC RP PE EE 

Tamaño ganglionar Ninguno ≥1,5cm Disminución ≥50% Aumento ≥50% Sin cambios objetivos 

Tamaño hígado/bazo Bazo <13cm; Hígado normal Disminución ≥50% Aumento ≥50% Sin cambios objetivos 

Síntomas constitucionales No Cualquier Cualquier Cualquier 

Neutrófilos x109/L >1,5 >1,5 o elevación >50% Cualquier Cualquier 

Linfocitos x109/L Normal* Disminución ≥50% Aumento ≥50% Sin cambios objetivos 

Plaquetas x109/L ≥100 ≥100 o elevación 50% Descenso >50% por LLC Sin cambios objetivos 

Hemoglobina (g/dl) >11 >11 o elevación ≥50% Descenso ≥2g/dL basal Sin cambios objetivos 

Examen de MO 
(linfocitosis) 

Normocelular, no cél LLC, no 
nódulos linfoides B 

Cél LLC, o nódulos linfoides B 
o no realizada 

Aumento ≥50% de cél 
LLC 

Sin cambios objetivos 

*La cifra de linfocitos debe ser <4x109/L. RC: Respuesta Completa; RP: Respuesta Parcial; PE: Enfermedad progresiva; EE: enfermedad estable. 
Tabla 1.6 Recomendaciones para la valoración de respuesta tras tratamiento. 

La evaluación de la enfermedad medible residual (enfermedad mínima 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 valoración de la respuesta (Wierda et al., 2021). En la era de la quimioterapia 

y IQT, mediante la evaluación de la respuesta convencional al final de un cierto número de ciclos de 

tratamiento, era posible diferenciar entre pacientes con RC versus RP, donde los pacientes con RC, 

presentaban una SLP más prolongada que los pacientes con RP. En los análisis combinados de los 

ensayos de quimioterapia y IQT, se hizo evidente que los pacientes que habían alcanzado niveles 

indetectables de EMR (iEMR) al final del tratamiento, experimentaron un pronóstico similar, 

independientemente de si habían alcanzado RC o RP según los criterios convencionales (Kovacs et al., 

2016). Estos hallazgos fueron los primeros indicios de que una remisión más profunda se asociaba con 

un tiempo más prolongado hasta la recurrencia de la enfermedad, por lo que se confirmó que el estado 

de EMR es un poderoso factor pronóstico independiente (Böttcher et al., 2013).  

Con las nuevas terapias dirigidas, raramente se consigue una iEMR. Con Ibrutinib, 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 clínica, en particular las RC, aumentaron con el tiempo; sin 

embargo, la tasa de iEMR se mantiene baja con sólo un ~6% en SP a los 4 años con Ibrutinib, 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 más elevadas de EMRi, del orden del 26-36% en (Roberts et al., 2019), 

incluso del 61% si se emplea en combinación (Brander et al., 2018) (Seymour et al., 2017). Los pacientes 

con iEMR tuvieron la SLP más larga independientemente de RC o RP, lo que sugiere que iEMR es uno de 
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los marcadores más 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 medición de 

EMR en LLC se basa en la citometría 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 así 

la estandarización de una metodología con una sensibilidad de hasta 0.0010% (10-5) (Rawstron et al., 

2016). Dado que la iwCLL define una EMR indetectable (iEMR) (también expresada como EMR <0,01%; 

o EMR <10−4; o EMR4) (Wierda et al., 2021), como la detección de menos de 1 célula B LLC en 10.000 

leucocitos (Hallek et al., 2018; Al-Sawaf et al., 2021). 

Otros métodos como la reacción en cadena de la polimerasa aloespecífica (ASO-PCR) del IGVH, 

pueden incrementar la sensibilidad hasta (~10-6). Sin embargo, no permiten cuantificar la EMR, y precisa 

del diseño de una PCR única y específica para el IGVH de cada paciente, un proceso caro, y laborioso 

(Tabla 1.7) (Böttcher et al., 2013). La NGS, en cambio, ofrece una alta sensibilidad a un coste aceptable 

(~10-6) (Logan et al., 2013). No requiere cebadores específicos para cada IGVH, y permite identificar, 

cuantificar y discernir el clon patológico dentro del pool de población policlonal (Tabla 1.7). En este 

ámbito, la tecnología NGS es capaz de suplir las limitaciones que muestra la secuenciación Sanger, así 

como de rescatar la mayoría de los casos indeterminados que quedan sin resolver siguiendo las 

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

Método Características Ventajas Desventajas 

CF 

Detección de marcadores de superficie. 
Sensibilidad de ~10-6 con paneles de 8 
colores; y de ~10-5 con paneles de 10 

colores 

Guías ERIC consensuadas, accesible, 
asequible, resultados con 

cuantificación relativamente rápida. 

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

para conseguir la sensibilidad. Coste 
superior. 

ASO-PCR 
Cuantificación basada en la región 
hipervariable CDR3 de IGVH alelo y 

paciente específica. Sensibilidad del ~10-5 

Buena sensibilidad, empleo de ADN 
(en vez de material en fresco), 

resultados cuantitativos. 

Se requiere una PCR específica para cada 
paciente, conocer el clonotipo 

pretratamiento, compleja y laboriosa. 

NGS 

Medición de las secuencias IGVH 
específicas de las células LLC basada en 
una PCR con primers consenso y NGS. 

Sensibilidad del ~10-6 

Alta sensibilidad, empleo de ADN, 
seguimiento clonal y resultados 

cuantitativos. 

Experiencia relativa, se necesita conocer el 
clonotipo pretratamiento, poco utilizado. 

CF: Citometría de Flujo; PCR: reacción en cadena de la polimerasa; ASO-PCR: PCR aleloespecífica; NGS: secuenciación de nueva generación; ADN: ácido 
desoxirribonucleico; SP: sangre periférica; MO: médula ósea. 

Tabla 1.7 Metolodología aplicable para la evaluación de EMR 

Como ejemplo, el kit comercial clonoSEQ ha demostrado una buena concordancia con la CF 

para la detección de EMR usando como punto de corte 0.010% (10-4) e incluso mayor sensibilidad y 

buena linealidad con rangos de EMR de 1 en un millón (10-6), siendo la limitación de la sensibilidad, la 

cantidad de ADN que puede analizarse (Monter & Nomdedéu, 2019; Rawstron et al., 2016). Sin 

embargo, la variación en la cuantificación entre la CF y la NGS puede ser mayor, siendo necesarios 
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estudios dirigidos a la estandarización de los análisis cuantitativos con NGS. Además, se presume que el 

hecho de alcanzar una EMR por debajo de 0.0010% (10-5) se traduce en una mejor evolución clínica, sin 

embargo esta afirmación precisa ser demostrada en estudios prospectivos. 

La evaluación de la EMR es un factor altamente informativo que permite comprender mejor las 

características de la enfermedad y la cinética de la LLC. Aun así, debido a que el estado de EMR no tiene 

implicaciones terapéuticas fuera de los estudios clínicos, actualmente no se recomiendan las 

evaluaciones periódicas de EMR en la práctica habitual. 

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

En la actual revolución genómica, los datos genéticos y epigenéticos ayudan a construir la 

historia de las neoplasias hematológicas, y brindan información determinante sobre el papel de la 

evolución clonal como impulsor neoplásico en la progresión de la enfermedad y en la recaída. Se 

entiende que la heterogeneidad intratumoral en la LLC proviene de esta variabilidad genética, sin 

embargo, la posesión de impulsores genéticos no es un requisito imprescindible para la progresión de 

la LLC, dado que la interacción tanto de factores genéticos, epigenéticos y transcripcionales, así como 

factores microambientales e inmunológicos, contribuyen a la heterogeneidad intratumoral y la 

evolución 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 diversificación genómica, es ampliamente discutida. Las mutaciones 

“fundadoras” o clonales, probablemente incluyen impulsores leucemogénicos iniciales que contribuyen 

a la transformación maligna, mientras que las mutaciones subclonales, o minoritarias, que surgen 

posteriormente, se expanden hacia la clonalidad concomitantemente con la progresión de la 

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

Una primera teoría apuesta por la leucemogénesis durante los estadíos inmaduros de la 

linfopoyesis. Varios estudios han demostrado que pacientes con LBM que posteriormente progresan a 

LLC, cuentan con una población clonal y genómica similares, lo que indica que es probable que el 

proceso de diversificación genómica subclonal que impulsa la progresión leucémica esté establecido 

durante o antes de la etapa de LBM (Agathangelidis et al., 2018). Esta teoría queda también respaldada 

por las mutaciones impulsoras detectadas en células madre hematopoyéticas (HSC), así como en células 

progenitoras linfoides en algunos pacientes con LLC, aunque en frecuencias alélicas bajas (Marsilio et 

al., 2018). A nivel inmunofenotípico, la aparición 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 podrían anteceder a la recombinación somática V(D)J durante la ontogenia del linfocito B 

(Stamatopoulos et al., 2017). 

 Por otro lado, los reordenamientos IGVH clonalmente relacionados, reflejarían los eventos de 

diversificación subclonal que ocurren a partir del clon fundador de la LLC, reforzando así la importancia 

de la secuenciación de IGHV-D-J para rastrear la evolución clonal en esta enfermedad. Si la alteración 

genómica inicial en algunos pacientes ocurre a nivel de HSC o células progenitoras, es asumible que 

ocurran más eventos genómicos 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 inflexión en la historia natural de la 

enfermedad. La quimioterapia citotóxica y los tratamientos dirigidos imponen una gran presión selectiva 

a los clones leucémicos, anulan la mayoría de los demás factores de selección evolutiva y se convierten 

en un determinante importante de la evolución clonal.  

1.3.1 Evolución clonal: Darwin y más allá. 

La evolución clonal es el proceso natural a través del cual las células buscan continuamente 

ventajas fenotípicas que les permitan expandirse dentro de las limitaciones del microambiente. En la 

LLC, la evolución clonal sustenta la progresión leucémica y la resistencia terapéutica, y las diferencias 

en la dinámica evolutiva clonal explican su curso clínico característicamente diverso. La LLC fue una de 

las primeras patologías hematológicas caracterizadas por métodos modernos de secuenciación con las 

que se ha delineado la evolución clonal. Esto se debe en gran parte a su relativa indolencia (permitiendo 

el muestreo longitudinal a lo largo del curso de la enfermedad), el fácil acceso a muestras de alta pureza 

a través de venopunciones en serie, y un curso clínico altamente variable que permite mapear las 

características moleculares para el pronóstico y el seguimiento clínico. La concepción de 

heterogeneidad genética en la LLC, fue facilitada por los primeros estudios citogenéticos, a los que se 

les sumó los avances de la tecnología de secuenciación de nueva generación, ofreciéndonos 

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

Algunas aberraciones cromosómicas, como la deleción 13q14 y la trisomía 12, están 

representadas de manera similar en todas las fases de la enfermedad y, por lo tanto, se caracterizan 

como anomalías genéticas de primera etapa en la LLC. Otros eventos genéticos generalmente 

representan alteraciones de segunda etapa, que se seleccionan o adquieren progresivamente durante 

la evolución clonal y que ocurren en una fase más avanzada de la enfermedad (Rossi et al., 2009; Schuh 

et al., 2012). Según el análisis citogenético convencional y FISH, la evolución clonal consiste 

principalmente en el desarrollo de deleciones 17p13 o 11q22–q23. La aparición de nuevas mutaciones 
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adquiridas en TP53 también contribuye, especialmente en pacientes con LLC resistentes a la IQT y 

aquellos con síndrome de Richter (Chigrinova et al., 2013; Fabbri et al., 2013). Las mutaciones de SF3B1, 

ATM y BIRC3, que se correlacionan con un fenotipo clínico más agresivo, pueden surgir durante el curso 

de la LLC, lo que amplía el espectro de eventos genéticos asociados con la evolución clonal. Esta 

dinámica evolutiva heterogenea  justifica el que la LLC tenga un curso clínico tan divergente,  de forma 

que cuanto mayor sea la heterogeneidad clonal intrapaciente, peor será su pronóstico (Condoluci & 

Rossi, 2020).  

1.3.1.1 Patrones de evolución clonal. 

Desde un punto de vista teórico, el muestreo secuencial en diferentes estadios de la LLC ha 

permitido describir los diferentes patrones de evolución clonal, e incluso insinuar cierta relevancia 

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

El equilibrio clonal se caracteriza por la coexistencia de una población leucémica mixta y 

equilibrada a lo largo del tiempo. Generalmente ocurre en ausencia de una fuerte presión selectiva, 

como es el tratamiento, o durante la fase de progresión de la linfocitosis de células B monoclonales a la 

LLC manifiesta. En cambio, una competencia clonal se caracteriza por la presencia de más de un clon, 

propensos a proliferar según sus alteraciones genéticas.  

Los pacientes que carecen de evolución clonal, y por tanto con una genética estable, suelen 

mostrar una enfermedad más indolente. Nadeu F. y colaboradores, describieron que el 90% de los 

pacientes con LLC no tratados no mostraron evolución clonal, mientras que hasta el 52% de los tratados 

desarrollaron cambios clonales (Nadeu et al., 2016). Probablemente, el tratamiento facilita la expansión 

de determinados clones que están 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 evolución clonal y la selección de subclones más agresivos (Condoluci & Rossi, 

2020; Fabbri et al., 2013). 

En la LLC la evolución clonal después del tratamiento o en el momento de la recaída se ha 

identificado como “la regla, no la excepción” (Landau et al., 2015). Las poblaciones clonales y 

subclonales se mantienen en una proporción relativamente similar a lo largo del tiempo, pero pueden 

experimentar dos patrones principales de evolución clonal tras el tratamiento, evolución lineal o 

evolución ramificada. En el modelo de evolución lineal, las mutaciones se adquieren secuencialmente 

en un mismo clon, como es el caso de la transformación a síndrome de Richter (90 % de los casos), pero 

no en la progresión 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 evolución paralela de clones competitivos, a 

causa de la inestabilidad genómica de las células B LLC, se define como evolución ramificada. Las 
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mutaciones de las células hijas se extienden como ramas de la generación anterior y eventualmente se 

vuelven más y más numerosas (Zhu et al., 2021). La evolución multiramificada con >2 subclones que 

fluctúan con el tiempo es común 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 más comúnmente alterados, los genes driver en LLC, de 

los cuales casi el 70% de ellos se ven afectados. Es por ello, por lo que esta evolución ramificada puede 

producirse como la adquisición de más de una mutación en el mismo gen, también conocida como 

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

 
Figura 1.10 Patrones de evolución clonal. La evolución estable mantiene proporciones relativas de los clones, mientras que la evolución 

ramificada se produce cuando los subclones fuertemente adaptados comienzan a proliferar y se vuelven dominantes después de las 
resistencias al tratamiento (Ferrando & López-Otín, 2017)). 

El patrón evolutivo tras el tratamiento, puede dibujarse como fruto del componente clonal 

preexistente en el momento previo al tratamiento, y/o según la naturaleza de ese mismo tratamiento. 

La importancia de lo primero se debe a que es probable que una LLC que alberga un espectro más 

amplio de alteraciones genéticas, más impulsores subclonales, componentes subclonales más 

complejos y un crecimiento exponencial desde el diagnóstico hasta el tratamiento, experimente 

cambios clonales más profundos en la respuesta. Por tanto, la disponibilidad de un grupo más amplio 

de subclones genéticamente más aptos a partir de los cuales podría desarrollarse resistencia 

terapéutica, es mayor. De hecho, en muchos casos, el subclon de LLC dominante en el momento de la 

recaída ya existe como subclon pretratamiento, lo que refleja la selección de subclones resistentes 

inducida por el tratamiento. En muchos casos, estos subclones con ventaja selectiva son también los 

que poseen niveles más altos de inestabilidad genómica que los predisponen a alteraciones genómicas 

adicionales, lo que aumenta la diversificación genética (Kwok & Wu, 2021). 



Introducción 

48 
 

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. Además, la mutagénesis inducida por IQT puede 

contribuir a la diversificación 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 fármaco. 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, cuestión que también se ha demostrado experimentalmente en muestras de pacientes 

antes del tratamiento. Aunque en una proporción de pacientes no fue posible detectar mutaciones de 

resistencia en la fase pretratamiento, sí presentes en muestras posteriores, la detección de mutaciones 

preexistentes a una fracción de células cancerosas (CCF) baja probablemente se habría visto limitada 

por la sensibilidad del ensayo. 

Se asume que todos los tratamientos de LLC, independientemente de la modalidad, crean algún 

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 Dinámica de crecimiento en la LLC. 

Sigue sin entenderse bien cómo se relacionan las características genómicas con la cinética de la 

enfermedad individual. La heterogeneidad clínica de la LLC se hace evidente en las trayectorias clínicas 

tan dispares que se pueden observar entre los pacientes, las cuales reflejan diferentes dinámicas de 

crecimiento clonal. En base al recuento linfocitario en SP o al tiempo de duplicación linfocitaria, se 

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

 
Figura 1.11 Dinámica de crecimiento en la LLC. Patrones que destacan la importancia de la evolución clonal en el crecimiento exponencial y la 

progresión de la LLC (Kwok & Wu, 2021). 
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Los pacientes que muestran un crecimiento logístico, tienen una enfermedad que 

eventualmente requerirá terapia después del diagnóstico, y que alberga características genéticamente 

favorables como la deleción 13q14 y M-LLC. En comparación, los pacientes que muestran un 

crecimiento exponencial tienen más probabilidades de tener U-LLC, una mayor cantidad de mutaciones 

driver y muestran una evolución clonal más extensa marcada por cambios más profundos en las 

proporciones subclonales a lo largo del tiempo. Por el contrario, el equilibrio clonal se observa con más 

frecuencia en pacientes con crecimiento logístico. Además, el equilibrio clonal asociado con una escasa 

inestabilidad genómica subclonal, parece ser el perfil entre los inusuales casos de M-LLC con regresión 

espontánea (Gruber et al., 2019; Kwok et al., 2020). 
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2 Hipótesis y Objetivos 

2.1 Hipótesis 

Estudios relevantes basados en tecnologías de NGS han permitido identificar e incluso 

cuantificar alteraciones genéticas recurrentes que probablemente justifiquen la heterogeneidad clínica 

en la LLC. Las mutaciones somáticas más frecuentes afectan a los genes SF3B1, ATM, TP53, NOTCH1, 

BIRC3, MYD88, XPO1, EGR2, NFKBIE, POT1 y FBXW7, habiéndose descrito patrones de co-ocurrencia. Se 

atribuye a la presión ejercida por el tratamiento, un papel relevante en una selección clonal que podría 

contribuir al desarrollo de síndrome de Richter, y la aparición de mutaciones de novo asociadas a la 

resistencia terapéutica, como las descritas en los genes BTK y PLCγ2. Sin embargo, quedan cuestiones 

pendientes de clarificar, como la influencia de variables biológicas y clínicas, así como el impacto de 

cada tipo de tratamiento en dicha evolución clonal. 

Se desconoce en qué medida los parámetros clínicos y las alteraciones clonales impactan sobre 

la evolución de la enfermedad, y si su estudio puede guiar las decisiones terapéuticas. Por ello se ha 

diseñado 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 evolución clonal de variables clínicas, biológicas y moleculares con valor 

pronóstico y/o predictivo potencial en la LLC. Para ello, se plantearon los siguientes objetivos 

secundarios: 

- Caracterizar las variables clínicas y biológicas en una serie de pacientes con LLC/LLCP al 

diagnóstico y antes del inicio de tratamiento. 

- Determinar el estado mutacional de TP53, SF3B1, BIRC3, NOTCH1, MYD88, XPO1, EGR2, POT1, 

NFKBIE, ATM y FBXW7 por secuenciación de nueva generación, y el reordenamiento IGVH, en 

pacientes diagnosticados con LLC no tratada para valorar la heterogeneidad clonal y su 

composición subclonal, y correlacionar su potencial impacto clínico. 

- Diseñar, optimizar y validar mediante el uso de técnicas de secuenciación masiva, un panel 

capaz de detectar mutaciones de interés clínico en los genes BTK y PLCγ2, asociados a 

resistencias a Ibrutinib. 

- Explorar el estudio de la región 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 dinámica y la evolución clonal a corto y largo plazo, en muestras secuenciales de 

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

3.1 Pacientes de la cohorte. 

Se realizó un estudio observacional y retrospectivo en el que se incluyeron un total de 96 

pacientes diagnosticados de LLC/LLCP entre 1999 y 2020, según el criterio de clasificación de la National 

Cancer Institute Working Group guidelines (Hallek et al., 2008), que hubieran requerido una primera 

línea 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 Málaga, 7 en el Hospital Costa del Sol 

de Marbella, 4 en el Hospital de Vinaroz de Castellón, 5 en el Hospital General Universitario de Valencia, 

y 49 en el Hospital Clínico Universitario de Valencia. De todos ellos, se recogieron las principales 

características clínicas y biológicas de la enfermedad, así como las fechas de progresión, administración 

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

La definición de los criterios de progresión de la enfermedad, así como de la respuesta al 

tratamiento se realizó en cada centro, de acuerdo con las recomendaciones publicadas en 2008 por 

IWCLL (Hallek et al., 2008) y su actualización del 2018 (Hallek et al., 2018) referida a los pacientes que 

reciben tratamiento con inhibidores de la tirosin-quinasa. Se evaluó la respuesta en muestras 

secuenciales, incluyendo el examen físico, de laboratorio y exploraciones radiológicas si se precisaron. 

Uno de los criterios limitantes, fue la disponibilidad de muestra antes de la primera y sucesivas líneas de 

tratamiento, para la evaluación de la respuesta en cada una de las líneas. 

El proyecto se desarrolló de acuerdo con las directrices de la Declaración de Helsinki y los 

requisitos establecidos por la Legislación Española en los ámbitos de investigación biomédica, protección 

de datos y bioética. El proyecto fue aprobado por el Comité Ético de Investigación con Medicamentos 

del Hospital Clínico Universitario de Valencia (Nº de orden 2021/080) y todos los pacientes otorgaron el 

correspondiente consentimiento informado para su inclusión en el proyecto. Además, el CEI del Hospital 

Clínico Universitario de Valencia autorizó la cesión de muestras para el desarrollo de dicho proyecto en 

su reunión ordinaria nº 368 de fecha 29 de abril de 2021, y para el almacenamiento de las muestras 

excedentes de diagnóstico y sucesivas, en el Biobanco del Instituto de Investigación Biomédica INCLIVA, 

con fines de investigación, de acuerdo con las autoridades reguladoras españolas. 
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3.2 Recolección y procesamiento de muestras. 

Se obtuvo muestra de sangre periférica (SP) al momento de precisar la primera línea de 

tratamiento, durante el seguimiento y en sucesivas líneas 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 

adenopatía, aspirado medular o biopsia de médula ósea, mientras que las muestras de seguimiento 

fueron estudiadas a partir de SP. 

Para la extracción de ADN y ARN, se empleó el sistema de extracción automática de ácidos 

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 x109/L linfocitos B 

clonales, fue necesario un enriquecimiento poblacional a partir de la selección positiva de linfocitos 

CD19+ con bolas magnéticas con el kit EasySep™ Human CD19 Positive Selection (StemCell 

Technologies).  

La cantidad y calidad de los ácidos nucleicos extraídos, se determinó mediante 

espectrofotometría con Nanodrop-2000 (Thermo Scientific); siendo la absorbancia a una longitud de 

onda entre 260 nm y 280 nm, la que determina la pureza de la extracción; y entre 260 nm y 230 nm, la 

que detecta restos de compuestos orgánicos. En base a este criterio, se seleccionaron las muestras de 

mejor calidad, con concentraciones superiores a 20ng/µL, 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 estudió el perfil genético de cada paciente sobre 93 muestras iniciales y 302 muestras de 

seguimiento, a partir de ADN, con la estrategia basada en secuenciación por amplicones (targeted 

sequencing). Se analizó de manera individual con el fin de determinar el potencial patogénico de las 

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

 
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 Caracterización molecular: paneles OG-CLL, OG-CLL2, OG-TP53 y OG-ATM. 

Se estudiaron cuatro paneles de secuenciación personalizados siguiendo las recomendaciones 

específicas de cada kit (OncogenBasic, Seqplexing, Valencia, España). Un total de 227 regiones se 

incluían en 4 paneles independientes, OG-CLL, OG-CLL2, OG-TP53 y OG-ATM (OncogenBasic, 

Seqplexing, Valencia, España), con los que se generaron amplicones de una longitud 150-250 pares de 

bases (pb) (Tabla 3.1). 

Panel Gen Proceso Biológico Id. Gen Ensembl Id. Tránscrito Exones Ampliciones (nº) 

OG-TP53 TP53 Daño ADN/control ciclo celular ENSG00000141510 NM_000546 Todos 19 

OG-CLL 

BIRC3 Transducción de señales vía NFkB ENSG00000023445 NM_182962 6-9 9 

NOTCH1 Transducción de señales vía notch ENSG00000148400 NM_017617 34 15 

MYD88 Señalización receptores Toll-like ENSG00000172936 NM_002468 5 2 

SF3B1 Procesamiento y splicing del RNA ENSG00000115524 NM_012433 14-16 7 

OG-CLL2 

NFKBIE Señalización vía NFkB ENSG00000146232 NM_004556 1 8 

XPO1 Procesamiento y splicing del RNA ENSG00000082898 NM_003400 14-16 5 

EGR2 Señalización vía NFkB ENSG00000122877 NM_000399 1-2 14 

FBXW7 Transducción de señales vía notch ENSG00000109670 NM_033632 8-12 12 

POT1 Daño ADN ENSG00000128513 NM_015450 6-9 10 

OG-ATM ATM Daño ADN/control ciclo celular ENSG00000149311 NM_000051 1-41, 43-62 126 
Tabla 3.1 Distribución y características de los genes incluidos en cada uno de los paneles a estudio. 

3.3.1.2 Resistencia terapéutica: diseño del panel IBR-R. 

Se diseñó el panel IBR-R, que incluía las regiones exónicas y las zonas de splicing del gen BTK y 

del gen PLCγ2 (Tabla 3.2). 

Panel Gen Proceso Biológico Id. Gen Ensembl Id. Tránscrito Exones 

IBR-R 
BTK Señalización BCR ENSG00000010671 NM_000061 Todos 

PLCγ2 Señalización BCR ENSG00000197943 NM_002661 Todos 
Tabla 3.2 Distribución y características de los genes BTK y PLCγ2 incluidos en el panel IBR-R. 

Se obtuvieron las secuencias genómicas 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 versión del genoma de referencia GRCh38/hg38 y 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 PLCγ2, NM_002661.5 (transcript ID 

ENST00000564138.6). Para el diseño in silico de los cebadores, se utilizó el programa informático de 

libre uso jPCR (v0.4.0., http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Las condiciones generales del diseño de 

cebadores fueron: tamaño del producto de alrededor de 150pb, una longitud de cebadores de 18 a 

22pb, una temperatura melting de 58-62ºC con una diferencia máxima de un grado entre cebadores de 

cada pareja, y un porcentaje de GC del 20-80%. A todos ellos, se les incorporó la secuencia propia de 

los adaptadores “Nextera”, complementarias a la plataforma de secuenciación Illumina (Illumina, 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 Amplificación de las regiones de interés: PCR selectiva. 

El enriquecimiento de las regiones incluidas en los paneles OG-CLL, OG-CLL2, OG-TP53 y OG-

ATM, se llevó a cabo siguiendo las recomendaciones específicas de cada kit  (OncogenBasic, Seqplexing, 

Valencia, España). El panel IBR-R, se amplificó 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): 

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

A) Reactivos PCR selectiva multiplex Volumen (µL) 
ADN genómico ~50ng 1.0 

2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (QIAGEN; Germany) 7.5 
Pool cebadores (µM) 2.0 

Agua libre de nucleasas 4.5 
Volumen total de reacción 15.0 

B) Condiciones de amplificación Temperatura Tiempo Ciclos 
Activación inicial 95 ºC 15 min  

Desnaturalización 95 ºC 20 sec 

20x Hibridación 
55 ºC 30 sec 
60 ºC 30 sec 

Extensión 72ºC 30 sec 
Extensión final 72 ºC 5 min  

Cooling 15 ºC ∞  
Tabla 3.3 Reactivos PCR selectiva Multiplex y condiciones de amplificación Panel IBR-R. A) Reactivos y volumen de cada uno de ellos para la 

amplificación por muestra. B) Condiciones de PCR1. 

3.3.1.4 Incorporación de barcodes. 

Se identificaron las muestras de forma inequívoca, 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 Illumina, y barcodes (Figura 3.3), en un 

termociclador Veriti® Thermal Cycler con 38 ciclos de amplificación (Tabla 3.4). Se verificó el producto 

final mediante electroforesis capilar en el sistema automatizado Qiaxcel (Qiagen N.V. Hilden, Alemania). 
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Figura 3.3 Esquema de incorporación de las secuencias identificadoras de los productos de la PCR1. 

A) Reactivos PCR2 Volumen (µL) 
Amplicón 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 reacción 15.0 
B) Condiciones de amplificación Temperatura Tiempo Ciclos 
Activación inicial 95 ºC 15 min  
Desnaturalización 98 ºC 20 sec  

38 x Hibridación 60 ºC 30 sec 
Extensión 72 ºC 60 sec 
Extensión final 72 ºC 10 min  
Cooling 15 ºC ∞  

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

3.3.2 Segunda fase:  

3.3.2.1 Mezcla de muestras, purificación y cuantificación. 

Se generaron pooles añadiendo 2μL de cada muestra amplificada en un tubo común. Estos pool, 

se purificaron con bolas magnéticas 0.6X Magsi-NGS PREP® (MagnaMedics Diagnostics B.V., Países 

Bajos), y se cuantificaron con el kit QuantiFluor® dsDNA System (Promega, USA), siguiendo las 

indicaciones del fabricante en ambos casos. En base a la cuantificación de cada librería, se diluyeron 

hasta conseguir una concentración final de 4nM.  

3.3.2.2 Preparación de las librerías. 

Se desnaturalizaron los pools con NaOH 0.2N (221465, Sigma-Aldrich) y se diluyó con el tampón 

de hibridación (HT1) hasta conseguir una concentración final de 10pM. Como control del proceso, se 

utilizó el PhiX Control v3 (Illumina, Inc, San Diego, EE.UU.) diluido a 12.5pM y en una proporción 

adecuada a la variabilidad de la muestra, 30µL de librería PhiX a 12.5pM y 570µL de librería 

desnaturalizada a 10pM.  
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3.3.2.3 Protocolo de secuenciación. 

El proceso de secuenciación se realizó empleando el sistema de secuenciación MiSeq® 

(Illumina®, California) del Instituto de Investigación Sanitaria INCLIVA, a partir de kits Miseq Reagent v2 

(Illumina®, California), para la secuenciación óptima de fragmentos de 150pb en ambos sentidos, paired-

end, en un tiempo estimado de 48 horas,  cuya secuenciación consta de un primera fase de generación 

de clusters mediante amplificación clonal, y una segunda fase de secuenciación por síntesis. 

La primera fase del proceso se basa en la formación de grupos o clusters. Las librerías 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 desnaturalización (Figura 3.4 a)), las hebras de cadena sencilla hibridan con la flow cell por 

su extremo 5’, y comienza la reacción de amplificación clonal. Tras un proceso de amplificación 

isotérmica, el extremo 3’ de cada cadena puede hibridar con adaptadores complementarios cercanos, 

formando una estructura en puente que permite la amplificación 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 amplificación clonal, comienza la secuenciación por síntesis (SBS) de Illumina (Figura 3.4 

c)). Emplea desoxinucleótidos (dNTPs) marcados con un fluoróforo diferente y con una modificación en 

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

La secuenciación se inicia con la adición de un nuevo dNTP sobre la cadena molde, el cual impide 

la extensión de la cadena por su extremo bloqueante. A continuación, tras la eliminación del exceso de 

desoxinucleótidos no incorporados, se produce la identificación de dicho dNTP gracias a la excitación 

del fluoróforo que lleva ligado (Figura 3.4 d)). Finalmente, se añade un agente químico capaz de eliminar 

el grupo bloqueante, permitiendo la adición de una nueva base y el inicio de un nuevo ciclo de 

secuenciación. La señal de fluorescencia será posteriormente analizada por el sistema óptico del equipo 

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

 
Figura 3.4 Resumen del proceso de secuenciación del sistema Miseq de Illumina. a) Preparación de la librería, b) Generación de clusters y 
amplificación clonal, c) Secuenciación por síntesis (SBS), d) Adquisición de la imagen tras la excitación del fluoróforo, e) Traducción de las 

señales de fluorescencia, en secuencia de nucleótidos. 
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3.3.3 Tercera fase:  

Para el análisis e interpretación de variantes se utilizó la pipeline desarrollada por el personal 

bioinformático de la Unidad de Genómica y Diabetes de la Universidad de Valencia, mientras que la 

gestión de recursos corrió a cargo de la Unidad de Bioinformática del Instituto de Investigación Sanitaria 

INCLIVA (Figura 3.5). 

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

3.3.3.1 Demultiplexado y generación de archivos FastQ. 

Tras la secuenciación, Miseq Reporter Software 2.5.1 (MSR), llevó a cabo el análisis inicial de 

demultiplexado de muestras y la unificación de toda la información en archivos FastQ, donde quedaron 

almacenados los datos de secuencia y calidad de cada una de las bases incorporadas durante la 

secuenciación. 

3.3.3.2 Control de calidad y trimming 

Se evaluaron los diferentes parámetros de calidad con el programa FastQC (v0.11.5, 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), y la herramienta setqk trimfq en su 

versión 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) y el 

software SAMtools v1.7 (Li, 2011), en archivos con formato .BAM (del inglés Binary Aligment Map). Se 

empleó un código de análisis propio basado en parámetros del programa BEDtools (V2.23.0) para el 

análisis de coberturas. 
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3.3.3.4 Llamado y anotación de variantes. 

El genotipo de cada muestra quedó recogido en archivos .VCF (del inglés Variant Call Format) a 

partir del programa Freebayes v1.1.10. Para la anotación de variantes, se construyeron archivos .CSV 

utilizando la herramienta VEP (McLaren et al., 2016) con la versión Ensembl 97. 

3.3.4 Filtrado y análisis de variantes.  

Todas las variantes reportadas en el análisis bioinformático, fueron comprobadas visualmente 

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

La significación clínica de las variantes filtradas, se comprobó en la literatura (PubMed; 

https://www.ncbi.nlm.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 específicas 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 evaluó 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 clasificación, fueron aplicados en base al límite de detección que presenta la 

técnica de Sseq (VAF >10-12%), y a partir del cual, todas las variantes detectadas por las técnicas de 

nueva generación que se encuentren en un VAF <10%, se consideran de significado clínico incierto en 

la práctica clínica habitual. 

3.4 Pruebas de validación: panel IBR-R. 

Las capacidades del panel IBR-R fueron evaluadas en términos de exactitud, precisión, 

sensibilidad y especificidad analítica 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 Biología Molecular del Hospital Universitario Vall 

d'Hebron de Barcelona, con variantes de diferentes frecuencias mutacionales localizadas en el gen BTK 

y PLCγ2 ( Tabla 3.5).  
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Muestras Descripción variante VAF (%) esperada 

Control_BTK_pl1 c.1442A>C_p.Cys481Ser 100 

Control_BTK_pl2 c.1441T>A_p.Cys481Ser 100 

Control_BTK_pl3 
c.1442A>C_p.Cys481Ser 6 

c.1441T>A_p.Cys481Ser 15 

Control_BTK_pl4 c.1442A>C_p.Cys481Ser 30 

Control_ PLCG2_pl1 c.1990C>T_p.Pro664Ser 100 

Control_ PLCG2_pl2 c.2977G>C _p.Asp993His 100 

Control_ PLCG2_pl3 c.1990C>T_p.Pro664Ser 30 

Control_ PLCG2_pl4 
c.2977G>C_p.Asp993His 10 

c.1990C>T_p.Pro664Ser 10 

Control_WT - - 
 Tabla 3.5 Muestras control para la validación del panel IBR-R, con mutaciones de distinta frecuencia alélica tanto en el gen BTK 

como PLCγ2 (Concentración 200ng/µL) (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 secuenciación distintas, para obtener el promedio 

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

- Precisión: evaluada en términos de repetibilidad (intra-run) y reproductibilidad (inter-run), 

teniendo en cuenta el coeficiente de variación (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 secuenciación 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_ PLCγ2_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 secuenciación buscando obtener 1000, 500, 250 y 100 lecturas por 

amplicón, respectivamente (Anexo 1: Tabla 1).  

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

3.5.1 Determinación de IGVH: secuenciación Sanger (Sseq). 

Se empleó ADN y ARN como material de partida. Para la retrotranscripción a ADNc (ADN 

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

Massachusetts, EEUU). En la amplificación por PCR, se emplearon los cebadores específicos 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;  



Metodología 

66 
 

Anexo 1: Tabla 2). 

 
Figura 3.6 Locus IGVH: localización de los cebadores complementarios a las regiones Leader, FR1 y JH. a) Amplificación por PCR a partir de 

gDNA, con un tamaño medio de fragmento esperado superior por la amplificación de la región intrónica V. b) amplificación por PCR a partir 
de ADNc. 

A) Reactivos PCR uniplex Volumen (µL) 
ADN ~50ng; ADNc 1.0 
AmpliTaq Gold™ 360 Master Mix (Applied Biosystems™) 12.5 
VH1/VH2/VH3-21*/VH4/VH5/VH6 (5µM) 2.5 
JH (5µM) 2.5 
Agua libre de nucleasas 5.5 
Volumen total de reacción 24.0 
B) Condiciones de amplificación Temperatura Tiempo Ciclos 
Activación inicial 95 ºC 10 min  
Desnaturalización 94 ºC 30 sec 

35 x Hibridación 63 ºC 30 sec 
Extensión 72ºC 45 sec 
Extensión final 72 ºC 10 min  
Cooling 15 ºC ∞  

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

La comprobación de los fragmentos amplificados se realizó con el sistema avanzado Qiaxcel 

(Qiagen, Alemania), con un tamaño medio esperado de 510-560pb para los productos de PCR que 

partían de ADN y de 400-450 pb en el caso de ADNc. Se purificó con ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup 

Reagent (Thermo Fisher, Massachusetts, EEUU) y secuenció con BigDye Primer Sequencing Kit (Thermo 

Fisher, Massachusetts, EEUU) junto con los cebadores VH específicos con los que se obtuvo el primer 

producto de PCR (Tabla 3.7). La Sseq se realizó con el equipo ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems, Estados Unidos). 

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

Tabla 3.7 Reactivos para la purificación (a) y secuenciación (b) del reordenamiento IGVH. 

Como método estándar de análisis, tal y como recomiendan las guías (Rosenquist et al., 2017), 

se visualizó el cromatograma en crudo con la herramienta Chromas software (Technelysium Pty Ltd, 

Australia), y el análisis del estado mutacional del reordenamiento, mediante la herramienta 

IMGT/VQUEST. Esta, proporciona el cálculo automático del porcentaje de identidad de IgHV con 

respecto a la línea germinal, el número y descripción de las mutaciones por FR-IMGT y CDR-IMGT, y la 

identificación y localización de dichas mutaciones con respecto a la línea germinal (Alamyar et al., 2012). 
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La herramienta bioinformática ARResT/AssignSubsets (Bystry et al., 2015) se reservó para la estereotipia 

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

3.5.2 Determinación de IGVH y seguimiento: método NGS. 

La optimización del protocolo que se expone a continuación se realizó en colaboración con la 

Unidad de Genómica y Diabetes de la Universidad de Valencia (Figura 3.7 a)). Se llevó 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 (Illumina, California, EE. UU.) y la 

enzima QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (Qiagen, Alemania) (Anexo 1: Tabla 3). La secuenciación se 

realizó siguiendo el proceso antes detallado (3.3.1.4), y el protocolo de secuenciación Illumina MiSeq 

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

 
Figura 3.7 Esquema de PCR para la amplificación de IGVH por NGS. a) PCR anidada multiplex compuesta por la combinación del pool de 

cebadores que acotan las 3 regiones FR (framework) del locus IGH. b) Distribución de las lecturas obtenidas con cada set de cebadores tras la 
secuenciación 2x150 Illumina. 

Para la determinación de IGVH por NGS se recurrió a la pipeline específica B-MyRepCLL, 

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

MyRepCLL). 

3.6 Citometría de Flujo y enfermedad medible residual. 

Los estudios de citometría se realizaron en muestras de SP, tras la lisis de los eritrocitos tal y 

como recomienda Euroflow (Kalina et al., 2012). Se utilizó la combinación 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 adquisición se realizó en un FACSCanto II Becton-Dickinson 
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Biociences con el software FACSDiva (V8.0; BD). El software de análisis fue el Infinicyt softwareTM 

(Cytognos SL, Salamanca, Spain). El valor de EMR se informó como la fracción de células de LLC respecto 

al total de células nucleadas, siendo la EMR negativa como una fracción <1x10-4. 

3.7 Análisis estadístico. 

Todas las pruebas estadísticas se realizaron con el paquete informático 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 más de dos grupos. Para el 

análisis univariante de factores asociados a riesgo de recaída se utilizó la prueba de prueba χ² para 

variables categóricas, las pruebas paramétricas t de Student y ANOVA, además de las no paramétricas 

(U de MannWhitney), para variables continuas. El análisis multivariante se realizó mediante el modelo 

de regresión múltiple de Cox (paso a paso), donde se incluyeron las variables que en el análisis 

univariante mostraban relación con la supervivencia con un grado de significación estadística p<0.2 o 

que en estudios previos hubiese sido demostrado su valor pronóstico. Para estimar el peso de una 

variable en el análisis multivariante se calcularon las hazard ratio (HR) o razón de tasas. Se entendió 

como tiempo hasta el primer tratamiento (TPT), como el periodo de tiempo entre el diagnóstico y la 

fecha de inicio de tratamiento. La supervivencia libre de progresión (SLP) fue definida como el período 

de tiempo desde el inicio de la línea terapéutica y la primera recaída/progresión. La supervivencia global 

(SG) hizo referencia al período de tiempo entre el diagnóstico y la fecha de muerte del paciente o la 

última 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 consideró que existían diferencias estadísticamente significativas cuando se observaron valores 

de p inferiores a 0.05. El coeficiente de correlación, diagramas de Bland-Altman, diferencia de medias y 

límite de concordancia del 95%, informado como ± 1,96 s.d., se calcularon a partir los datos en 

porcentaje.  

 



 

 
 

Resultados 

 
 



 

 
 

 



Resultados 

71 
 

4 Resultados 

4.1 Características clínico biológicas de los pacientes al diagnóstico y al inicio del 
tratamiento. 

Se realizó un estudio retrospectivo observacional en el que se incluyeron un total de 96 

pacientes diagnosticados de LLC según la OMS 2016 (Swerdlow et al. 2016). De todos ellos, 9 pacientes 

(9%) fueron diagnosticados de LLCP y 87 pacientes (91%) correspondían a diagnóstico de LLC. Cincuenta 

y nueve (61%) eran hombres, y la mediana de edad al diagnóstico fue de 61 años (rango: 33-92), siendo 

38 casos (40%) mayores de 65 años. Con una mediana de seguimiento de 31 meses (RIQ de 0 a 229 

meses) entre el diagnóstico y el inicio de tratamiento, la edad aumentó a 65 años (mediana 61 vs 65, 

P<0.001), siendo 47 casos (49%) mayores de 65 años. Las principales características clínicas y biológicas 

al diagnóstico y al inicio de tratmiento de los pacientes incluidos en el estudio, se detallan en la Tabla 

4.3. 

Al diagnóstico, 78 pacientes (81%) presentaron un estado general medido por la escala ECOG 

de 0, 12 (12%) de I con sintomatología leve y 2 casos (2%) con <50% del día encamados (ECOG II). Los 

síntomas más frecuentes fue la sudoración (n=6, 6%), pérdida de peso (n=5, 5%), seguida de astenia 

(n=3, 3%) y fiebre (n=1, 1%).  Al inicio de tratamiento, también la mayoría eran  asintomáticos (78, 82%), 

sin observarse diferencias significativas en la evolución. 

Cuarenta y cuatro pacientes (46%) presentaron adenopatías en un territorio ganglionar en el 

23%, en dos territorios en el 15% y en tres o más en el 8%; esplenomegalia en un 8% y hepatomegalia 

en un 3% del total de casos, al momento del diagnóstico. El aumento de las adenopatías fue progresiva 

(46% vs 78%, P<0.001), aumentando hasta el 30% y 29% los casos con dos o tres terriotorios 

ganglionares afectos. Además, 29 casos presentaron esplenomegalia (8% vs 30%, P<0.001), y 9 (9%) 

hepatomegalia.  

Con respecto a las cifras hematológicas, la mediana basal de hemoglobina, recuento 

leucocitario total, linfocitario absoluto, y plaquetar fue de 13.75g/dL (RIQ 12.50-14.80g/dL), 19.08×109/L 

(RIQ 13.45-31.87×109/L), 13.49×109/L (RIQ 8.26-24.50×109/L) y 205.00×109/L (RIQ 162.25-

231.00×109/L), respectivamente. Durante la progresión 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 ×109/L, P=0.003), fue significativamente menor, mientras que aumentó la cinética del recuento 

leucocitario total (mediana 19.08 vs 60.80 ×109/L, P<0.001) y linfocitario absoluto (mediana 13.49 vs 

53.83 ×109/L, P<0.001). Asimismo, los valores bioquímicos 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 

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

Al diagnostico se recogieron las características inmunofenotipicas imprescindibles para la 

cartacterización diagnósitca, y los valores bioquímicos 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 coexpresión de antígenos de superficie CD19/CD5+ fue de 70,50% (RIQ 

35.75-90.05%), con mayor expresión de cadenas ligeras Kappa (n=37, 63%), seguidas de Lambda (n=18, 

30%) y Kappa/Lambda (n=4, 7%). La expresión de la proteína ZAP70 y CD38, fue positiva en 43 (45%) y 

41 pacientes (43%), respectivamente.  

Según el sistema de estadificación Rai, 47 (49%) pacientes presentaban enfermedad de bajo 

riesgo, 34 (35%) en estadio I o II, como enfermedad de riesgo intermedio, y 15 (16%) con enfermedad 

de alto riesgo. Según el sistema de Binet, se clasificaron en estadio A 78 (81%), 10 (11%) en estadio B, y 

en minoría en estadio C (8 (8%)). Tras la progresión, la mayoría de los pacientes se reclasificación en los 

subgrupos de riesgo intermedio y alto, y estadios B y C, según 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 justificó la necesidad de inicio tratamiento. 

El estudio citogenético fue posible en 94 pacientes (96%) para FISH, y 56 (58%) para cariotipo. 

Cincuenta y nueve pacientes (63%) mostraron anomalías en el FISH, con la del(13q14) en 35 (37%) como 

alteración más frecuente, seguida de la trisomía del cromosoma 12 en 19 casos (20%), y la del(11q22) 

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 ó 2 anomalías cromosómicas 

clonales. Un paciente (2%), presentó 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 progresión (65, 71%), siguió describiéndose la del(13q14) como la más frecuente 

(39, 42%). En cambio, las diferencias fueron significativas en las alteraciones cromosómicas detectadas 

en el cariotipo en 49 casos, de los cuales 25 (51%) presentaron alteraciones cromosómicas, 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 específico IGVH3-21 (Tabla 4.5). Mediante secuenciación 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 más 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 DH y JH, la familia DH3-3 (15%) y JH6 (45%) formaban parte del reordenamiento en la mayoría 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 más, fueron reagrupados 

en cuatro minoritarios (CLL#3, 1%; CLL#6, 1%; CLL#28A, 1%; CLL#77, 1%). Todos ellos tenían diagnóstico 

de LLC, mientras que el CLL#28A era LLCP (Anexo 2: Tabla 2). 

4.1.1 Análisis de calidad de secuenciación y cobertura en las muestras basales. 

El porcentaje mapeado on-target fue >85%, y se examinó la uniformidad y distribución de la 

cobertura mínima 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 exón 1 del gen EGR2 y en algunas regiones del gen ATM (exón 1, 21, 33 y 

54), no se superaba 500x de cobertura. 

Gen Exón Número amplicones Cobertura mínima (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 7 6.531,00 7.536,08 

NFKBIE 1 8 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 mínima y media total de cada gen a estudio. 

Más 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 tenían la región a estudio cubierta ≥500x (Tabla 4.2) 

(Anexo 1: Figuras 1). 

Panel Media Casos cobertura media 
≥1000x (%) 

Media Casos cobertura media 
≥500x (%) 

Media Casos cobertura media 
≥250x (%) 

Media Casos cobertura media 
<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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Características demográficas Categoría Datos al diagnóstico  Datos pretratamiento p-valor 

Edad (años), media (RIQ) 61 (33-92) 65 (36-97) <0.001 

Sexo (masculino), n (%) 59 (61,50)  

Parámetros clínicos     

>65 años, n (%) 38 (40) 47 (49) 0.245 

ECOG performance status, n (%) 

0 78 (81) 79 (82) 

1.000 1 12 (12) 12 (13) 

2 2 (2) 2 (2) 

Síntomas B, n (%) 7 (7) 9 (9) 0.777 

Sudoración, n (%) 6 (6) ND  

Pérdida de peso, n (%) 5 (5) ND  

Astenia, n (%) 3 (3) ND  

Fiebre, n (%) 1 (1) ND  

Linfoadenopatías (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 analítico-hematológicas     

Hemoglobina, Mediana (RIQ), g/dL  13.75 (12.50-14.80) 12.30 (10.77-13.70) <0.001 

Leucocitos totales, Mediana (RIQ), ×10^9/L  19.08 (13.45-31.87) 60.80 (31.64-119.39) <0.001 

Neutrófilos absolutos, Mediana (RIQ), ×10^9/L  4.54 (3.32-5.85) 4.20 (2.77-5.68) 0.665 

Linfocitos absolutos, Mediana (RIQ), ×10^9/L  13.49 (8.26-24.50) 53.85 (23.86-112.24) <0.001 

Plaquetas, Mediana (RIQ), ×10^9/L  205.00 (162.25-231.00) 167.50 (119.25-215.25) 0.003 

Análisis de bioquímica     

Creatinina, Mediana (RIQ), mg/dL  0.90 (0.70-1.09) ND  

IgG, Mediana (RIQ), mg/dL  790.00 (573.75-1034.25) ND  

IgA, Mediana (RIQ), 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 (>1×superior al límite normal), n (%)  14/92 (15) 24/92 (26) 0.101 

β2-microglobulina (β2), Mediana (RIQ), mg/dL  2.46 (1.87-6.01) 2.90 (2.40-4.42) <0.001 

β2 elevado (>1×superior al límite normal), n (%)  15/86 (17) 27/74 (36) 0.011 

Estadificación     

Estadío Rai, n (%) 

0 47 (49) 7 (7) 

<0.001 I-II 34 (35) 52 (54) 

III-IV 15 (16) 37 (39) 

Estadío Binet, n (%) 

A 78 (81) 31 (32) 

<0.001 B 10 (11) 39 (41) 

C 8 (8) 26 (27) 

Características inmunofenotípicas     

Coexpresión 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     

Alteración en el número de copias (FISH), n (%)  59/94 (63) 65/92 (71) 0.573 

 del(13q14 35 (37) 39 (42)  

 trisomía 12 19 (20) 19 (21)  

 del(11q22) 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 características clínicas y biológicas de 96 pacientes con LLC a estudio. (RIQ: rango intercuartil; ND: no determinado). 
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4.1.2 Comparación 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 única más abundante fue 7697 (rango, 172-431926), mientras que el de todos los 

clonotipos (la suma de todas las secuencias únicas 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 región 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 varió de 17.94 a 99.78%.  

Tras la detección y caracterización de los clones mayoritarios, fue necesario establecer un límite 

confiable para los clones menores. Se calcularon los ratios de lecturas mapeadas entre clones 

consecutivos, y se determinó un límite de diferencia ≥ 5 entre ratios, para considerar el reordenamiento 

como clonal intramuestra. Con esta clasificación, las muestras se etiquetaron como subclonal o "N 

clonal" (siendo N el número de posibles clones de LLC). El valor promedio de la máxima diferencia 

detectada fue 347 (raango, 125 – 398x) y 92 veces (rango, 21 – 149x) en los grupos con una única clonal 

(1 clon) y doble reordenamiento (2 clones), respectivamente (Anexo 1: Figuras 2). En base a esta 

clasificación, 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 región 

CDR3, y todos ellos presentaron SMH (%) afines a la categorización del clonotipo principal. El 50% de los 

nuevos reordenamientos, pertenecían a la misma familia VH que el clon mayoritario, lo que, además de 

por su baja proporción clonal, dificultó su resolución por la técnica convencional (Tabla 4.4). 

Caso Estado mutacional global Homología (%) IGVH IGDH IGJH % Total de lecturas Productividad 

LLC-33 NO MUTADO 
100 IGVH4-4 IGDH2-2 IGJH6 89.87 Sí 

99.70 IGVH4-61 IGDH2-8 IGJH6 9.37 No 

LLC-43 NO MUTADO 
100 IGVH3-11 IGDH3-16 IGJH4 69.10 Sí 

99.67 IGVH3-23 IGDH5-5 IGJH5 7.84 No 

LLC-52 NO MUTADO 
100 IGVH1-69 IGDH3-3 IGJH2 77.70 Sí 

100 IGVH3-22 IGDH2-8 IGJH4 11.96 Sí 

LLC-58 NO MUTADO 
99.51 IGVH3-9 IGDH6-6 IGJH4 79.42 Sí 

98.40 IGVH2-5 IGDH2-8 IGJH4 10.42 No 

LLC-6 NO MUTADO 
100 IGVH1-2 IGDH3-3 IGJH1 70.80 Sí 

99.70 IGVH1-69 IGDH3-9 IGJH3 11.72 Sí 

LLC-60 NO MUTADO 
100 IGVH3-11 IGDH6-19 IGJH1 81.56 Sí 

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 más, sin 

DH establecido por Sseq, siendo los dos casos restantes, reordenamientos VH3-21. La secuencia de 

aminoácidos fue igual en 93/100 reordenamientos con CDR3 disponible por Sseq (93,10%), 7/100 con 

1 aminoácido diferente (7%).  

Tal y como mostró el gráfico de dispersión y el gráfico de Bland-Altman, para la determinación 

del estado de IGVH, las técnicas Sseq y NGS fueron concordantes en el 99,04% de los casos (104/105), 

con una excelente correlación con el procentaje de identidad (homología %) detectado 

(linealidad=0.748, P<0.001) (Figura 4.1 a) y b)). La única discrepancia se asignó 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/IGJH2, 84.94%), con una homología por NGS del reordenamiento no 

productivo del 98.60%, no mutado, mientras que el clon principal permanecía mutado (97.60%). En 3 

casos más, las secuencias NGS fueron más cercanas a la línea germinal, sin implicar un cambio en la 

categorización del estado mutacional IGVH, lo que sugirió un probable error acumulado por la técnica 

SSeq.  

En base a este ratio, y al recuento linfocitario absoluto (RLA, ×109/L) en sangre periférica, se 

determinó la proporción de células LLC hipotéticas en tanto por cien [celLLC(%)], y se extrapoló en base 

al recuento leucocitario (×109/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 comparó el 

celLLC(%) con el valor de co-expresión de antígenos de superficie CD19/CD5+ (%) de 87 muestras. En 

este caso, se observó una excelente correlación entre el porcentaje de células LLC en función del cálculo 

clonotípico por NGS, y el del fenotipo por citometría 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 correlacionó con el valor CD19/CD5+ (%), a excepción 

de un caso (LLC-63). Con respecto al resto de muestras con doble reordenamiento, el fenotipo fue 

consistente con una única población monoclonal. 
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Figura 4.1 Comparación entre el porcentaje de identidad (homología %) de IGVH detectada por Sseq y NGS, y la proporción de células LLC en 

base al clonotipo por NGS. Correlación de Pearson (a) y gráfico de Bland-Altman (b) entre los métodos Sseq y NGS (linealidad =0.748; 
coeficiente de correlación de Pearson R=0865, P<0.001). Correlación de Pearson (c) y gráfico 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 correlación de Pearson R=0865  P<0.001) (celLLC: 

células LLC detectadas por NGS; CF: citometría de flujo; IC: intervalo de confianza). 

4.1.3 Heterogeneidad clonal y composición subclonal. 

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

que en 11 (12%) no se detectó ninguna alteración genética. En base al significado clínico 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). 

 

Figura 4.2 Clasificación de las variantes reportadas según su frecuencia alélica de la variante (VAF%) y significado clínico. Verde: benigna; 
verde claro: probablemente benigna; amarillo: significado incierto; rosa: probablemente patogénica; rojo: patogénica. 

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

benigno (Anexo 2: Tabla 4), centramos el estudio en las 98 (29%) mutaciones con potencial valor clínico 
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que se reportaron en 53 (57%) pacientes, siendo la mediana del número de variantes detectadas por 

paciente de 1, variando de 0 a 5. Veintisiete casos (29%) presentaron una mutación, 15 (16%) dos 

variantes, 6 (6%) con tres, 2 (2%) con cuatro y en 3 (3%) con cinco variantes. En 40  (43%) pacientes, no 

se detectó ninguna mutación. Respecto a la naturaleza de las mutaciones, las más frecuentes fueron las 

de tipo missense (64, 65%), frameshift (22, 23%), nonsense (7, 7%) y por último variantes en regiones 

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

En relación a la frecuencia alélica de las variantes, las mutaciones clonales (≥10 VAF%) fueron 

las más frecuentes en 45 (48%) pacientes. Se presentaron como variantes únicas en 31 casos (33%), y 

en asociación con una mutación 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). 

 
Figura 4.3 Clasificación de las variantes reportadas según 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 vías celulares más frecuentemente alteradas. 

La fracción alélica mutacional mínima observada en todos los casos fue de >1% en los genes a 

estudio. Las mutaciones de naturaleza missense fueron las variantes más frecuentes en los genes SF3B1, 

TP53, XPO1 y ATM, mientras que la mayoría de las mutaciones en NOTCH1 y en su totalidad en BIRC3, 

lo eran de tipo frameshift. Las mutaciones clonales y subclonales (VAF <10%) mostraron características 

moleculares y distribución genética similar, a excepción de los genes ATM, MYD88 y NOTCH1, en los 

que únicamente se hallaron variantes clonales (Figura 4.4). Se observó una evolución mutacional 

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

Según la categoría funcional, las mutaciones que afectan a la respuesta al daño en el ADN fueron 

las más frecuentes (34, 35%), seguidas de las variantes en los genes implicados en el splicing, 

transcripción y transporte del ARN (31, 32%), de la vía de señalización de NOTCH (18; 18%), y de la vías 

de señalización del BCR/TLR (15, 15%) (Anexo 2: Tabla 5). 

 Entre los genes implicados en la respuesta al daño 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 unión 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 frameshift y 3 

nonsense (32%), de las cuales 10 eran clonales con una VAF ≥10%. Una mutación subclonal en el gen 

TP53, fue la única aberración 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 halló dos mutaciones en 

TP53 de manera concomitante, siendo una de ellas subclonal, con un VAF <5%. En otro caso más (LLC-

49), se detectaron cuatro mutaciones, cada una de ellas localizadas en un exón diferente, con una carga 

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

El gen ATM fue el segundo gen con mayor índice mutacional implicado en esta vía, a pesar de 

que sólo fue posible su determinación 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 región de splicing, y 2 (15%) de tipo nonsense. En 3 pacientes (23%) se describió una 

mutación clonal única en ATM, mientras que en 3 casos más (23%), se detectaron dos mutaciones 

genéticas independientes adquiridas en el mismo gen, en asociación con mutaciones puntuales en otros 

genes en dos de ellos.  

Por último, el gen POT1, se vió afectado minoritariamente, detectándose dos mutaciones en 

dos pacientes (2%). La inserción clonal se localizaba en el exón 6 del gen, y en asociación con otra 

mutación clonal en el gen TP53; mientras que la missense subclonal, en el exón 9, se detectó de manera 

aislada en el paciente LLC-78. 
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En cuanto a los genes involucrados en la transcripción del ARN, el gen de splicing SF3B1 fue el 

segundo gen con mayor índice mutacional, encontrándose 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 

que destacó la mutación recurrente p.Lys700Glu, en seis pacientes (40%). La presencia de una mutación 

en SF3B1 fue la única aberración 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, encontrándose 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 mayoría en el 

exón 15 (10, 77%) y exón 16 (3, 23) del gen. La mutación más común, presente en 9 pacientes (90%), 

daba lugar a una alteración de la proteína en el codón 571, principalmente por el cambio de aminoácido 

p.Glu571Lys (n=7, 70%), seguida de p.Glu571Val en 2 pacientes (15%). Sólo el paciente LLC-73, presentó 

la mutación 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 más, en combinación con otra variante 

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

Entre los genes mutados que afectan a la vía de señalización 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 mayoría de las mutaciones comprometían la funcionalidad de la proteína, 10 

frameshift (77%), 2 nonsense (15%), y 1 missense (8%), siendo la más frecuente la indel p.Pro2514fs*4 

(77%), localizada en el dominio PEST C-terminal del gen. Sólo 5 pacientes (39%) presentaron una única 

mutación en NOTCH1, mientras que los 8 restantes en asociación 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 FBXW7, sólo 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 exón 9 (40%) y 10 (60%) del gen, con una prevalencia del cambio de 

aminoácido p.Arg505Leu en dos de los 5 pacientes descritos (40%). A excepción del paciente LLC-93, 

todas las mutaciones en FBXW7 fueron detectadas en asociación con otras variantes genéticas (90%). 

En la serie global, los genes involucrados en las vías de señalización BCR/TLR, presentaron 

menor índice 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 vía de señalización NFκB. Cinco de las mutaciones de EGR2 (83%), se 

localizaron en el exón 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 asociación con una mutación clonal frameshift en el gen TP53.  

El segundo componente genético mayormente mutado e involucrado en la vía de señalización 

NFκB, fue el gen BIRC3, en el que se detectaron 5 mutaciones en 3 pacientes (3%), descritas como 

deleciones e inserciones que oscilaron entre 1 y 13 nucleótidos. Todas las mutaciones fueron frameshift, 

agrupadas en dos regiones hotspot comprendidas entre los aminoácidos 429-434 detectadas a un 

VAF<10% (2, 40%), y los aminoácidos 547-554 con una frecuencia clonal (3, 60%). Una deleción clonal 

en BIRC3, fue la única aberración genética en dos pacientes (67%), mientras que en el caso LLC-14, 

concurrieron 2 deleciones clonales con una inserción subclonal en el gen BIRC3, en asociación con dos 

mutaciones missense clonales en otros dos genes. Respecto al gen NFKBIE, se identificó la misma 

deleción en dos pacientes diferentes (2%), en la región hotspot p.Tyr254. 

Por último, la mutación p.Leu265Pro más recurrente en el gen MYD88, componente clave en la 

señalización intracelular del complejo TLR, se identificó en dos pacientes de la serie (2%), ambas en 

heterocigosis, una de ellas como marcador genético único alterado en el LLC-99, y en el LLC-24 en 

asociación con una mutación missense clonal en el gen TP53. 

4.1.5 Coexistencia/exclusividad de las variantes genéticas y su correlación con las 
características clínico biológicas. 

La integración de las mutaciones genéticas con las características fenotípicas y/o citogenéticas 

de LLC, reveló algunas asociaciones significativas descritas a continuación (Anexo 2: Tabla 6) (Figura 4.5). 

La presencia de mutaciones en TP53 se asoció mayoritariamente con el U-LLC (P<0.05), y según los datos 

citogenéticos disponibles, 4 casos con TP53mut, mostraron del(17p13), en 8 se observó mutación en 

ausencia de deleción, y en 4 casos más la deleción en ausencia de mutación (P<0.01). La presencia de 

alteraciones bien por deleción o/y mutación de TP53 en estos 16 pacientes (17%), se correlacionó 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). Además, 2 de los 4 pacientes con 

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

Según los datos citogenéticos, 6 pacientes portaron del(11q22), 2 de los cuales junto con una 

mutación clonal en ATM, y en 6 casos más, con mutación aislada en ausencia de deleción, sin llegar a 

mostrar una correlación significativa (P= 0,250). En cambio, la presencia de trisomía 12, o de mutaciones 

en SF3B1, mostró una correlación negativa con la del(13q14) (P=0.018 y P<0.010, respectivamente), 

mientras que en 5 casos con alteración en el gen EGR2, sí se detectó la deleción (P<0.05). Además, las 
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mutaciones en el gen EGR2, se describieron en pacientes jóvenes (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 mutación en XPO1, presentó U-LLC (P= 0.110), y en asociación con 

mutaciones en el gen NFKBIE (P=0.01). Los 3 casos con deleciones en el gen BIRC3, mostraron niveles 

atípicos de LDH (P= 0.016).  

En general, la presencia de >2 mutaciones genéticas se asoció con características 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 más 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). 

 
Figura 4.5 Incidencia y distribución de mutaciones en los 11 genes y marcadores genéticos analizados en la cohorte. a) Las filas corresponden 

a genes secuenciados y características genéticas; las columnas representan pacientes individuales con LLC. Código de color: IGVH: rojo, 
IGVH3-21; azul: IGHV mutado; rosado: IGHV no mutado. Alteraciones genéticas: gris oscuro, alteración o mutación; gris claro: no mutado o 

alterado; rojo: no determinado (Figura realizada con la herramienta oncoprint en cBioPortal). b) Frecuencia mutacional según los subgrupos de IGVH 
U-LLC (rosado) y M-LLC (azul) (*P<0,05)). c) Representación 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 según los grupos de riesgo LLC-IPI e impacto clínico en el TPT. 

De acuerdo a la estratificación 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). Según el número medio de variantes, se observó cómo los grupos de riesgo bajo e intermedio, 

presentaron como máximo 2 y 3 variantes, en comparación con los grupos de riesgo alto/muy alto que 

mostraron 4 (n=2, 2%) ó 5 mutaciones (n=3, 3%), siendo esta diferencia estadísticamente significativa 

(P=0.002). Según el espectro mutacional, se confirmó una mayor frecuencia mutacional en la vía de 

alteración de la respuesta al daño en el ADN (TP53mut 14/14, P<0.0001) y en la señalización de NOTCH 

(NOTCH1mut 11/13, P<0.05) en los casos de alto/muy alto riesgo. Además, tal y como se esperaba, dichos 

grupos presentaron además, una mayor tasa de factores biológicos adversos, como U-LLC (34/58, 

P<0.011), con del17p o/y TP53mut (18/18, P<0.0001), cariotipo complejo (4/4, P<0.018), y valores 

atípicos 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 asoció a ningún grupo en particular.  

Estudio molecular  Categoría Datos pretratamiento 

Reordenamiento único IGVH, n (%) 88 (91) 

Doble reordenamiento IGVH, n (%) 8 (9) 

Estado mutacional IGVH, n (%) 

No mutado 61 (63) 

Mutado 29 (30) 

IGVH3-21* 6 (6) 

MutTP53, n (%) 14 (15) 

MutTP53 y/o del(17p13), n (%)  16 (17) 

Índice Pronóstico (LLC-IPI), n (%) 93/96 

 Bajo 17 (18) 

 Intermedio 32 (34) 

 Alto 31 (33) 

 Muy Alto 13 (14) 
Tabla 4.5 Variables moleculares e Índice pronóstico LLC-IPI de la serie a estudio. 

En segundo lugar, se analizó el potencial impacto de las diversas variables clínico biológicas en 

el tiempo hasta el primer tratamiento (TPT). La mediana de dicho parámetro (mTPT) para la globalidad 

de la serie, fue de 46 meses (rango 0 - 215). Para evaluar las asociaciones entre las características de los 

pacientes y la mTPT, se realizó un análisis univariable con cada una de las siguientes variables: sexo, 

edad (>65a años), 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), 

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

Los pacientes mayores de 65 años, requirieron de intervención 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 atípicos de β2 microglobulina (mTPT 153.0 vs 215.0 meses, HR 3.52; IC 95% [0.93, 
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13.29]; P=0.063). En base al estadio clínico de BINET, se observaron diferencias significativas entre los 

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

Según el índice pronóstico LLC-IPI, se observó 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; IC 95% [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). Además, aquellos con subset asociado presentaron una mTPT menor en 

comparación 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). 

Según la categorización jerárquica de FISH, los casos con del(11q22) tenían mTPT inferior al 

resto, con 62.3 meses (HR 4.30; IC 95% [0.79, 23.41]; P=0.091), mientras que las anomalías de alto 

riesgo, como del(17p13), cariotipo complejo y TP53mut, 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 TP53mut (mTPT, 155 vs 150 meses, P=0.390).  

En el análisis multivariante, se incluyeron los factores con P<0.20 del análisis univariable, 

identificando la edad (>65 años), el estado mutacional y la esteriotipia del reordenamiento IGVH, como 

marcadores pronósticos adversos con mTPT inferior (Tabla 4.6).  

 Univariante Multivariante 

Variables HR IC 95% HR p-valor HR IC 95% HR p-valor 

Edad >65 años 9.65 2.06-45.15 P=0.004 11.18 1.87-66.90 P=0.008 

Binet_B+C 2.54 1.05-6.13 P=0.037    

β2 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 Sí 5.31 1.65-17.19 P=0.005 16.80 3.64-77.89 P<0.001 

del(11q22) 4.30 0.79-23.41 P=0.091    

LLC-IPI 4.43 1.42-13.86 P=0.010    
Tabla 4.6 Análisis univariante y multivariante. Tiempo hasta el primer tratamiento. (HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza). 

En lo que se refiere a la opción terapéutica, 57 casos (59%) recibieron inmunoquimioterapia 

como primer esquema terapéutico, mientras que Ibrutinib, fue la elección terapéutica para los 39 

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

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

4.3 Evolución clonal tras primera línea: terapia convencional vs terapia dirigida. 

La evolución clonal se modeló en base a las variantes genéticas evaluadas en colecciones de 

muestras longitudinales, que presentaron frecuencias alélicas variables entre los puntos temporales del 

análisis 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 características moleculares de las dos cohortes se encuentran resumidas en 

la Tabla 4.7, y más extensamente las características clínico biológicas en el Anexo 2: Tabla 8. 
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Estudio molecular Categoría 
Inmunoquimioterapia 

(n=57) 
Ibrutinib (n=39) 

Estado mutacional IGVH, n (%) 

No mutado 35 (61) 26 (67) 

Mutado 18 (32) 11 (29) 

IGVH3-21* 4 (7) 2 (5) 

IGVH esteriotipado, n (%)  7 (12) 1 (3) 

MYD88mut, 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) 

XPO1 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) 

Nº mutaciones, Mediana (RIQ)  1 (0-1) 1 (0-2) 

Índice Pronóstico (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 Caracterísitcas moleculares de la serie a estudio según la primera línea de tratamiento recibida. (RIQ: rango intercuartil; ND: no 

determinado). 

4.3.1 Estudio de mutaciones de resistencia asociadas a los genes BTK y PLCγ2. 

4.3.1.1 Diseño, puesta a punto y validación del panel IBR-R. 

4.3.1.1.1 Diseño de cebadores. 

Se diseñaron 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 Obtención de los fragmentos y optimización de la librería. 

Para la optimización del método de preparación de librerías, se amplificaron 7 muestras de 

pacientes con LLC, obteniéndose tamaños homogéneos y del tamaño esperado (224-298pb) en todos 

los casos (Figura 4.7). De acuerdo con la metodología (3.3.2), se reajustó la concentración 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 optimización del método de preparación de librerías IBR-R. Pocillos A1-A7: muestras control de 

pacientes con LLC; A9 control barcode; A12: control negativo por condición (Qiaxcel (Qiagen N.V. Hilden, Alemania). 

4.3.1.1.3 Exactitud del método de análisis 

Con una cobertura media superior a 1000x en todas las muestras y en el análisis por 

cuadruplicado (rango, 1.350 - 10.551x), el porcentaje de las variantes detectadas, fue similar al VAF (%) 

esperado, con una desviación estándar no superior al 0.23% en ningún caso. En base al valor de 

incertidumbre y error absoluto, se calculó 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, así como en la muestra control_WT (0% en 

todos los casos) (Tabla 4.8). 

Muestra control ADNc Aminoácido 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 99.93 99.86 0.06 0.05 

Control_BTK_pl3 
BTK:c.1442A>C p.Cys481Ser 6.00 5.86 5.71 5.93 5.83 5.83 0.09 1.07 

BTK:c.1441T>A p.Cys481Ser 15.00 14.52 14.88 14.59 14.67 14.67 0.16 0.75 

Control_BTK_pl4 BTK:c.1442A>C p.Cys481Ser 30.00 29.87 30.15 30.35 29.54 29.98 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 

Control_PLCG2_pl4 
PLCG2:c.2977G>C  p.Asp993His 10.00 10.21 10.11 9.87 10.09 10.07 0.14 0.99 

PLCG2:c.1990C>T p.Pro664Ser 10.00 9.81 9.79 10.18 10.01 9.95 0.18 1.48 

Control_WT 

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 

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 análisis. Cálculo del error relativo para cada una de las muestras estudio según el porcentaje de mutación 

esperado y el detectado (DS: desviación estándar; VAF: frecuencia alélica de la variante; valores de expresados en porcentaje). 

4.3.1.1.4 Precisión del método de análisis. 

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

carrera de secuenciación, con una cobertura media obtenida de 3.413x (rango, 1.258 – 5.601x), y con 

un VAF (%) promedio homogéneo cuya desviación estándar no superó el 1%. El coeficiente de variación 

no superó el 1%, excepto para las variantes subclonales con un VAF ≤ 10%, en el Control_BTK_pl3 y 

Control_PLCG2_pl4, en el que se observó 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 

Control_BTK_pl1 

99.81 

99.52 0.31 0.31 Control_PLCG2_pl1 

99.18 

99.35 0.17 0.17 99.56 99.37 

99.19 99.51 

Control_BTK_pl2 

99.79 

99.69 0.11 0.11 Control_PLCG2_pl2 

99.77 

99.71 0.13 0.13 99.58 99.56 

99.71 99.81 

Control_BTK_pl3 

5.83 

5.58 0.23 4.15 Control_PLCG2_pl3 

30.17 

30 0.18 0.60 5.37 30.03 

5.55 29.81 

14.52 

14.58 0.10 0.65 

Control_PLCG2_pl4 

10.21 

10.06 0.14 1.40 14.53 10.05 

14.69 9.93 

Control_BTK_pl4 

29.87 

51.23 0.14 0.47 

9.81 

9.95 0.15 1.52 30.12 10.11 

29.88 9.93 
Tabla 4.9 Precisión del método de análisis: Repetibilidad. Cálculo de la DS y CV para cada una de las muestras triplicadas a estudio según el 
porcentaje de mutación detectado (DS: desviación estándar; CV: coeficiente de variación; 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 

secuenciación 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 desviación estándar 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 

PLCγ2 (rango 0.48-1,64). El valor CV (%) máximo detectado (7.11%), se asoció 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 

1 99.81 

99.79 0.15 0.15 Control_PLCG2_pl1 PLCG2:c.1990C>T 

99.18 

99.3 0.48 0.48 2 99.92 99.83 

3 99.63 98.89 

Control_BTK_pl2 BTK:c.1441T>A 

1 99.79 

99.75 0.08 0.08 Control_PLCG2_pl2 PLCG2:c.2977G>C  

99.77 

99.43 0.68 0.69 2 99.66 99.87 

3 99.80 98.64 

Control_BTK_pl3 

BTK:c.1442A>C 

1 5.83 

5.48 0.39 7.11 Control_PLCG2_pl3 PLCG2:c.1990C>T 

30.17 

30 0.49 1.64 2 5.06 30.38 

3 5.55 29.44 

BTK:c.1441T>A 

1 14.52 

14.62 0.32 2.16 

Control_PLCG2_pl4 

PLCG2:c.2977G>C  

10.21 

10.12 0.10 1.01 2 14.36 10.15 

3 14.97 10.01 

Control_BTK_pl4 BTK:c.1442A>C 

1 29.87 

29.61 0.42 1.41 PLCG2:c.1990C>T 

9.81 

9.76 0.10 1.01 2 29.13 9.83 

3 29.83 9.65 
Tabla 4.10 Precisión del método de análisis: Reproducibilidad. Cálculo de la DS y CV para cada una de las muestras a estudio evaluadas en tres 
carreras de secuenciación diferentes (DS: desviación estándar; CV: coeficiente de variación; VAF: frecuencia alélica de la variante; valores de 

expresados en porcentaje). 

4.3.1.1.5 Sensibilidad y especificidad del método de análisis. 

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 aproximó al esperado, de manera independiente a la 
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carga mutacional inicial de partida y al número de lecturas que soportaban la variante. A mayor 

promedio de VAF (%) observado, el valor de la DS aumentó, alcanzando la mínima diferencia a 1000x y 

la máxima a 100x lecturas (0.34 vs 1.18, respectivamente), sin superarse en ningún caso el 2% de DS 

(Anexo 2: Tabla 11).  

La variante BTK:c.1442A>C detectada a VAF=1%, mostró un CV superior al 20% en todos los 

casos, y próximo al 20% a 1000 lecturas (13.75%). A medida que aumentó el VAF (%) y la profundidad 

de secuenciación, el CV fue alcanzando el valor del threshold, incluso superándolo a 1000 lecturas. Para 

la variante PLCG2:c.1990C>T, la tendencia fue similar, llegándose a alcanzar CV≤20% a 500 lecturas 

independientemente del VAF (%) (Figura 4.8). Por tanto, al 1% de mutación y con más de 1000 lecturas, 

el CV alcanzando fue inferior al 20%, y se determinaron estos valores de referencia, como rango de 

lecturas y porcentaje de mutación mínimos para el panel IBR-R. 

  
Figura 4.8 Representación de los valores CV (%) en función del número de lecturas de secuenciación: para la variante BTK:c.1442A>C 

(izquierda) y variante PLCG2:c.1990C>T (derecha) (para todas las rectas r2 >0.9 y p <0.05). 

En base a estos resultados, se determinó que a 1000 lecturas, la sensibilidad y especificidad 

analítica a VAF≥1% fue del 100%, estableciendo el 1% de frecuencia mutacional como límite de 

detección para el panel IBR-R.  

4.3.2 Análisis de calidad de secuenciación y cobertura en el seguimiento. 

En el estudio secuencial, se evaluó 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 alcanzó 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 exón 1 del gen EGR2 y ciertas regiones del panel IBR-R (exón 4 y 15 PLCγ2, y exón 5 

BTK), no se superaron 500x de cobertura (Anexo 2: Tabla 12).  
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Gen Exón Número amplicones Cobertura mínima (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 

PLCγ2 33 51 16.153,83 17.323,77 
Tabla 4.11 Cobertura mínima y media total de las muestras de seguimiento para cada gen a estudio. 

Más 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 análisis pretratamiento (P=0.040) 

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

Panel 
Media Casos cobertura 

media ≥1000x (%) 
Media Casos cobertura media 

≥500x (%) 
Media Casos cobertura media 

≥250x (%) 
Media Casos cobertura media 

<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 Asociación con el seguimiento y la respuesta al tratamiento. 

Cincuenta y siete casos (59%) recibieron IQT entre 2003 y 2019, con una media de seguimiento 

tras la primera línea 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 evaluación del seguimiento fue clínico y molecular: LLC-7 fue exitus a los cuatro meses 

del inicio de la terapia, por causas no relacionadas con la patología; LLC-55, LLC-58, LLC-68 y LLC-76 no 

se disponía de muestra secuencial para su evaluación molecular, pero sí datos clínicos de seguimiento 

(Anexo 1: Figuras 5). Treinta y siete casos (65%) presentaron progresión de la enfermedad a largo plazo, 

y 11 (19%) fueron exitus. La mediana de tiempo transcurrido entre la RC y la progresión clínica 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 

mayoría de ellas (10/11, 91%), negativizaron a los 13 meses de seguimiento (mediana 13, 8-26 meses), 

al igual que la dinámica observada en el componente linfocitario secuencial, con una mediana de 
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linfocitos absolutos en el momento previo al tratamiento de 60.11×109/L(RIQ, 28.42 – 89.62 ×109/L 

linfocitos), y con una disminución del 97% (RIQ, 96.44%-98.59%) al evaluar la primera muestra de 

seguimiento (mediana 1.12, RIQ 0.62-1.56 ×109/L) (P<0.001).  

 
Figura 4.9 Comparación del número de mutaciones detectadas (incluidas deleciones e inserciones) en la muestra previa y postratamiento, 

del grupo de pacientes en RC y en recaída a la IQT. Rojo: pretratamiento; Azul: muestra de seguimiento o recaída (***P<0,05). 

A pesar de la respuesta clínica observada, dos pacientes mostraron comportamientos 

moleculares atípicos al resto de la cohorte. En el caso LLC-36 con una evaluación RC a los 8 meses de 

tratamiento, una de las variantes detectadas pretratamiento (FBXW7mut c.1634A>G, 9.39% VAF) siguió 

siendo persistente a nivel subclonal, y se detectó una segunda variante subclonal en el mismo gen 

(FBXW7mut c.1383_1389delTTCCACT, 8.66% VAF), pese a que el recuento linfocitario disminuyó en un 

82% (8.35 vs 1.47×109/L) a los 13 meses de seguimiento. El paciente LLC-20, en RP a los 8 meses de 

tratamiento, no presentó alteraciones genéticas previas ni en el seguimiento molecular, aunque sufrió 

un aumento del 5% de los linfocitos absolutos con respecto a los valores pretratamiento (91.98 vs 

96.83×109/L) a los 21 meses de seguimiento.  

Los pacientes no respondedores, mostraron una mayor heterogeneidad molecular inicial (33 

variantes, mediana 2 [0-5] mutaciones somáticas), con cambios clonales notables en el perfil genético 

de la recaída en la mayoría de los casos, reflejado en un 33% más de mutaciones detectadas (P=0.045) 

(Figura 4.9).  

Se apreciaron cambios signifcativos en lo que se refiere al VAF(%) en muetras pareadas, 

identificándose tres patrones generales. En primer lugar, las aberraciones citogenéticas, a excepción de 

la del(17p13), tendieron a permanecer clonales estables a lo largo del tiempo (trisomía 12, n=2 vs 3, 

del(13q14) n=4 vs 7, y del(11q22) n=5 vs 6, NS). En segundo lugar, la aparición de nuevas mutaciones 

genéticas driver en el gen TP53 y SF3B1, y la del(17p13), se asoció con la resistencia a la IQT (P<0.031, 

P<0.003, y P<0.05, respectivamente) (Figura 4.10). La mayoría de las TP53mut fueron adquiridas (11/13, 

85%), todas ellas descritas en 7 pacientes, lo que mostró una evolución convergente en el 43% de los 

casos (3/7, rango 1-4 variantes), aunque en su mayoría, con una frecuencia alélica subclonal (8/13, 62%). 
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De manera similar, se adquirieron 7 de las 13 SF3B1mut, en 11 pacientes, en el que la evolución 

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 asociación con TP53mut (3/4, 

75%). En tercer lugar, las mutaciones en el resto de genes, fueron tan probables de disminuir en VAF(%) 

como de aumentar.  

 

 
 

 

Figura 4.10 Variación del perfil genético en la recaída. a) Número de  mutaciones detectadas en las muestras pareadas en la cohorte de 

pacientes tratados con IQT (izquierda: pretratamiento; derecha: muestra de seguimiento o recaída, *P<0.05). b) Las mutaciones adquiridas 
en los genes TP53 y SF3B1, y la del(17p13) revelaron el patrón de evolución clonal más relacionado con el mecanismo de resistencia 

molecular a la IQT (proporción de casos en los que el VAF(%) aumentó (rojo), disminuyó (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 recaída. 

Con objeto de aportar mayor precisión al impacto del tratamiento en la dinámica mutacional,  

se normalizó el valor de VAF (%) a la proporción de células CD19+/CD5+ evaluadas por citometría de 

flujo en cada muestra, obteniendo el valor de fracción de células cancerosas (CCF). Una mutación se 

consideró 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 o >0.5, 

respectivamente. Según 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 aparición. 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 recaída 

(12/13 y 6/6, respectivamente) (P<0.001) (Figura 4.11). A excepción de la dinámica observada en los 
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casos con RC, el paciente LLC-36 presentó una dinámica adquirida, con un CCF estable en combinación 

con la deleción FBXW7mut de nueva aparición. 

 
Figura 4.11 Dinámica clonal de las mutaciones detectadas bajo tratamiento con IQT en pacientes sin tratamiento previo. Heatmap con el CCF 

log2-fold-change (Log2FC) para cada mutación. El código de color indica la tendencia de cada mutación a lo largo del tiempo: indetectable 
(<-4), disminución (<-0,5), estable (-0,5 y 1), adquirido y/o aumento (>1). 

En cuanto a la importancia pronóstica del perfil genético mutacional y en base a la dinámica 

clonal de los pacientes tratados con IQT, se analizó, en términos de respuesta, la supervivencia libre de 

progresión (SLP). Los pacientes mayores, >65 años, y de grupo de riesgo intermedio y alto según el 

índice LLC-IPI, mostraron una SLP más baja y un mayor riesgo de recaída en comparación con los 

pacientes más jóvenes 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). Además, 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 ó ≥2 mutaciones genéticas, mediana, 50 vs 35 meses, P=0.049). La aparición de 

aberraciones genéticas en TP53 [TP53mut y/o del(17p13)] y en SF3B1mut en el seguimiento molecular, 

aumentó el riesgo de progresión después del tratamiento con una SLP inferior (TP53alt vs TP53wt, 

mediana, 29 vs 40, P=0.051; SF3B1mut vs SF3B1wt, mediana, 33 vs 61, P=0.002). La dinámica clonal con 

aumento o adquisición de mutaciones/CCF, mostró una influencia estadísticamente significativa en la 

progresión temprana, frente al patrón estable observado en los pacientes en recaída, y con los de 

evolución 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 recaída clínica, 

presentó un perfil CCF adquirido/aumentado (P<0.016), de los cuales el 81% (13/16) pertenecían al 

subgrupo LLC-IPI alto/muy alto riesgo (P<0.035) (Figura 4.12).  
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En los análisis multivariados de las variables que resultaron significativas en el análisis 

univariado (regresión 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), así como mutaciones adquiridas o con CCF aumentado (HR: 1.55, 

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

 Univariante Multivariante 

Variables HR IC 95% HR p-valor HR IC 95% HR p-valor 

Edad < 65 años > 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    

SF3B1mut vs SF3B1wt 3.14 1.45-6.79 P=0.004    

TP53alt vs 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 P=0.039 
Tabla 4.13 Análisis univariante y multivariante. Supervivencia libre de progresión. (HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza). 

 
Figura 4.12 Curvas Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresión para pacientes tratados con IQT como primera línea de tratamiento. a) 
SLP según 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) según estado mutacional del gen SF3B1 (P<0.05). 

4.3.3.2 Evolución clonal y enfermedad mínima 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 progresión (19/52, 36%), 15 (79%) lograron EMR indetectable (EMRi <10-4) 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 número de casos con estas 

características, la SG de estos pacientes fue más corta que los que mostraron EMRi, incluso recaída 

clínica (HR, 9.84; IC 95%, 1.28-7.49, P<0.027) (Figura 4.13 e)). 
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En base a estos resultados, y según lo esperado, se analizó la SLP y SG en función de la EMR 

detectada, obteniendo una marcada disminución 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 EMRi, 

aunque sí fue más prolongada en comparación 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 función de la evolución clonal CCF (HR, 2.20; IC 95%, 0.99-4.88, 

P<0.051). En este caso, el 100% de los pacientes con EMRi presentó un comportamiento CCF 

indetectable en la última muestra de seguimiento (P<0.001), mientras que el 65% de los pacientes con 

EMR+ desarrollaron una evolución clonal CCF adquirida o aumentada, siendo el 10% restante, el que 

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

En el análisis multivariable, tanto U-LLC (HR 10.32 [1.82-59.07], P=0.009) como β2-

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 asociación entre las características pretratamiento y la probabilidad de EMRi por 

NGS, los pacientes con β2-microglobulina dentro de los límites 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) 

tenían una mayor probabilidad de lograr EMRi. No hubo otras características previas al tratamiento 

asociadas, a excepción de los pacientes más jóvenes (<65 años) (HR 0.65 [0.38-1.07], P=0.089) y con 

una o ninguna mutación genética detectada en la muestra inicial (HR 0.69 [0.49-0.98], P=0.055), con 

una potencial significancia. 

 Univariante Multivariante 

Variables HR IC 95% HR p-valor HR IC 95% HR p-valor 

Edad < 65 años > 4.98  (2.00-12.39) <0.001    

β2 elevado/normal 2.96 (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 4.11 (1.88-8.99) <0.001 10.32 (1.82-59.07) 0.009 

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

LLC-IPI Bajo/Intermedio vs 
Alto/Muy Alto 

3.99 (1.82-8.72) <0.001    

0-1 vs ≥2 mutaciones 3.31 (1.77-6.20) <0.001    
Del(11q22)/del(17p13) vs otras 4.19 (1.92-9.16) <0.001    

Tabla 4.14 Análisis univariante y multivariante Supervivencia libre de progresión EMR. 
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Figura 4.13 Curvas Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresión y supervivencia global según el estado de EMR postratamiento. a) SLP 

según la EMR positiva o indetectable; b) SG de la cohorte en función de la EMR positiva o indetectable; c) SLP en función de la EMR y el 
estado mutacional de IGVH; d) SLP según la EMR y la evolución clonal CCF de las mutaciones detectadas en la última muestra de seguimiento 

en comparación con la muestra inicial pretratamiento; e) SG de los pacientes respondedores y en recaída clínica, y su distinción en función 
de la EMR (EMR: enfermedad mínima residual; EMRi: enfermedad mínima residula indetectable; SG: supervivencia global; SLP: supervivencia 

libre de progresión; CCF: cancer cell fraction). 

4.3.4 Terapia dirigida: Ibrutinib.  

4.3.4.1 Composición y dinámica clonal según VAF y CCF. 

Treinta y nueve pacientes (41%) recibieron Ibrutinib en monoterapia entre 2016 y 2019, con 

una mediana de seguimiento clínico 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 Ibrutinib exhibiendo 

transformación a Síndrome 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 recaída clínica fue de 

34.6 meses (rango, 7 a 59 meses).  

Para cada paciente, se comparó la composición clonal de la muestra inicial con la última muestra 

recogida durante el tratamiento (tiempo medio 26.9, rango 6-59 meses), y se evaluó 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 observó un aumento discreto del CCF [media recortada 
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al 5%, 27.88% (IC 95%: 0.55-59.62%)], seguido de una disminución del 70.91% [media recortada al 5%, 

(IC 95%: 56.59-80.12%)] durante los siguientes 6 meses (Figura 4.14 a)). La disminución media CCF 

permaneció estable a partir del primer año, 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 observó una 

desaceleración exponencial durante el primer año (media recortada al 5%, 0.2588% vs 0.0499% vs 

0.0159%, 3, 6 y 12 meses), mientras que la disminución en la dinámica 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)). 

  
Figura 4.14 Cinética específica del genotipo y progresión de la enfermedad durante el tratamiento con Ibrutinib. A) Representación 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 variación 
significativa del componente clonal (Línea discontinua roja con valor 0) (***P<0.05). B) Ratio absoluto de (dCCF/dt), durante todos los tiempos 

de seguimiento (recuadro gris: primer año de tratamiento).  

Con un 39% menos de mutaciones detectadas en las muestras de seguimiento (54 vs 33) (Figura 

4.15 a)), se identificó evolución 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 FBXW7 de nueva aparición 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 más representados en la serie, TP53, SF3B1, NOTCH1 y XPO1, mostró 

una estabilidad clonal, sin una tendencia clara hacia el aumento o la disminución independientemente 

de su frecuencia subclonal o clonal en la muestra inicial, en los primeros 12 meses.  

  
Figura 4.15 Variación del perfil genético en el seguimiento con Ibrutinib. a) Número de  mutaciones detectadas en las muestras pareadas en la 

cohorte de pacientes tratados con Ibrutinib (izquierda: pretratamiento; derecha: muestra de seguimiento o recaída) (ATMmut no 
determinado). b) Diagrama de dispersión de dCCF/dt, según el gen driver afectado (línea de interpolación). 
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Según el CCF de TP53mut, 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 dismunición y 35% (5/17) persistieron estables a los 21 meses (RIQ: ND; RIQ 6.00-

45.50, resp). En ningún caso se detectaron variantes de nueva aparición 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 excepción de la variante LLC-51_TP53:c.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 dinámica clonal en CCF de SF3B1mut, se diferenció 

de la descrita para TP53. La variante inicial SF3B1:c.2098A>G (4, 40%), fue la única 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 excepción del caso LLC-37_ SF3B1:c.2098A>G, que permaneció estable a los 

12 meses. El 40% de las variantes permanecieron con CCF estable (4/10), y 20%  con CCF aumentado 

(2/10). Además, 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 quedó resuelta con CCF 

indetectable a los 12 meses.  

A los 6 meses de tratamiento, el 40% (4/10) de las mutaciones detectadas en NOTCH1 (10/54, 

18%), permanecieron con CCF estable, 30% (3/10) CCF aumentado, y el 10% CCF indetectable (1/10). 

Escenario similar el observado al año, con 37% CCF estable y 25% CCF aumentado, aunque con un 

discreto aumento de CCF indetectable alcanzado (37%), las cuales represetaron ser las variantes únicas 

de tres casos (LLC-27, LLC-84 y LLC-89), mientras que el resto de mutaciones, se detectaron en 

asociación con otras variantes genéticas (mediana 1, rango 1-4). Las variantes con CCF adquirido fueron 

persistentes hasta los 2 años después, lo que reflejó un aclaramiento más 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 un RLA inicial de 101.39×109/L (mediana, RIQ 18.20-140.41×109/L), se observó una marcada 

citorreducción a los 6 meses de tratamiento, con una mediana de disminución 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 más pronunciado y resuelto más lentamente que los U-LLC (P<0.05) según la prueba exacta 

de Fisher (Figura 4.16).  

 
Figura 4.16 Cambio en RLA durante el tratamiento con Ibrutinib según las características del paciente antes del tratamiento. Cambios 

porcentuales en RLA a partir de la muestra inicial, entre pacientes M-LLC (n=11) en comparación 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, permitió estratificar a los pacientes en tres grupos. 

Con el RLA más alto (180.15 mediana, RIQ 125.53-213.82, ×109/L) observado previo al tratamiento en 

el grupo 2, la linfocitosis inducida por el tratamiento se resolvió rápidamente a los tres meses, con una 

reducción 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 más bajo (22.30 mediana, RIQ 18.20-27,.50, ×109/L) 

aunque 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 más lentamente, y 

manteniéndose persistente a los 6 meses [21.88% mediana RLA, RIQ (-) 7.47 – (+) 29.35%]. Con una 

mediana de RLA inicial de 83.95×109/L (RIQ 37.62 – 142.94, ×109/L), el grupo 3 mostró una reducción 

intermedia de RLA 19.17% con respecto al resto de grupos [RIQ (-) 39.48 – 18.15, %], observándose 

diferencias significativas entre los tres grupos a los 6 meses de tratamiento (P<0.001), una reducción 

RLA del 89.58% (RIQ (-) 95.52 – 78.21, %) y una estabilización linfocitaria (mediana 4.48, RIQ 2.63 – 

14.95, ×109/L) a partir del mes 12 (Figura 4.17) (Anexo 2: Tabla 13). 

 
Figura 4.17 Cinética diferencial en el cambio del RLA durante el tratamiento con Ibrutinib. La clasificación de los pacientes en cada grupo se 

calculó en base a la diferencia en el RLA en función del valor RLA de la muestra pretratamiento (valor 0): grupo 1 (ΔRLA (%) >1); grupo 2 
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(ΔRLA (%) <0,50); grupo 3 (ΔRLA (%) 0,5-1) (decaimineto exponencial y=27.13e(-1,82)). Pacientes con LLCP excluidos de la agrupación (*P<0.05). (RLA: 

recuento linfocitario absoluto; Δ: diferencia). 

El grupo 1 (n=11) lo conformaron pacientes jóvenes (media 63 años), en su mayoría mujeres 

(64%), con M-LLC y linfadenopatías (al menos un ganglio con el diámetro mayor > 2 cm, 64%), en el que 

la del(17p13)/TP53mut fue minoritaria (36%). En este caso, la enfermedad voluminosa se asoció con una 

linfocitosis más 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, presentó U-LLC en la mayoría de los casos (73%), y un menor componente 

adenopático (27%). En cambio, el grupo 3 (n=8), con una linfadenopatía moderada (62%), tuvo un 

aclaramiento más rápido de la linfocitosis en comparación con el grupo 1.  

4.3.4.3 Patrón de crecimiento en el seguimiento y la respuesta al tratamiento. 

Se evaluó la dinámica clonal de 19 pacientes de los 25 con mutaciones genéticas en la muestra 

inicial, teniendo en cuenta un seguimiento mínimo de 12 meses, en el que se observaron dos patrones 

diferenciados en función de la respuesta clínica. El primer patrón lo caracterizó 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 sólo caso, LLC-49, tres de las seis variantes fueron 

persistentes a los 3 años aunque con una clara tendencia CCF en disminución [CCF (-1.54)-(-3.12)], 

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

El segundo patrón fue descrito en 6 pacientes con linfocitosis persistente (RP) como patrón de 

evolución lineal. Se caracterizó por un mantenimiento de RLA entre los 12 y 48 meses de seguimiento, 

acompañado 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 único paciente en RP que no mantuvo el 

componente genético inicial, con la aparición de una CCF adquirida en el gen SF3B1, y una estabilidad 

del CCF del 66%, al año 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 mutación clonal en el gen 

NOTCH1, en el paciente LLC-84, presentó CCF indetectable al año de tratamiento, aunque a pesar de 

una disminución del 94% de RLA (111.84 vs 6.82×109/L), el componente linfocitario seguía siendo 

persistente a los 4 años de terapia (Figura 4.18). 
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Figura 4.18 Patrón de evolución lineal. Modelo de distribución de los linfocitos absolutos LLC (exp 0.1) en función del tiempo (meses), según 
la proporción de CCF de cada variante (CCF multiplicado por el número de células LLC circulantes en SP), para los casos LLC-84 (izquierda) y 

LLC-37 (derecha). Aparación CCF adquirida SF3B1:c.2110A>T en LLC-37 a los 12 meses. LLC-84 con linfocitosis persistente aunque CCF 
indetectable de la mutación inicial. (Linfs abs LLC: linfocitos absolutos LLC unidades ×109/L).  

Un caso particular fue LLC-91, caracterizado por un cambio significativo en el CCF, en al menos 

un subclon no descrito en la evaluación molecular inicial. Al caracterizar por NGS los genes BTK y PLCG2, 

se detectó la variante adquirida en el exón 15 del BTK:p.Cys481Ser con un VAF 25.90%. Se demostró su 

aparición 6 meses antes de cualquier evidencia clínica de enfermedad recidivante y en este caso, 

transformación a linfoma agresivo, al mantener RLA en recuentos normales (linfocitos LLC absolutos 

1.10x109) y no mostrar sintomatología, adenopatías ni megalias palpables. Este clon de LLC en 

crecimiento se compuso además por dos variantes adicionales en el gen FBXW7 de nueva aparición, 

demostrando una evolución convergente al coevolucionar múltiples subclones que albergaban 

diferentes mutaciones en el mismo gen (Figura 4.19).  

 

 

Figura 4.19 Patrón de evolución ramificada, caso LLC-91. A) Modelo de distribución de los linfocitos absolutos LLC (exp 0.1) en función del 
tiempo (meses), según la proporción de CCF de cada variante (CCF multiplicado por el número de células LLC circulantes en SP) (Linfs abs LLC: 

linfocitos absolutos LLC unidades ×109/L). B) Gráfico FishPlot representando la dinámica 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 Evolución clonal y enfermedad mínima residual. 

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

posteriores, disminuyó significativamente en SP. Pasado el primer año, la carga de la enfermedad fue 

de 22.51x10-1 células LLC/leucocito (RIQ, 3.94x10-2-57,60 x10-1), mientras que la mediana de EMR a los 

2 años disminuyó a 9.44x10-2 células LLC/leucocito (RIQ, 3.37x10-2-18.27x10-1). A los 3 años de 

tratamiento, se detectó una mediana de EMR de 8.85x10-2 células LLC/leucocito (RIQ, 1.57x10-2-

12.69x10-1) alcanzando su mínimo a los 4 años con de 2.88x10-2 células LLC/leucocito (RIQ, 1.22x10-2-
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4.64x10-2) (P<0.001) (Figura 4.20). En concreto, la EMRi (<10-4) se logró únicamente en 2 (LLC-6 y LLC-

121, 5%) de 39 casos en SP al año de tratamiento, sin adenopatías ni megalias persistentes. En base a 

las características clonotípicas IGVH, los pacientes M-LLC tenían significativamente más enfermedad 

residual que los pacientes con U-LLC (mediana 33.70 x10-1, RIQ 3.04 x10-2-64.10 x10-1 vs 12.77 x10-1, RIQ 

3.94 x10-2-47.71 x10-1) en los primeros 12 meses, mantiéndose esta diferencia en los años subsecuentes 

(P<0.001) (Figura 4.20).      

 
Figura 4.20 Evaluación de EMR en SP a distintos tiempos en la cohorte de pacientes tratados con Ibrutinib, en función 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 (10-4), área representada en gris. No representados los pacientes en recaída (CF: citometría de flujo; EMR: enfermedad mínima 

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 EMRi y 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 características 

propias o clínicas basales del paciente, tales como, la edad, grupos de riesgo LLC-IPI, valores atípicos de 

Ɓ2-microglobulina, o el estadio Binet avanzado (B+C), así como la CCF observada en la última muestra 

de seguimiento, no se correlacionaron ni influyeron en la profundidad de la respuesta. 

 
Figura 4.21 Supervivencia global en función de la profundidad de respuesta alcanzada en la cohorte de pacientes tratados con Ibrutinib. 

(EMRi: indetectable <10-4; EMR>0.1:>10-3; EMR>1:>10-2 ; EMR>10: >10-1). 

Una tendencia en aumento de la EMR medida por CF, al comparar al menos dos muestras de 

seguimiento, se asoció con una mayor probabilidad de recaída (P<0.001). De manera exclusiva, los tres 

casos (LLC-23, LLC-38 y LLC-91) que desarrollaron transformación a Síndrome de Richter (a los 6 meses, 

3 años y 5 años del tratamiento con Ibrutinib, respectivamente), presentaron un aumento de la EMR 

durante el seguimiento de la LLC. En ningún caso la EMR<10-1 en los puntos de seguimiento, 
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cuantificándose un aumento 10.8% y 38.5% de EMR en LLC-91 y LLC-38, respectivamente, previa a la 

recaída. 

4.3.5 Análisis de supervivencia: esquema terapéutico en primera línea de tratamiento.  

Los pacientes tratados con Ibrutinib en primera línea hasta progresión o toxicidad, consiguieron 

un incremento significativo de la SLP en todos los grupos de riesgo. La mediana SLP siguió sin alcanzarse 

tras 5 años 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)). El 91.9% (34/37) de las recaídas, tuvieron lugar en el grupo 

tratado con IQT (P<0.001), mientras que la cohorte de pacientes tratados con Ibrutinib alcanzó 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 análisis según las características propias del paciente o 

clínicas basales, tales como, la edad, así como LLC-IPI en estadios avanzados, U-LLC, presencia de 

adenopatías y megalias, valores atípicos de Ɓ2-microglobulina, o el estadio Binet avanzado (B+C) (Tabla 

4.15). 

Respecto a las características citogenéticas y moleculares, no se observaron diferencias 

significativas en SLP de los pacientes tratados con Ibrutinib, con presencia o ausencia de 

del(17p13)/TP53mut (mediana, NA vs 59 meses, P=0.617), e independientemente del estado mutacional 

IGVH (mediana no alcanzada en ningún grupo, P=0.434), a los 5 años de seguimiento. En cambio, la SLP 

fue superior en comparación 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 años, las 

tasas de SLP fueron más altas para Ibrutinib que para IQT en pacientes con del(11q22) (60% frente a 

30%) y sin del(11q22) (100% frente a 30%, no se produjeron recaídas o muertes en pacientes con 

Ibrutinib sin del(11q22)) (HR, 0.49; IC 95%, 0.324-0.761, P=0.001). El bajo número de pacientes con 

del(17p13)/TP53mut (2/57, 3%) en la cohorte tratada con IQT, impidió su comparación y un análisis 

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 recaída, recibieron distintas líneas terapéuticas posteriores, entre los 

que se encontraron agentes dirigidos.  
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Figura 4.22 Curvas Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresión y supervivencia global entre todos los pacientes tratados con Ibrutinib 
e IQT como primera línea de tratamiento. a) SLP según la cohorte tratada con IQT o Ibrutinib; b) SLP en función del estado mutacional IGVH 

M-LLC y U-LLC; c) SLP según la presencia o ausencia de del(11q22); d) SG según la cohorte tratada con IQT o Ibrutinib (P<0.05). 
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Hazard Ratio (IC 95%) p-valor 

 

0.160 (0.037-0.700) 0.015 

0.191 (0.045-0.817) 0.026 

0.100 (0.024-0.424) 0.002 

0.093 (0.011-0.750) 0.026 

0.036 (0.005-0.276) 0.001 

0.106 (0.025-0.450) 0.002 

0.254 (0.056-1.159) 0.077* 

0.024 (0.000-1.511) 0.078* 
 

 

Tabla 4.15 Análisis de supervivencia libre de progresión (SLP) en función del tratamiento en primera línea. Forest plot (izquierda), con los 
valores Hazard ratio (cuadrado) e intervalos de confianza (IC 95%) según los subgrupos de pacientes en función de los valores atípicos de 

beta2-microglobulina (Beta2), presencia de adenopatías, LLC-IPI de alto/muy alto riesgo, >2 mutaciones genéticas detectadas, U-LLC y edad. 
(Hazard ratio estimado con el modelo de regresión univariante de Cox) (P<0.05; *P>0.05 potencialmente significativo). 

Se alcanzó 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 comparación con el 18% en la cohorte tratada con IQT a los 5 años 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). 

 
Figura 4.23 Curvas Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresión entre todos los pacientes tratados con Ibrutinib e IQT al evaluar la EMR 
por citometría de flujo. Si EMRi<10-4 y EMR positiva rango >10-1 - 10-3 (células LLC/leucocito)  (TD: terapia dirigida; IQT: inmunoquimioterapia; 

EMR: enfermedad mínima residual; EMRi: EMR indetectable; EMR+: EMR positiva). 

4.4 Evaluación 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, 0- 
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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 superó el 1% (rango, 0.32-0.91%), 

mientras que en el 29% (16/56) se mantuvo a más del 18% (rango, 18.11-99.95%). El 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 recaída de la enfermedad (P<0.001) (Figura 4.24 a)). Por el contrario, del 

subgrupo de pacientes tratados con Ibrutinib, únicamente en el 3% de las muestras (2/80) el clonotipo 

inicial no se detectó, 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- 159.63×109/L), en 50 (62%) el valor de 

ratio NGS IGVH>14%, con un RLA medio de 2.95 (rango, 0.90- 4.98×109/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, incrementó secuencialmente. La ratio del reordenamiento LLC-44, IGVH3-23/IGDH3-

22/IGJH4, no bajó del 18%, mientras que la ratio mínima para el LLC-63, IGVH4-34/IGDH3-10/IGJH4, fue 

del 2%. En consonancia, a pesar de que el RLA se mantuvo invariable en ambos casos [LLC-44, media 

8.51 (×109/L), error estándar (σx) 0.36; LLC-63, media 5.32 (×109/L), σx=0.54], el valor celLLC(%) 

aumentó 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), seguía 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 

dinámica de aumento o disminución en paralelo, en términos de ratio y celLLC(%) en las muestras 

secuenciales. 
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Figura 4.24 Seguimiento clonotípico por NGS. A) Representación en diagrama de cajas que muestra el ratio (tanto por 1), el recuento células 
LLC [celLLC(%)], y el valor de RLA según los subgrupos de pacientes con IQT con IGVH indetectable, IGVH<1%, o >10%. Las diferencias fueron 
significativas entre el valor de cada subgrupo (P<0.001). B) Gráficas de dispersión que muestran la dinámica de RLA, celLLC(%), y el ratio (%), 
en función 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 (×109/L)). 

4.4.2 Detección de la enfermedad mínima residual por CF e IGVH NGS. 

La comparativa entre la EMR por NGS y CF, se acotó a 42 pacientes tratados únicamente con 

IQT en primera (39/42, 93%) o sucesivas líneas 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 único clonotipo mayoritario en la muestra inicial, mientras que 8 (19%), tenían 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 medición de la EMR por NGS, se requirió la detección de la misma composición 

clonotípica IGVH-DH-JH detectada en la muestra basal. Hubo una concordancia aceptable (>90 %) en el 

umbral de <0,010% (<10-4) con 2/21 discrepancias, en las que la NGS siguió 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 ×109/L) recuento leucocitario total, y RLA de 1.09 (RIQ, 0.75-1.59 

×109/L), para el caso LLC-70 se detectaron 1.11x10-4 células LLC/leucocito, y LLC-79 2.01x10-4 células 

LLC/leucocito en base al cálculo 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 <10-4-10-4 por 

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

2.03)], siendo categorizados en todos los casos como reordenamientos policlonales. 

 

 
Figura 4.25 Distribución clonal de los diferentes reordenamientos IGVH al evaluar la EMR por NGS. Gráfico de barras LLC-70 y LLC-79 con EMR 

>10-4 por NGS, pero con distribución policlonal (línea discontínua 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 región IGH. 

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

(<10-4) en 11 muestras por CF de 3 pacientes. Esta concordancia fue del 100% (11/11) según el 

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

mientras que la mínima para los no productivos fue de 0.020%.  

 

Figura 4.26 Comparación EMR (%) por CF y NGS. Correlación de Pearson (a) y gráfico de Bland-Altman (b) entre los métodos NGS y FC 
(linealidad=0.983; coeficiente de correlación de Pearson R=0,667, P<0.001). En la gráfica de dispersión a) las cuadrículas delimitan las 

regiones EMR, siendo EMR <10-4 (0.001-0.01); EMR 10-4 (0.01-0.1);  EMR 10-3 (0.1-1);   EMR 10-2 (1-10);  EMR 10-1 (10-100).(CF: citometría de 
flujo; EMR>10-2: IC: intervalo de confianza). 
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4.5 Evolución clonal subyacente a la progresión de la LLC y transformación Richter. 

Se estudió la evolución clonal de la enfermedad a largo plazo de 31 (84%) pacientes en recaída a 

la IQT como primera línea, a partir de las muestras secuenciales obtenidas tras sus posteriores 

intervenciones terapéuticas (mediana 3, rango 2 – 8 líneas de tratamiento). Veintitrés casos (62%), 

fueron tratados con dos líneas de tratamiento, 3 (16%) con una tercera y cuarta línea, 2 (5%) con seis, 

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

Sobre los cambios de CCF dependientes del tiempo, cuando los cambios significativos de VAF (%) 

eran unidireccionales, estos patrones de evolución se clasificaron como coevolución o evolución lineal. 

Este tipo de patrón se observó en pacientes con evolución progresiva en disminución (LLC-97) en los 

que los componentes clonales fluctuaron en distribución entre clones primarios y los secundarios 

(Figura 4.27). Las LLC en recaída mostraron una tendencia hacia una evolución ramificada, al observarse 

diferentes cambios significativos en aumento, disminución y en aparación 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 recaída, la coevolución pareció menos frecuente, observándose 

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

Durante el curso clínico de seis pacientes no tratados a largo plazo (watch and wait, mediana, 5.4 

años) y sin mutaciones genéticas asociadas en la muestra basal, ocurrieron cambios sustanciales en la 

composición clonal solo después del tratamiento con IQT. Estos cambios dieron como resultado la 

evolución de uno o pocos subclones en tres casos (LLC-43, LLC-54 y LLC-55), mientras que hasta tres 

variantes genéticas aparecieron simultáneas en otros tres (LLC-60, LLC-82 y LLC-85), indicativas de 

evolución ramificada (Figura 4.28). El 64% (7/11) de las CCF adquiridas se localizaron en el gen TP53, 

mientras que la adquisición secuencial de alteraciones cromosómicas condujo a una mayor inestabilidad 

genética, detectándose del(17p13) y trisomía 12 de novo, CCF aumentado de del(11q22) y del(13q14) 

por FISH, y  cariotipos con CCF estable (3, 50%) o no alterados. Todos estos factores aumentaron el 

riesgo de progresión de la enfermedad, con una mediana de tiempo hasta la primera recaída de 3.6 

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

Diez pacientes fueron pretratados con una mediana de 2 (rango: 1-6) líneas de tratamiento 

previas a Ibrutinib, y con un seguimiento medio hasta la recaída de 27 meses (RIQ, 15.0-53.5 meses). Se 

estudiaron todas las muestras secuenciales (30) para determinar el punto temporal más temprano en 

la historia clonal en el que las mutaciones obtuvieron una ventaja selectiva, marcándose a los 3.4 años 

de seguimiento (rango, 2-5.25 años) ante la aparición de la mutación 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 ningún caso, se 

detectaron variantes en el gen PLCγ2. 
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Las BTKmut ocurrieron simultáneamente con anormalidades dobles de del(17p13)/TP53 en el caso 

LLC-64 y TP53mut simple en LLC-91. Desde la perspectiva de BTK, esta asociación fue del 100%, en la que 

todos los pacientes BTKmut portaban una mutación TP53, mientras que ningún caso presentó evolución 

convergente en BTK, ni asociaciones estadísticamente significativas entre la presencia de BTKmut y el 

número de líneas de tratamiento previas (0 ó 1 vs ≥2). Además, desde el pretratamiento hasta la recaída 

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 progresión molecular de la enfermedad de estos dos pacientes precedió a la recaída clínica. 

Este hallazgo también se observó en el caso LLC-62, en el que la BTKmut se detectó a los tres años de 

seguimiento, al igual que la mutación missense de novo en TP53, pese a que no había sospecha de 

recaída clínica por el momento. Es por ello, por lo que a pesar de que la asociación de la recaída con la 

aparición de la resistencia en BTKmut fue significativa (2/2, P=0.036), y potencialmente con la adquisición 

de mutaciones en TP53 (6/10, P=0.093), la detección de BTKmut no afectó en la SLP y SG en la cohorte 

estudiada. 

El caso LLC-91, desarrolló síndrome de Richter tras la recaída a Ibrutinib, en el que la relación clonal 

entre la LLC en el momento del diagnóstico, en el momento de la resistencia a ibrutinib y después de la 

transformación a Richter, se confirmó mediante la identificación 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 único reordenamiento clonal. Un caso más (LLC-68), sin huella molecular basal ni tras la recaída, 

se transformó a Richter con una evolución clonalmente relacionada, en el que otros reordenamientos 

productivos o no productivos basales no cogieron protagonismo en ninguna muestra secuencial.  
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Figura 4.27 Patrones de evolución clonal. Gráficos FishPlot representando la arquitectura clonal de 4 pacientes ejemplo (LLC-313, LLC-51, LLC-59, y LLC-97) con evolución lineal tras una línea de tratamiento y el patrón 

tras la recaída (LLC-19 y LLC-61). Áreas: VAF (%) de la mutación detectada; líneas verticales negras: muestras de seguimiento con datos genéticos; línea vertical azul: muestra pretratamiento; línea vertical roja: 
momento de recaída clínica; formas circulares: representación celular con datos citogenéticos.  
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Figura 4.28 Disección de la evolución clonal mediante el perfil mutacional temporal en pacientes tratados en primera línea con IQT. Gráficos FishPlot representando la arquitectura clonal de 6 pacientes LLC (LLC-54, LLC-
55, LLC-43, LLC-60, LLC-82, LLC-85) sin mutaciones pretratamiento y con evolución clonal tras primera línea IQT (izquierda coevolución o evolución lineal; derecha, evolución ramificada). Áreas: VAF (%) de la mutación 
detectada; líneas verticales negras: muestras de seguimiento con datos genéticos; línea vertical azul: muestra pretratamiento; línea vertical roja: momento de recaída clínica; formas circulares: representación celular 

con datos citogenéticos (IQT: inmunoquimioterapia; nv: no valorable; TD: terapia dirigida). 
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Figura 4.29 Evolución clonal y resistencia a Ibrutinib. Gráficos FishPlot representando la arquitectura clonal de pacientes en recaída (LLC-46, LLC-58, LLC-64), y de los que desarrollaron Síndrome de Richter tras Ibrutinib 

(LLC-68 y LLC-91). En el caso LLC-62 se evidenció la presencia de dos mutaciones adquiridas, una de ellas en el gen BTK, sin sospecha de recaída clínica hasta el momento. Áreas: VAF (%) de la mutación detectada; líneas 
verticales negras: muestras de seguimiento con datos genéticos; línea vertical azul: muestra pretratamiento; línea vertical roja: momento de recaída clínica; formas circulares: representación celular con datos 

citogenéticos (Ibru: Ibrutinib; IQT: inmunoquimioterapia; nv: no valorable; R-Ven: Rituximab+Venetoclax; TD: terapia dirigida; Tto: tratamiento Ven: Venetoclax). 
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5 Discusión 

La evolución clonal es el proceso natural a través del cual las células buscan continuamente 

ventajas fenotípicas que les permitan expandirse dentro de las limitaciones del microambiente. Según 

el modelo propuesto por Peter Nowell en 1976, la adquisición 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 

evolución 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 Linfocítica Crónica 

(LLC), es más probable que las mutaciones de novo desempeñen un papel crucial en la recurrencia del 

tumor (Nowell, 1976). 

Es evidente que la selección clonal es un fenómeno que requiere tiempo para su 

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

En primer lugar, el curso de la enfermedad típicamente prolongado en la LLC ha permitido 

descifrar la evolución clonal a través de un muestreo longitudinal frecuente durante años. La segunda, 

puesto que las células de LLC circulan continuamente de la sangre periférica y los compartimentos de 

los ganglios linfáticos y la médula ósea, el acceso a muestras secuenciales es sencillo; con una simple 

venopunción se obtiene material de gran pureza, lo que facilita el seguimiento estrecho de los procesos 

de evolución clonal. La tercera es la posibilidad de detectar estadios preleucémicos (linfocitosis B 

monoclonal), leucemia establecida, e incluso evolución a formas más agresivas como el linfoma de 

Richter.  

Es cierto que la LLC es una enfermedad muy heterogénea con un amplio espectro de 

presentaciones clínicas, que van desde casos de progresión rápida, refractarios al tratamiento, hasta 

otros de curso indolente, estable, habiéndose incluso descrito casos de regresión espontánea (Kwok et 

al., 2020). Pero a diferencia de otros trastornos hematológicos, los criterios para su diagnóstico son 

sencillos y se han incorporado plenamente en la actividad clínica de la mano de grupos como 

International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (iwCLL) (Hallek, et al. 2018). No sólo los 

criterios diagnósticos, también hay consenso en los criterios de inicio de tratamiento. Es indiscutible el 

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

Los pacientes con enfermedad asintomática en estadio inicial (Rai 0, Binet A) se propone la 

estrategia watch and wait (WW) con seguimiento periódico, y demorar el inicio de tratamiento a la 
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evidencia de evolución clínica o desarrollo de sintomatología que lo justifique (Baliakas et al., 2022; 

Mukkamalla et al., 2022). Son cuestiones clave que aportan homogeneidad a una enfermedad 

clínicamente heterogénea, y facilitan enormemente el estudio de la evolución clonal.  

Numerosos estudios han tratado de aportar información predictiva y/o pronóstica para guiar 

las decisiones clínicas basadas en variables clínicas, biológicas, citogenéticas, y ahora con los avances 

tecnológicos de secuenciación masiva, también moleculares, por lo que son muchos los sistemas de 

estratificación pronóstica que se han propuesto en las últimas décadas (Wierda et al., 2007, Pflug et al., 

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

La relación entre el impacto pronóstico y/o predictivo de estas variables en la dinámica clonal 

de la LLC es poco conocida, probablemente debido a la complejidad de reunir una serie amplia de casos 

con tipificación de todas las variables descritas, y evaluarlas en una línea temporal suficiente que 

permita tanto documentar la evolución clonal como establecer relaciones estadísticamente 

significativas con variables que metodológicamente sean accesibles a la práctica clínica. Ese ha sido el 

propósito de esta tesis doctoral. 

Como se ha mencionado el reclutamiento de los casos fue relativamente sencillo, en tanto en 

cuanto el Servicio de Hematología del Hospital Clínico Universitario, tiene una amplia trayectoria en el 

estudio de los síndromes linfoproliferativos crónicos, y disponía de muestras históricas de LLC desde 

1999. A pesar de los esfuerzos de recogida de datos clínicos, resultó imposible completar las variables 

clínico biológicas en todos los casos (58% de los casos). 

Las características demográficas de los pacientes de la serie son los descritos en la bibliografía, 

con la salvedad de que en la serie objeto de este estudio, los pacientes tienen una mediana de edad de 

61 años al diagnóstico, ligeramente inferior a la descrita. Por el hecho de ser un hospital de referencia 

en la Comunidad Valenciana, recoge casos complejos, o más jóvenes procedentes de centros 

hospitalarios de menor complejidad. Además, el mayor acceso de la población sana a controles 

analíticos ha permitido realizar más diagnósticos incidentales de LLC que en décadas previas (Hallek, 

2019).  

La caracterización inmunogenética de la región 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 guías (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 clínico de los pacientes y de otros marcadores (Sutton et al., 2017), y ha 

demostrado ser un biomarcador estable e invariable de la población 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 caracterización de la 

serie en estadios iniciales, y a la hora de explotar su potencial uso como biomarcador de seguimiento 

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

Tradicionalmente, el estudio del estado mutacional de IGVH se realiza mediante secuenciación 

Sanger (Sseq), una técnica que proporciona de forma relativamente sencilla y asequible un resultado 

preciso y fiable en la gran mayoría de casos. A pesar de ser la metodología más estandarizada, tiene 

algunas limitaciones, pudiendo dar resultados difíciles de interpretar o incluso fallar (Davi et al., 2020). 

La disponibilidad de muestras históricas hizo posible la puesta a punto de la técnica y la determinación 

por Sseq del estado mutacional de IGVH de forma retrospectiva, incorporando esta variable al estudio 

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

Debido a que la tecnología Sseq ofrece un ajustado límite de detección, se desestima 

información valiosa sobre clones minoritarios que podrían cambiar la categorización pronóstica de los 

pacientes, así como ocultar subclonas que ayudarían a comprender mejor la posible relación clonal de 

esta enfermedad. En este contexto, la incorporación de la NGS para la determinación de IGVH resultó 

ser la más atractiva y confiable para subsanar las limitaciones de Sseq, y responder al objetivo primario 

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

A día de hoy, las nuevas guías 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 sólo para obtener información sobre la arquitectura 

clonal. Además, a la falta de protocolos NGS consensuados, se suma la compleja interpretación de los 

resultados obtenidos y la necesidad de herramientas bioinformáticas especializadas, lo que dificulta por 

el momento su estandarización.  

Con este escenario, para este trabajo se optó por el desarrollo de un protocolo de preparación 

de librerías propio del locus IGH por NGS y la herramienta específica B-MyRepCLL, reconstruyendo el 

repertorio IGVH y caracterizando los reordenamientos mayoritarios en las muestras basales. La alta 

resolución de la NGS hizo posible la identificación de clonotipos independientes y no relacionados que 

emergían sobre un fondo policlonal y no resueltos con el método convencional. Además, demostró ser 

un método altamente robusto en la anotación de los genes VDJ y en el porcentaje de homología 

alcanzado, con un grado de concordancia del 100% y 99% respectivamente. Se consiguió superar 

algunas de las limitaciones analíticas de la Sseq, y ampliar el conocimiento acerca de la relevancia clínica 

y biológica de las IGVH en la LLC, al proporcionar información sobre la arquitectura subclonal e 

intratumoral de la enfermedad.  
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La solvencia de la metodología desarrollada, junto con la herramienta específica B-MyRepCLL 

ya de dominio público (https://github.com/afuentri/B-MyRepCLL) sin duda facilitará el proceso de 

estandarización, y su validación con otros kits de uso comercial más herméticos como LymphoTrack 

assay (Invivoscribe Inc., San Diego, CA, United States), y con ello su implementación en la práctica clínica. 

Todo esto permite afirmar que el cambio metodológico a la NGS para la determinación de IGVH en LLC, 

es ya una realidad. 

Si bien el estudio de IGVH por Sseq está ya implementado en la práctica habitual, el 

conocimiento sobre el impacto clínico de otras alteraciones genéticas todavía es limitado. Tras una 

exhaustiva revisión bibliográfica, se decidió evaluar el estado mutacional de 11 genes potencialmente 

implicados en la LLC. A la hora de seleccionar la metodología de secuenciación NGS, se optó por un 

procedimiento de lectura corta y sistemas Illumina, dada la alta flexibilidad y escalabilidad de la técnica, 

y por su sensibilidad en la detección de variantes a baja proporción (Mamanova et al., 2010). Aunque 

las diferentes químicas de secuenciación NGS presentan sus ventajas y limitaciones (Pickrell et al., 2012), 

la estrategia de secuenciación NGS por amplicones planteada, ha garantizado una alta profundidad de 

secuenciación y la detección de variantes de forma precisa y uniforme en los paneles utilizados.  

La alta calidad y profundidad de secuenciación lograda en la mayoría de los paneles a estudio 

por NGS en el momento previo al tratamiento, reveló 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 y 

XPO1 mientras que las mutaciones en EGR2, FBXW7, BIRC3, MYD88, POT1 y NFKBIE seguían siendo 

eventos muy raros en la LLC no tratada (Landau et al., 2015; Tausch et al., 2020). Además, la frecuencia 

mutacional coincidió con las esperadas, siendo las alteraciones que afectan a la respuesta al daño en el 

ADN la más común, seguidas de las variantes en los genes implicados en el splicing, transcripción y 

transporte del ARN, y de la vía de señalización de NOTCH (González-Gascón-Y-Marín et al., 2021), lo que 

refuerza la solidez de la población estudiada. 

Además, las mutaciones clonales fueron las más frecuentes, aunque la secuenciación identificó 

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 respaldó el 

patrón de evolución mutacional convergente en la cohorte, ya descrito previamente como factor común 

en la LLC (Ojha et al., 2015). Siendo las células cancerosas ecosistemas de clones en evolución, la presión 

ejercida por el tratamiento, puede conducir a la selección diferencial de sub/clones de forma que 

converjan en la desregulación de las mismas vía funcionales, al afectar al mismo (evolución convergente) 

o a distintos genes (evolución divergente), y/o a otras vías esenciales. Por ello, y según lo comentado 
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previamente, el tratamiento es un factor disruptivo muy importante en la evolución clonal, y es el 

motivo por el que en la serie, además de estudiar el escenario de mutaciones somáticas en muestras de 

pacientes vírgenes de tratamiento, se completó el estudio en las muestras posteriores a la 

administración de distintas líneas terapéuticas. Así, 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 evolución clonal 

durante el seguimiento. 

En lo que respecta a las mutaciones en TP53, las pautas de ERIC recomiendan su determinación 

previa a la elección terapéutica (Malcikova et al., 2018) por tener un impacto clínico demostrado al 

conferir resistencia al tratamiento estándar (Lazarian et al., 2022; Rossi et al., 2014). En estas guías, se 

recoge que el umbral clínicamente significativo es a partir de VAF>10%, si bien es evidente que, si el 

protocolo de NGS es suficientemente sensible, será capaz de detectar un rango de mutaciones 

subclonales que pasaría desapercibido con protocolos de menor profundidad de lectura. Los estudios a 

día de hoy no definen con exactitud la relevancia pronóstica de los subclones de TP53 con un VAF<10% 

antes del tratamiento, entre otros motivos, por la diversidad de protocolos de secuenciación, la falta de 

estandarización y la baja reproducibilidad entre las diferentes plataformas de secuenciación en este 

rango de detección (Malcikova et al., 2018). Para aportar luz sobre esta cuestión, en este estudio se ha 

tratado de forma más pormenorizada la anotación de las variantes subclonales en el gen TP53, 

representadas hasta en el 50% de los casos con TP53mut. Para ello, el abordaje de secuenciación de TP53 

por amplicones con OG-TP53, ha asegurado una cobertura y profundidad lo suficientemente alta para 

cubrir la fracción subclonal hasta VAF 1% en más del 93% de los pacientes. 

En esta experiencia, ha sido posible constatar que a medida que aumenta la complejidad y 

heterogeneidad intrínseca de cada panel, se requería mayor exigencia en cuanto a los criterios mínimos 

de calidad.  

Respecto a la secuenciación del gen ATM ha sido todo un desafío, por ser un gen constituido 

por más de 150.000 bases comprendidas en 66 exones, que puede albergar tanto mutaciones somáticas 

como germinales (Baghaei Vaji et al., 2021; Petrackova et al., 2022). En una primera aproximación 

efectivamente se objetivó que la calidad de secuenciación era subóptima en algunos amplicones, pero 

se optó por dar prioridad a la determinación del resto de paneles, y es por ello que sólo se alcanzaron 

resultados óptimos 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 evolución clonal. Para optimizar el protocolo de secuenciación del panel OG-ATM e 

intentar completar el perfil mutacional en la cohorte a estudio, en una segunda aproximación, se 
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explorarán opciones metodológicas en otra plataforma de secuenciación de alta capacidad, como el 

sistema de secuenciación HiSeq® o NextSeq ® (Illumina®, California). 

Volviendo a la caracterización de las variables, las mutaciones en TP53 (Zenz et al., 2010), U-LLC 

(Giudice & Foà, 2019), niveles elevados de B2-microglobulina, y un perfil genético complejo con más de 

2 mutaciones genéticas asociadas (Hu et al., 2019), se distribuyeron en los grupos de riesgo alto/muy 

alto según LLC-IPI, y aportaron al seguimiento de los pacientes una corta TPT. El 50% de los casos que 

presentaron disrupción en TP53, presentaron mutación en ausencia de del17p (Campo et al., 2018). 

Estos resultados vienen a reforzar la inclusión del estudio del estado mutacional de TP53 por NGS en el 

catálogo de prestaciones de biomarcadores moleculares de pruebas diagnósticas con fines asistenciales, 

para la orientación terapéutica o estimación del pronóstico durante la evolución de la enfermedad, de 

manera complementaria al estudio citogenético. El momento idóneo 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 clínico-biológicas y genéticas caracterizadas, la edad, 

el estado mutacional U-LLC y la estereotipia del gen IGVH, fueron los predictores más relevantes de TPT. 

Estas variables fueron los impulsores más sólidos de la progresión y la enfermedad temprana de la LLC, 

lo que, trasladado a la práctica habitual, puede ayudar a optimizar los recursos en la práctica clínica. 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 características 

clínicas y mutacionales (Hu et al., 2019; Kleinstern et al., 2020; Mansouri et al., 2022). En concreto, el 

impacto pronóstico adverso de las alteraciones en la vía TP53, del(17p13)/TP53mut, está ampliamente 

demostrado, lo que se traduce en TPT y SG inferior (Döhner et al., 2000, Zenz, Eichhorst, et al., 2010a). 

Si bien la falta de significación estadística pareció diluir el potencial de estos y otros clones en la LLC, el 

seguimiento permitió identificar y conocer los factores detonantes de la evolución clonal en esta 

enfermedad. 

5.1 Evolución clonal, tratamiento y tiempo. 

Ya se tenía conocimiento del papel que la remodelación del perfil genético molecular de la LLC 

tiene en la aparición o progresión de ciertas alteraciones genéticas, y de su impacto pronóstico, si bien 

su significado clínico 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 algún 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 año 2000, cuando las guías clínicas 

IWCLL databan de 1996 (Cheson et al., 1996) y donde las opciones terapéuticas prácticamente se 

restringían al clorambucil, y también pacientes de diagnóstico más reciente que han podido beneficiarse 

de fármacos dirigidos a dianas moleculares. Así, superada la fase de los agentes alquilantes, la 

inmunoquimioterapia (IQT) basada en Fludarabina, Ciclofosfamida y Rituximab (FCR), se estableció 

como la terapia de primera línea estándar para pacientes con LLC jóvenes sin comorbilidades (Fischer 

et al., 2016). Posteriormente, en la última década se ha asistido a la incorporación de terapias dirigidas 

en primera línea. Es el caso de fármacos como Ibrutinib, que constituye el tratamiento de elección para 

pacientes de alto riesgo, con alteraciones en TP53 (Guías Españolas del Grupo Español de LLC, GELLC) 

(Barr et al., 2022). 

Lógicamente la incorporación al arsenal terapéutico de agentes más 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 años, ha complicado el análisis del impacto de la evolución 

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 según el comportamiento de las variantes moleculares.  

Un ejemplo ilustrativo y perfectamente documentado es el caso de las mutaciones en los genes 

BTK y PLCγ2 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 detección rápida y fácil, para 

la determinación de mutaciones de resistencia en los genes BTK y PLCγ2. La optimización del panel 

permitió alcanzar valores en torno al 98% en términos de exactitud, precisión, repetibilidad y de 

reproducibilidad, y con una sensibilidad y especificidad analítica de hasta el 1%. Para la resolución de 

variantes a menor proporción fue necesario aumentar la cobertura mínima por región, y evitar así el 

error acumulado. Estas cualidades junto a la sencillez del protocolo han hecho posible su incorporación 

a la práctica clínica habitual del Servicio de Hematología del Hospital Clínico de Valencia. 
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Con objeto de conseguir una mejor calidad y mayor profundidad de secuenciación en los 

paneles TP53, OG-CLL, OG-CLL2 e IBR-R con respecto al análisis pretratamiento, las mutaciones 

somáticas presentes en estadios iniciales se analizaron en las muestras secuenciales. Se atendió a los 

cambios en la frecuencia alélica y a la fracción de células cancerosas (CCF) representada, en la cohorte 

de pacientes tratados con IQT entre 2003 y 2019, y los que recibieron Ibrutinib en monoterapia entre 

2016 y 2019. 

En consonancia con lo publicado, (Rossi et al., 2009; Schuh et al., 2012), se constató en la serie 

que ciertos impulsores citogenéticos, como la trisomía 12 y la del(13q14), permanecían estables a lo 

largo del seguimiento de los pacientes tratados con IQT. Es más, la mayor tasa de evolución clonal 

observada se dio por la adquisición de mutaciones de novo en la población, lo que sugirió que quizás la 

IQT en sí misma había acelerado el proceso evolutivo en la cohorte tratada con IQT (Chigrinova et al., 

2013; Fabbri et al., 2013). Esto fue así, dado que, a pesar de que sólo el 3% de los pacientes presentaron 

aberraciones basales en TP53 [TP53mut y/o del(17p13)], las mutaciones secuencialmente adquiridas en 

los genes TP53 y SF3B1, y la del(17p13), revelaron el patrón de evolución más relacionado con el 

mecanismo de resistencia molecular a la IQT (Rossi et al., 2011; Landau & Wu, 2013). Tal y como está 

descrito, la resistencia a la IQT emplea diversas estrategias evolutivas, a menudo al seleccionar clones 

TP53mut preexistentes que albergan una alta complejidad genómica y dan como resultado una marcada 

evolución clonal en la recaída (González-Rincón 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 ahí la importancia de determinar el estado 

mutacional de TP53mut y/o del(17p13) también tras la recaída (Hallek et al., 2018).  

Estudios recientes que tratan de relacionar la presencia de mutaciones somáticas con el 

pronóstico o la evolución de la enfermedad, aportan una dimensión adicional al vincular la 

heterogeneidad clonal y el aumento de la fracción de células cancerosas con un mayor riesgo de 

progresión 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, será necesario cuantificar el impacto de las mutaciones subclonales que puedan 

favorecer el desarrollo de una forma de LLC más activa en una cohorte de pacientes más amplia, y 

explorar métodos de secuenciación de alta sensibilidad que cuestionen el límite de detección por debajo 

del VAF 1%. Actualmente, el análisis mutacional basado en UMI (Unique Molecular Identifier) permite 

marcar cada fragmento original de ADN e identificar y eliminar durante el análisis, los duplicados de PCR 

generados en la preparación de las librerías. De esta forma, se reducen los errores de secuenciación y 
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los artefactos en el flujo de trabajo de NGS, desenmascarando las variantes genómicas de baja detección 

a alta precisión (Singh, 2020). La WGS (Whole Genome Sequencing, Secuenciación del genoma 

completo) basado en NGS-UMIS de alta cobertura ha permitido a Nadeu F y colaboradores, detectar 

subclones de aparición muy temprana, que impulsan las últimas etapas de la evolución de la LLC a la 

transformación a síndrome 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 estabilización 

(Figura 4.15). Si bien la fluctuación clonal fue similar en toda la cohorte, ningún factor común de LLC 

exhibió una tendencia clara de expansión clonal que sugiriera una aptitud selectiva a Ibrutinib a corto 

plazo. A diferencia de los patrones observados con la IQT, los sub/clones TP53mut tenían una 

probabilidad similar de estabilizarse o disminuir con el tratamiento durante el primer año, mientras que 

el aumento de carga se asoció a clones con mutaciones descritas en otros genes driver, como SF3B1 y 

NOTCH1, lo que pone de manifiesto la relación 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 disminución paulatina 

de la carga tumoral, sin embargo, con la administración 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 linfáticos) (Hallek, 2019). De hecho en esta 

serie, se constató un aumento del recuento linfocitario absoluto (RLA) a los tres meses de tratamiento, 

con una citorreducción posterior tal y como se refiere en la bibliografía (Barrientos et al., 2019; Brown 

et al., 2018; Herman et al., 2014). De forma paralela, se comprobó un cambio en la CCF seguido de una 

disminución en la carga tumoral total, que fluctuó acorde con el RLA, y que sugiere que la dinámica 

clonal de los pacientes tratados con Ibrutinib, se asemeja a la población linfocitaria cuantificada en el 

hemograma.  

Existen evidencias que avalan que esta terapia ejerce además una fuerte presión selectiva a 

largo plazo al promover el eventual desarrollo de sub/clones resistentes (Ferrando & López-Otín, 2017; 

Kwok & Wu, 2021). La revisión realizada por Sedlarikova y colaboradores, recoge que las mutaciones 

asociadas a la resistencia a Ibrutinib, tienden a ocurrir entre el segundo y el cuarto año de tratamiento, 

y que pueden detectarse varios meses antes de la recaída clínica, incluso 10.5 meses antes tal y como 

apunta Gangó et al, con el uso de la tecnología PCR digital (Digital Droplet PCR, ddPCR) (Gángó 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 Ibrutinib con la implementación del panel IBR-R, se detectó la mutación 

en el gen BTK p.Cys481Ser, reforzando el papel de las mutaciones en este gen como elementos centrales 

de la resistencia a Ibrutinib. En concreto, el paciente LLC-91 mostró la mutación p.Cys481Ser 6 meses 

antes de cualquier evidencia clínica de enfermedad recidivante. Al tratarse de una mutación hotspot, el 

estudio combinado con PCR digital (digital PCR) (Galimberti et al., 2022), podría ser un tándem 

interesante con el que poder profundizar en el estudio del componente subclonal de la LLC, por ser una 

técnica con mayor precisión, sensibilidad y especificidad para analizar alteraciones conocidas. Sin 

embargo, la validación de estas variantes como verdaderas positivas, requiere enfoques adicionales, 

continúa en el ámbito experimental y se desconoce por el momento su repercusión clínica. Todavía hoy 

estas mutaciones asociadas a resistencia no tienen solvencia suficiente como para atribuirles el rol de 

indicadores de interrupción terapéutica, a menos que se acompañe de signos o síntomas de progresión 

clínica.  

En lo que se refiere al análisis de supervivencia según el esquema terapéutico en primera línea 

de tratamiento, la tendencia observada a los 5 años, fue similar a la mostrada en el estudio RESONATE-

2 tras 8 años de seguimiento, con una mediana de SLP no alcanzada en los pacientes del brazo de 

Ibrutinib, y la mayoría de los pacientes permanecieron libres de progresión. Al igual que los datos de 

RESONATE-2 a largo plazo, se ha demostrado un beneficio sostenido con Ibrutinib en tratamiento de 

primera línea en LLC, incluso en pacientes con características genómicas de alto riesgo, como 

aberraciones en TP53, del(11q22) y/o U-LLC (Barr et al., 2022). Ahora bien, a expensas de su 

administración indefinida hasta la progresión de la enfermedad o la intolerancia al fármaco puesto que 

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

Estos resultados vienen a confirmar una vez más el efecto disruptivo del tratamiento en la 

evolución clonal. Determinar qué alteraciones genéticas son las verdaderamente claves en la 

tumorigénesis y cómo evolucionan a lo largo de la enfermedad y la terapia son todavía cuestiones 

pendientes en la biología del cáncer. Siguiendo los principios darwinianos, “Una ley general, que 

conduce al progreso de todos los seres orgánicos, a saber, multiplicarse, variarse, que vivan los más 

fuertes y mueran los más 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/recaída de 59 pacientes, y observaron que la evolución y selección clonal 

se trata de “la regla, no la excepción” (Landau et al., 2015), aunque con un perfil mutacional diferencial 

según la estrategia terapéutica.  
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Si bien, la presión del tratamiento es importante en la evolución clonal, de ningún modo es la 

única variable implicada. A este respecto, Gruber y colaboradores, demostraron que en la fase entre el 

diagnóstico y la progresión que justifica el inicio de tratamiento, muchos pacientes con LLC pueden 

exhibir distintos patrones de crecimiento, asociados conjuntamente a ciertos perfiles genéticos y 

características clínicas diferenciales. Durante la dinámica de crecimiento indolente de 107 pacientes con 

LLC, demostraron patrones de expansión linfocitaria exponenciales, de crecimiento intermedio, y 

logístico, asociados a su vez, con marcadas diferencias en la composición genética, el ritmo de 

progresión de la enfermedad y el grado de evolución clonal (Gruber et al., 2019). Aunque la falta de 

disponibilidad de muestra al diagnóstico, limitó su trazabilidad en esta cohorte, el empleo de 

herramientas como la evaluación de cambios en la CCF abre un camino para anticipar la expansión clonal 

desde el diagnóstico hasta la progresión de la LLC.  

De hecho, en nuestra serie, los resultados obtenidos permiten comprobar la fluctuación a la 

que se someten las variables genéticas ante la presión ejercida por el tratamiento, y los perfiles 

mutacionales más estrechamente relacionados con la recaída. Extrapolar los conocimientos genéticos 

aquí reflejados, en cohortes más extensas de pacientes al diagnóstico, integrarlos con datos 

epigenéticos y asociar la coevolución tumoral con el microambiente inmunitario a partir de muestras 

de distinta naturaleza (ganglios linfáticos y médula ósea), sin duda es la vía para profundizar en el 

conocimiento de la evolución en la LLC y con ello ser capaces de anticipar la evolución clínica de los 

pacientes.  

Los modelos neodarwinianos de evolución tumoral generalmente asumen que las mutaciones 

se adquieren secuencialmente de manera gradual a lo largo del tiempo. Sin embargo, varias líneas de 

evidencia sugieren que, en algunos casos, las aberraciones genómicas pueden ocurrir simultáneamente 

en las células cancerosas, respaldando un modelo en el que los tumores crecen de forma no lineal pero 

sí ramificada, con múltiples subclones derivados de un ancestro común 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 Linfoblástica 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 

evolución clonal a largo plazo en la serie a estudio. El seguimiento de las mutaciones somáticas y sus 

cambios en la frecuencia alélica a lo largo del tiempo y la evaluación de la fracción de células cancerosas 

subyacentes en nuestra serie, ha revelado también esos patrones evolutivos no darwinianos, muy 

distintos y cada vez más evidentes, según 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 

que la evolución de la LLC durante la terapia sigue uno de varios patrones (evolución estable, lineal o 

ramificada), siendo la evolución ramificada la más común en nuestro caso (Herling et al., 2018; Nadeu 

et al., 2018). 

Durante el curso clínico de seis pacientes no tratados a largo plazo (5 años) y sin mutaciones 

genéticas asociadas en la muestra basal, ocurrieron cambios sustanciales en la composición clonal sólo 

después del tratamiento con IQT, desde la evolución de uno o pocos subclones, hasta la adquisición 

simultánea de otros, indicativos de evolución ramificada. Por lo que en ausencia de indicaciones claras 

de tratamiento para evitar acelerar la evolución clonal y la selección de subclones más agresivos, se 

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

Esta apreciación se hizo más evidente a medida que se acumularon distintas líneas terapéuticas, 

principalmente IQT, traduciéndose en una mayor presión selectiva sobre el componente celular y el 

consecuente cambio secuencial de la arquitectura clonal y subclonal de la enfermedad. Aunque en 

términos clínicos, la respuesta a Ibrutinib 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 Ibrutinib. El análisis de la arquitectura sub/clonal identificó un patrón en 

la dinámica clonal de mutaciones BTK y TP53, diferente del patrón alternativo previamente descrito 

(Gángó 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 años de seguimiento, la progresión molecular de la enfermedad potenciada por la 

adquisición de BTKmut fue creciente, y se detectó de manera temprana y sensible, precediendo tanto la 

sospecha como la recaída clínica (Sedlarikova et al., 2020). Es por ello, por lo que a pesar de que la 

asociación de la recaída con la aparición de la resistencia en BTKmut fue significativa, y potencialmente 

con la adquisición de mutaciones en TP53, la detección de BTKmut no pudo correlacionarse con SLP y SG 

en la cohorte estudiada. Aún así, los pacientes tratados con Ibrutinib, se exponen a un tratamiento 

continuado, lo que potencia una mayor selección clonal y progresión de la enfermedad; por lo tanto, 

manejar la resistencia e identificar qué pacientes están en riesgo de recaída es de suma importancia. 

Hay todavía un largo camino por recorrer para optimizaar el manejo de una enfermedad resistente que 

será cada vez menos evidente con la era de la IQT, pero cada vez más en la del tratamiento con nuevos 

agentes dirigidos. 

En este trabajo hemos podido constatar que evaluar la fracción alélica secuencial de cada mutación 

constituye un buen indicador para evaluar la capacidad evolutiva de la enfermedad, ya que fundamenta 

la posible asociación entre una dinámica 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 valoración 

de la respuesta (Wierda et al., 2021) en tanto en cuanto se considera que la existencia de una población 

de células tolerantes que no son detectadas con la metodología convencional son las responsables de 

la recaída de la enfermedad tras la respuesta completa. En hematología, la información proporcionada 

por los estudios de EMR en algunas hemopatías agudas como es el caso de la leucemia linfoblástica 

aguda, constituye un factor pronóstico independiente, y añade valor a otros parámetros clínico-

biológicos. También en hemopatías crónicas como en la leucemia mieloide crónica. De hecho, tiene un 

peso crucial en el ámbito de estudios clínicos controlados, para la toma de decisiones terapéuticas, 

incluso para el diseño de los nuevos protocolos terapéuticos de hemopatías malignas. 

La citometría de flujo (CF) ha demostrado ser uno de los métodos más precisos para evaluar la 

respuesta a la terapia, pero lo cierto es que independientemente de cuán minuciosamente se confirme 

la remisión, una proporción 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 correlación con variables clínico-biológicas 

basales, así como a la CCF observada en la última 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 

clínica es cuestionable, como en el caso de los pacientes tratados con Ibrutinib, aunque sí está 

justificado en el grupo de pacientes tratados con esquemas de IQT. Por esta razón, se ha investigado el 

sugrupo de pacientes tratados con IQT, la correlación de la EMR por CF con los cambios clonales 

detectados en la evolución de la LLC en este proyecto (Fürstenau et al., 2019).  

Acorde a lo descrito en la bibliografía, en la serie la EMR negativa demostró 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 proporción de los 

pacientes con EMR+ desarrollaron una evolución clonal CCF adquirida o aumentada (González-Rincón 

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

Vistas las limitaciones de la CF como herramienta de EMR en la LLC, se decidió abordar el papel 

de la NGS 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 citometría de flujo (CF) con los 

ofrecidos por el ensayo IGVH por NGS, en la evaluación de la EMR. Con tal de evaluar el límite de 

cuantificación del ensayo IGVH por NGS, se seleccionaron un subgrupo de pacientes tratados con IQT, 

sobre los que se demostró una excelente concordancia, sensibilidad y linealidad con la CF usando el 

umbral de 0.010% (EMR 10−4). De esta forma, se consiguió un primer paso en la validación del método 

sobre el que seguir trabajando para evaluar niveles de detección inferiores, entre 0.0010-0.00010% 

(EMR 10−5–10-6). La combinación de ambas tecnologías, permitiría un enfoque altamente sensible en la 

detección 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 detección del clonotipo IGVH por NGS, como la CF también ofrece 

resultados en términos cuantitativos al estimar el tamaño del clonotipo en función del número de 

lecturas obtenido durante la secuenciación (Langerak et al., 2017). Pero resulta necesario extrapolar el 

resultado al tamaño del clon celular, ya que la mayoría de los métodos que se utilizan para su 

determinación distorsionan la representación del clon real al basarse en PCR, aunque se garantice una 

cantidad de ADN de partida suficiente (Davi et al., 2020). Determinar la proporción de células LLC 

hipotéticas en base al recuento linfocitario de cada paciente, y su validación con el inmunofenotipo 

obtenido por CF, resultó ser una aproximación metodológica no descrita en la literatura. Esta estrategia 

ha hecho posible utilizar el método de preparación de librerías in house del locus IGH por NGS y la 

herramienta específica B-MyRepCLL, para el seguimiento y cuantificación del clonotípico en LLC. 

Como resultado no se detectaron cambios en el clon principal en el momento del diagnóstico, 

seguimiento y recaída. De hecho, el clonotipo inicial fue persistente en la mayoría de los pacientes 

tratados con TD y se correlacionó el tipo de respuesta al tratamiento y la detección del clonotipo en el 

100% de los casos tratados con IQT. Los clones en la recaída tenían exactamente los mismos 

reordenamientos VDJ e hipermutaciones de IGVH, sugiriendo que el clon leucémico original pudo 

escapar de la toxicidad del tratamiento por la adquisición de nuevas mutaciones recurrentes o protegido 

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

En cambio, el comportamiento de los reordenamientos no productivos si mostró diferencias en 

función de la terapia, con una persistencia única del clon no productivo a IQT. Los nuevos datos 

revelados por F. Nadeu y colaboradores, destacan la importancia de la expansión de subclones 

improductivos, a priori con menor potencial patológico, en el momento de transformación a Síndrome 

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 características clínico biológicas y citogenéticas descritas en la serie, 

refuerza la LLC como el modelo ideal para el estudio de la selección y evolución clonal. 

- El protocolo desarrollado de preparación de librerías in house del locus IGH por NGS y la 

herramienta específica B-MyRepCLL, demostró ser altamente robusto en la anotación de los 

reordenamientos VDJ y en la detección del repertorio inmunogenético, con un grado de 

concordancia del 100% y 99% respectivamente con respecto a la Sseq, considerada el gold-

estándar. 

- Este estudio pone de relieve la importancia de una caracterización genética extensa, en el 

estadio inicial de la enfermedad por la técnica de NGS. A pesar de que sólo el estudio de TP53 

y de IGHV se ha implementado en la práctica clínica 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 patrón genético intrapaciente, permite evaluar la fracción alélica secuencial de cada 

mutación como indicador de la capacidad evolutiva de la enfermedad, sirviendo de fundamento 

de una potencial asociación entre una dinámica clonal temprana y una respuesta adversa a 

según el tipo de tratamiento administrado.  

- El tratamiento ejerce presión selectiva sobre las variables genéticas y moleculares y es inductor 

de evolución subclonal y clonal en la LLC. Apreciamos una evolición clonal diferencial: la 

adquisición secuencial de mutaciones de novo en los genes TP53 y SF3B1, y la del(17p13), 

revelan el patrón de evolución clonal más relacionado con el mecanismo de resistencia 

molecular a la IQT, mientras que existe una relación indirecta entre TP53mut y la competencia 

clonal en el contexto de la terapia con Ibrutinib. 

- El panel IBR-R permite detectar mutaciones de resistencia asociadas al gen BTK y PLCγ2 y aporta 

a la práctica clínica. El hecho de identificar la mutación asociada a la resistencia en el gen BTK, 

p.Cys481Ser, 6 meses antes de cualquier evidencia clínica de enfermedad recidivante pone de 

manifiesto su valor como biomarcador predictivo de futuras recaídas o progresión de la 

enfermedad. 

- La implementación inmunogenética por NGS permite evaluar el repertorio de células B, y la 

dinámica y evolución clonotípica incluso en los casos sin alteraciones descritas en los genes 

driver. Además, evalúa la enfermedad medible residual con una excelente concordancia, 

sensibilidad y linealidad en el umbral de 0.010% (EMR 10−4) con respecto a la citometría de flujo. 



Conclusiones 

134 
 

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

representado, y dependientes del tiempo de seguimiento y de las modalidades terapéuticas.  
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7 Proyección científica 

Comunicaciones a congresos: 

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

de la Asociación Valenciana de Hematología y Hemoterapia, Valencia (AVHH) celebrado en Valencia en 

el año 2021.  

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

póster en: 

 LXIV congreso nacional de la Sociedad Española de Hematología y Hemoterapia (SEHH), 

celebrado en Barcelona en el año 2022. 

 Congreso de la Asociación Valenciana de Hematología y Hemoterapia, Valencia (AVHH) 

celebrado en Valencia en el año 2021.  

 63rd American Society Hematology Annual Meeting, celebrado en Atlanta en el año 2021. 

 25rd Congress of The European Hematology Association (EHA), edición virtual en el año 2020. 

 61rd American Society Hematology Annual Meeting, celebrado en Orlando en el año 2019. 

 LXI Congreso Nacional SEHH-XXXV Congreso Nacional SETH celebrado en Valencia en el año 

2019. 

 XVIII International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia, celebrado en Edimburgo en el 

año 2019. 

 LX Congreso Nacional SEHH-XXXIV Congreso Nacional celebrado en Granada en el año 2018. 

 23rd Congress of The European Hematology Association (EHA), celebrado en Estocolmo  en el 

año 2018. 

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

 LIX Congreso Nacional SEHH-XXXIII Congreso Nacional SETH 2017, celebrado en Málaga en el 

año 2017. 

 XVII International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia, celebrado en San Diego en el 

año 2017. 

 58th American Society Hematology Annual Meeting, celebrado en San Diego en el año 2016. 

 LVIII Congreso Nacional de la Sociedad Española de Hematología y Hemoterapia (SEHH), 

celebrado en Santiago de Compostela en el año 2016. 

Formación y educación: 

 Coordinación de la 1ª y 2ª Edición Curso teórico-práctico de Leucemia Linfática Crónica 

Nacional, organizado por Sociedad Española de Hematología y Hemoterapia (SEHH) y Grupo 

Español de Leucemia Linfocítica Crónica (GELLC), año 2021-2022, y 2022-2023 (acreditación por 
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la Comisión de Formación Continuada de las Profesiones Sanitarias del Sistema Nacional de 

Salud). 

 Coordinación de la 1ª, 2ª y 3ª Edición Curso teórico-práctico de Leucemia Linfática Crónica 

Comunidad Valenciana, organizado por INCLIVA, año 2020-2021, 2021-2022, y 2022-2023 

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

Artículos científicos: 

 Francesc Bosch; Blanca Navarro Cubells; Marta Crespo; Miguel Alcoceba; Julio Bravo Sánchez; 

Bárbara Tazón; Alicia Serrano Alcalá; Marta García Álvarez; Lydia González Serrano; Pablo 

Alonso Torres; Miguel Villanueva; Cristina Loriente; Pau Abrisqueta; Manel Peiró; Jose Antonio 

García Marco; Marcos González; María José Terol Casterá. 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. 

 Ángeles Medina; Marta Crespo; Blanca Espinet; Miguel Alcoceba; Ana Muntanyola; Alicia 

Serrano Alcalá; José Antonio García Marco; Pau Abrisqueta; Julio Delgado; Marcos González; 

María José Terol Castera; Lucrecia Yáñez; Rafael Andreu; Javier de la Serna; Javier Loscertales; 

José Ángel Hernández; Ángel Ramírez; Francesc Bosch. GUÍA NACIONAL DE LEUCEMIA 

LINFÁTICA CRÓNICA Y LINFOMA LINFOCÍTICO. GELLC, 04/04/2020. 

Estancias en el extranjero: 

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

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

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

9.1 Anexo 1: Materiales y métodos 

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

 Concentración [ng/µL] Ratio 260/280    

Control_BTK_pl4 200 1,80    

Control_PLCG2_pl3 200 1,81    

Control_WT 100,1 1,84    

Preparación IBR-R1 a 100ng/uL y al 10% de cada una de las mutaciones 
 Mutación portadora [ADN]ng/ µL Vol Muestra (µL) Vol TE1X (µL) Vol final (µL) 

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 

Preparación IBR-R2 al 5% de cada una de las mutaciones 

 Vol. 0% MUT (WT) (µL) Vol. al 10% (IBR-R1) (µL) Vol. final al 5% de MUT (µL) 

IBR-R2 20 20 40 

Preparación IBR-R3 al 2% de cada una de las mutaciones 

 Vol. 0% MUT (WT) (µL) Vol. al 5% (IBR-R2) (µL) Vol. final al 2% de MUT (µL) 

IBR-R3 24 16 40 

Preparación IBR-R4 al 1% de cada una de las mutaciones 
 Vol. 0% MUT (WT) (µL) Vol. al 2% (IBR-R3) (µL) Vol. final al 1% de MUT (µL) 

IBR-R4 24 16 40 

 

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

Región acotada gen IGVH Cebador Secuencia 5’-3’ 

 
 
 
 
Leader 

Leader_IGHV1: CCATGGACTGGACCTGGA 

Leader_IGHV2: ATGGACATACTTTGTTCCAC 

Leader_IGHV3: CCATGGAGTTTGGGCTGAGC 

Leader_IGHV3-21*: CCATGGAACTGGGGCTCCGC 

Leader_IGHV4: ATGAAACACCTGTGGTTCTT 

Leader_IGHV5: ATGGGGTCAACCGCCATCCT 

Leader_IGHV6: ATGTCTGTCTCCTTCCTCAT 

 
 
 
FR1 

FR1_VH1: GGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAG 

FR1_VH2: GTCTGGTCCTACGCTGGTGAAACCC 

FR1_VH3: CTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTG 

FR1_VH4: CTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTG 

FR1_VH5: 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 

FR1_VH1: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAG 

FR1_VH2: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTCTGGTCCTACGCTGGTGAAACCC 

FR1_VH3: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTG 

FR1_VH4: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTG 

FR1_VH5: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCGGGGAGTCTCTGAAGATCTCCTGT 

FR1_VH6: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCGCAGACCCTCTCACTCACCTGTG 

 
 
 
 

FR2 

FR2_VH1: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA 

FR2_VH2: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGATCCGTCAGCCCCCAGGGAAGG 

FR2_VH3: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAA 

FR2_VH4: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGG 

FR2_VH5: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGGTGCGCCAGATGCCCGGGAAAGG 

FR2_VH6: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGATCAGGCAGTCCCCATCGAGAG 

FR2_VH7: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA 

 
 
 
 

FR3 

FR3_VH1: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA 

FR3_VH2: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAATGACCAACATGGACCCTGTGGA 

FR3_VH3: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCC 

FR3_VH4: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACG 

FR3_VH5: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAGCACCGCCTACCTGCAGTGGAGC 

FR3_VH6: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTG 

FR3_VH7: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAGCACGGCATATCTGCAGATCAG 

IGJH JH GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTTACCTGAGGAGACGGTGACC 
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9.2 Anexo 2: Resultados 

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

Caso Diagnóstico Cariotipo 
Meses entre 

muestras 
Pretratamiento Cariotipo 

LLC-100 46,XY,del(11)(q13q23)[9]/46,XY[11] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 0 46,XY,del(11)(q13q23)[9]/46,XY[11] 

1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-11 46,XX[20] Normal 70 46,XX,add(2)/p25[12]/46XX[18] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-2 ND ND 6 
45XY,der(17,18)(q10;q10)[3]/46XY[

9] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-4 47,XY,+12[6]/46,XY[34] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

237 47XY,+12[3]/46XY[18] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-42 46,XX,9(qh+)[20] 1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

ND ND ND 

LLC-43 46,XY,del(11)(q22)[2]/46,XY[10] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 0 46,XY,del(11)(q22)[2]/46,XY[10] 

1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-44 46,XY,+12[17]/46,XY[3] 1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

38 46,XY,+12[19]/46,XY[1] 1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-45 46,XX,del(13)(q14)[4]/46,XX[16] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 0 46,XX,del(13)(q14)[4]/46,XX[16] 

1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-48 47,XY,+12,del(14)(q21)[18]/46,XY[2] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

0 47,XY,+12,del(14)(q21)[18]/46,XY[2] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-51 
46,XY,del(13)(q14),del(17)(p11)[12]/4
5,XY,der(17)ins(17;18)(p11;p11),18[5]/

46,XY[3] 

Complejidad 
intermedia con 4 

lesiones 
0 

46,XY,del(13)(q14),del(17)(p11)[12]
/45,XY,der(17)ins(17;18)(p11;p11),1

8[5]/46,XY[3] 

Complejidad intermedia con 
4 lesiones 

LLC-53 46XY[20] Normal 13 
46,XY,t(2;8)(q32;q13),del(11)(q21q

23)[4]/46,XY[16] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-54 46,XY,t(1;14)[14]/46,XY[6] 1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

131 46,XY,t(1;14)[18]/46,XY[2] 1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-59 ND ND 77 47,XY,+12[16]/46,XY[4]  
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-6 46XY,del(14)(q22)[3]/46XY[27] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

95 
45,46,XY,Y, 

del(6)(q13q24),10,14,del(14)(q21),
mr1,mr2,mr3[8]/46,XY[12] 

Complejidad intermedia con 
5 lesiones 

LLC-60 45,XY,dic(8;4)(p11;p11)[2]/46,XY[18] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

10 
46,XY,del(11)(q22),del(13)(q31)[7]/

46,XY[13] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-61 
45,XX,del(11)(q23),rob(13;14)(q10;q1
0)[6]/45,XX,rob(13;14)(q10;q10)[14] 

Complejidadd baja 
con 3 lesiones 

0 
45,XX,del(11)(q23),rob(13;14)(q10;
q10)[6]/45,XX,rob(13;14)(q10;q10)[

14] 

Complejidad baja con 3 
lesiones 

LLC-62 46,XX[10] Normal 48 
46,XX,t(6;19)(p11;p11),t(8;16)(p11;

p11),9,+16[9]/46XX[11] 
Complejidad intermedia con 

4 lesiones 

LLC-63 46,XX,+12[3]/46,XX[4] 1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

23 45,X,X[2]/46,XX[18] 1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-65 ND ND 20 46,XX,t(2;18)(p11;q21)[13]/46,XX[7] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-67 ND ND 24 46,XY,t(4;13)(q21;q31)[4]/46,XY[16] 1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-75 
46,XY,del(11)(q22)[2]/46,X[6]/46,XY[1

2] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 8 46,XY,del(11)(q22)[2]/46,XY[18] 

1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-82 47,XY,+21[5]/46,XY,21[2]/46,XY[13] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

89 ND ND 

LLC-84 47,XY,+12[5]/46,XX[15] 1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

55 ND ND 

LLC-85 ND ND 112 46,XX,del(6)(q13q24)[15]/46,XX[5] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-87 ND ND 51 47,XY,+12[15]/46,XY[5] 1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-95 46,XY,del(11)(q22)[13]/46,XY[7] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 89 46,XY,del(11)(q22)[16]/46,XY[4] 

1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-97 46,XY[20] Normal 42 46,XY,add(18)(q23)[11]/46XY[9] 1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 

LLC-99 46,XX,del(13)(q14)[15]/46,XX[5] 
1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 49 46,XX,del(13)(q14)[16]/46,XX[4] 

1 ó 2 anomalías 
cromosómicas 
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Anexo 2: Tabla 2. Listado de los reordenamiento IGVH detectados en la serie completa y su estado mutacional. 

Caso 
Estado 

mutacional  
Estado mutacional 
reordenamiento 

Homolo-
gía (%) IGVH IGDH IGJH CDR3 Productividad Subset ADNc 

LLC-1 MUTADO MUTADO 96,60 1-2 6-19 4 CAREDTRGWYDIDDW Sí  Sí 

LLC-10 
MUTADO 

MUTADO 84,94 3-23 1-14 2 CAKHPIAGE#WYFDLW No  No 

MUTADO 91,66 1-69 3-10 2 CARHFYYEALYGGYVSSYYFDLW Sí  Sí 

LLC-100 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 1-46 3-22 4 CARSYDSSGYYFSFDYW Sí  Sí 

LLC-11 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 100,00 3-73 2-2 6 CTRQEDYIVVVPAAYSYYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-12 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 4-31 3-22 6 CARSPPDGYYDSSGYYYIGYYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-121 MUTADO MUTADO 94,04 4-34 6-19 3 CARDLAVPPPDAFDVW Sí  Sí 

LLC-13 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 99,58 3-13 1-14 6 
CARDPNRFTYYDFWSGYYNVT#YYYYYRM

DVW No  No 

NO MUTADO 100,00 1-69 2-21 6 CARDGGGTMVRGVIITLDYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-14 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 3-11 3-9 6 CARSHFDWLLSYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-15 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 100,00 4-34 2-8 4 CARWGNDYDFWSGPVIDYW Sí  Sí 

LLC-16 MUTADO MUTADO 85,22 4-61 3-22 6 CARSLFHPGGYYSTDYYYPLDVW Sí  Sí 

LLC-17 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 100,00 1-8 3-3 6 CARGDLLRFLEWLSNYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-18 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 1-69 4-17 4 CARDRGVIYGDYYFDYW Sí  Sí 

LLC-19 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 100,00 4-39 5-12 6 CARHRLGYCSSTSCYYYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-2 
NO 

MUTADO 
NO MUTADO 100,00 1-2 3-3 6 CARDGLRYYDFWSGYSTSYYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-20 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 1-18 6-19 4 CARRQWLPLYYFDYW Sí CLL#1 Sí 

LLC-21 MUTADO MUTADO 93,33 4-34 2-2 4 CARPAAIEYCSGTSCHYSFDYW Sí  Sí 

LLC-22 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 3-66 5-12 6 CATGYSGYGYGMDVW Sí  Sí 

LLC-23 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 100,00 1-69 2-2 6 CARVRPDIVVVPAGIYYYYGMDVW Sí CLL#3 Sí 

LLC-24 MUTADO MUTADO 96,97 6-1 1-7 6 CARHVGDPGITGTTDYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-25 MUTADO MUTADO 94,79 3-21 2-15 6 CARDGNGMDVW Sí  Sí 

LLC-26 MUTADO MUTADO 92,71 
3-30-

3 6-19 1 CARVLSGYTSGWPLRDW Sí  Sí 

LLC-27 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 99,65 5-51 2-15 6 CARHAAWVVVAATDPLYYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-28 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 1-69 3-3 6 CARGSGFLEWLRLHNPDYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-29 MUTADO MUTADO 93,05 3-7 2-2 4 CVRCVLSTNYLWFDYW Sí  Sí 

LLC-3 MUTADO MUTADO 96,18 4-39 6-19 4 CARGGAVAGTCSLLHFDHW Sí  Sí 

LLC-31 MUTADO MUTADO 91,23 4-59 2-21 4 CARGGSNLRLDYFDYW Sí  Sí 

LLC-313 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 3-9 3-3 6 CARDDFWSGYYPPYYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-33 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 100,00 4-4 2-2 6 CARVTRIVVVPAAMTQPYYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-34 MUTADO MUTADO 86,23 1-2 5-24 4 CVRSLASFAKLNHW Sí  Sí 

LLC-35 
NO 

MUTADO 

NO MUTADO 100,00 4-39 2-15 6 CANRPGYCSGGSCYDYYYYGMDVW Sí  Sí 

NO MUTADO 100,00 3-64 3-22 6 CVKFGGL***WLLLRG#YYYYYGMDVW No  No 

LLC-36 
NO 

MUTADO 
NO MUTADO 100,00 1-69 3-16 3 CASLNPSSMITFGGVIVIHDGRDAFDIW Sí  Sí 

LLC-37 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 1-69 1-1 3 CAREHGASPYYDFWSGYYRGDAFDIW Sí  Sí 
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Anexo 2: Tabla 2.(continuación) Listado de los reordenamiento IGVH detectados en la serie completa y su estado mutacional. 

LLC-38 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 3-11 3-16 4 CARDLGFVLLPPRADW Sí  Sí 

LLC-39 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 100,00 1-69 3-3 6 CARAHPGHDDFWSGYPYQYLYYYYYYGM
DVW 

Sí  Sí 

LLC-4 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 1-69 3-3 6 CARGRPDSDFWSGYSISPLIYYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-40 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 100,00 1-46 3-22 3 CARVYYYDSSGYYYKGVHDAFDIW Sí  Sí 

LLC-42 MUTADO MUTADO 94,60 3-30 6-19 6 CARGLRKTSAWFAPENYDQYMDVW Sí  Sí 

LLC-43 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 100,00 3-11 3-16 4 CARVGPYDYVWGTPLYPSFDYW Sí  Sí 

LLC-44 
NO 

MUTADO 

NO MUTADO 100,00 2-5 3-22 6 - Sí  Sí 

NO MUTADO 100,00 3-23 - 4 - No  No 

LLC-45 MUTADO MUTADO 91,31 3-23 5-18 3 CAKDHDSARGRPRYAFDIW Sí  Sí 

LLC-46 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 99,70 4-34 6-19 2 CARGYWYFDLW Sí  Sí 

LLC-47 MUTADO MUTADO 96,33 3-53 1-1 3 CAKFEQNAFDIW Sí  Sí 

LLC-48 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 100,00 3-33 3-3 5 CARDRLDSYYDFWSVIGWFDPW Sí  Sí 

LLC-49 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 4-39 1-20 4 CARQRGKGYYYSSGPRPNYFDYW Sí  Sí 

LLC-5 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 100,00 3-30 3-3 6 CANARPTYYDFWSGYRPSYYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-50 
NO 

MUTADO 
NO MUTADO 100,00 1-2 1-26 6 CARLYSGSYYYYYYGMDVW Sí CLL#28A Sí 

LLC-51 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 3-30 3-3 6 CARDFLEWLLPQAYYYYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-52 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 100,00 1-69 3-3 2 CARDNSITIFGVVIPTLSWFDLW Sí  Sí 

LLC-53 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 1-69 3-3 6 CARADYDFWSGYRGWGMDVW Sí  Sí 

LLC-54 MUTADO MUTADO 86,97 4-30-
2 

3-3 4 - Sí  Sí 

LLC-55 
NO 

MUTADO 
NO MUTADO 100,00 1-18 3-9 4 

CARDLPARDLRYFVGRTGAELRYFDWFTPP
FDYW 

Sí  Sí 

LLC-56 
NO 

MUTADO NO MUTADO 98,69 3-23 6-6 3 CAKGAYSSSSGDAFDIW Sí  Sí 

LLC-57 
NO 

MUTADO 
NO MUTADO 100,00 1-69 2-2 6 

CARDPRLGNIVVVPAATSIAARPYYYYGMD
VW 

Sí  Sí 

LLC-58 
NO 

MUTADO NO MUTADO 99,51 3-9 6-6 4 CAKDITKLYSSSPFDYW Sí  Sí 

LLC-59 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 99,65 1-69 4-23 6 CARDSPPLTTVVTVDYYYYYMDVW Sí  Sí 

LLC-6 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 1-2 3-3 1 CARDGYLLLLTGPTRIGAKYFQHW Sí  Sí 

LLC-60 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 100,00 3-11 6-19 1 CARAGYSSGWRLEYFQHW Sí  Sí 

LLC-61 MUTADO MUTADO 95,95 3-21 - 6 CARDANGMDVW Sí CLL#2 Sí 

LLC-62 
NO 

MUTADO 

MUTADO 96,13 1-8 - 6 CARDXXXXNXXYYYXXXXV No  No 

NO MUTADO 100,00 3-33 3-22 4 CAREAPARPTYSTYYYDSSGYYSSAYYFDYW Sí  Sí 

LLC-63 MUTADO 
MUTADO 95,30 3-30 3-3 6 CVLVCERVMIFGVVIIPPPSYCYMDVW Sí  Sí 

MUTADO 96,90 4-34 3-10 4 - No  No 

LLC-64 
NO 

MUTADO 
NO MUTADO 99,55 1-69 3-9 4 CARENSLDILTGWGLFDYW Sí  Sí 

LLC-65 MUTADO MUTADO 87,09 3-48 2-2 6 CAKSTSNSYPFFGMDVW Sí  Sí 

LLC-66 MUTADO MUTADO 97,73 3-21 7-27 3 CARPGASANDAFDIW Sí  Sí 

LLC-67 MUTADO MUTADO 89,80 4-34 3-22 4 CAREATGGVTFDYW Sí  Sí 
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Anexo 2: Tabla 2.(continuación) Listado de los reordenamiento IGVH detectados en la serie completa y su estado mutacional. 

LLC-68 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 98,98 4-4 3-16 3 CARQNQHIYDYIWGSTYGAFDIW Sí  Sí 

LLC-69 MUTADO MUTADO 92,23 3-13 6-13 4 CAREAWSRGSWENVDFW Sí  Sí 

LLC-7 MUTADO MUTADO 92,93 4-4 6-19 4 CARGPDSSGWRPWEYW Sí CLL#77 Sí 

LLC-70 MUTADO MUTADO 97,51 3-53 5-18 4 CARGQPMDYW Sí  Sí 

LLC-71 MUTADO 
NO MUTADO 100,00 4-4 5-18 6 CASYSCPRQFLSAMVL#YYYYYGMDVW No  No 

MUTADO 96,18 3-74 6-13 4 CEAGAGTANW Sí  Sí 

LLC-72 
NO 

MUTADO 

NO MUTADO 100,00 1-69 3-3 6 CARAAGGITIFGVVINYYYYYGMDVW Sí  Sí 

NO MUTADO 100,00 4-34 5-24 4 CARCGEMATI*L## No  No 

LLC-73 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 4-4 3-10 3 CARDVGLVYYYGSGSYYVRGSDAFDIW Sí  Sí 

LLC-74 MUTADO MUTADO 90,25 3-7 4-17 4 CARGKTTVTPGYFDCW Sí  Sí 

LLC-75 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 99,65 1-69 2-2 6 CARVGXDXXXTSCYEGYXYXDSXDXW No  No 

NO MUTADO 99,65 3-9 4-17 6 CWGMAYGDYVADYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-76 MUTADO MUTADO 96,93 3-21 - 6 CARDQNGMDVW Sí CLL#2 Sí 

LLC-77 
NO 

MUTADO 
NO MUTADO 100,00 1-18 3-22 4 CITVRENYFDYW Sí  Sí 

LLC-78 MUTADO MUTADO 95,61 3-21 1-1 6 CARDANGMDVW Sí CLL#2 Sí 

LLC-79 MUTADO MUTADO 95,16 2-70 3-3 6 CARDPMEIDFWSGPGRYTSSSYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-8 
NO 

MUTADO NO MUTADO 99,65 1-3 2-21 4 CARSLLRTYCGGDCYFDYW Sí  Sí 

LLC-80 
NO 

MUTADO 
NO MUTADO 100,00 1-69 2-2 6 CARPNCSSTSCYSSYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-81 MUTADO MUTADO 96,36 4-59 1-7 4 CASDTYTSNYYYYW Sí  Sí 

LLC-82 
NO 

MUTADO 
NO MUTADO 100,00 3-7 2-2 6 CARVIGYCSSTSCYEDYYYYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-84 MUTADO MUTADO 93,90 3-23 3-9 6 CAKDGYFDGWYGGFYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-85 MUTADO MUTADO 97,91 3-20 6-6 4 CATDSGVADQFDYW Sí  Sí 

LLC-86 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 1-69 3-16 3 CARGGVYDYVWGSYRPNDAFDIW Sí CLL#6 Sí 

LLC-87 
NO 

MUTADO 
NO MUTADO 100,00 3-43 3-16 6 

CAKDIAPPYDYVWGSHKAKGYYYYYGMDV
W 

Sí  Sí 

LLC-89 
NO 

MUTADO NO MUTADO 98,95 3-33 5-24 4 CARSVYGYKTPPLDYW Sí  Sí 

LLC-9 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 100,00 1-69 1-20 6 CARTDLTIFGVVTNYYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-91 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 3-30 6-13 4 CAKDRYSSSWYPGRSDYW Sí  Sí 

LLC-92 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 98,68 3-21 6-19 4 CARDQEGTVAGIGDYW Sí  Sí 

LLC-93 
NO 

MUTADO 
NO MUTADO 100,00 1-18 3-10 6 CAREESYYYGSGSYQSYYYYGMDVW Sí  Sí 

LLC-94 
NO 

MUTADO NO MUTADO 99,30 3-11 3-22 4 CARGSSGYSGDAALW Sí  Sí 

LLC-95 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 100,00 3-33 5-24 6 CARDRDGYNWINFGGIRVSRYYYYGMDV
W 

Sí  Sí 

LLC-96 
NO 

MUTADO NO MUTADO 100,00 3-23 3-16 4 CAKDGGVYDFWSGYYPPYYFDYW Sí  Sí 

LLC-97 MUTADO MUTADO 93,75 3-30 3-22 4 CVKDSWRQHDSSGYSPFGFW Sí  Sí 

LLC-98 MUTADO MUTADO 91,15 4-39 - 5 CARDFGPW Sí  Sí 

LLC-99 NO 
MUTADO 

NO MUTADO 98,59 3-53 1-26 4 CARVRSGSYLDYW Sí  Sí 

 

  



Anexo 

169 
 

Anexo 2: Tabla 3. Cobertura mínima y media alcanzada por región a estudio. 

Gen Exón 
Número 

amplicones 
Cobertura 

mínima 
Cobertura 

media Gen Exón 
Número 

amplicones 
Cobertura 

mínima 
Cobertura 

media Gen Exón 
Número 

amplicones 
Cobertura 

mínima 
Cobertura 

media 

TP53 

1 1 3.431,00 3.852,00 

ATM 

1 1 290,00 322,00 

ATM 

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 

3 1 4.592,00 4.743,00 3 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 

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 3.919,00 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 3 3.637,00 3.923,50 47 2 1.179,00 1.410,50 

BIRC3 

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 3 10.129,50 14.509,25 13 3 4.242,00 5.107,50 49 3 4.785,00 5.670,50 

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 

SF3B1 

14 3 7.051,50 7.808,75 18 3 3.839,00 4.683,00 54 1 350,00 501,50 

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 

XPO1 

14 1 16.285,00 16.597,00 22 2 1.770,00 2.169,50 58 2 1.497,00 1.608,50 

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 

EGR2 
1 1 214,00 287,00 25 2 3.558,00 4.199,50 61 1 2.168,00 2.540,00 

2 13 63.248,00 66.785,50 26 3 3.730,00 4.674,50 62 4 4.443,00 5.802,50 

FBXW7 

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      

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      

PO1 

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      

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, FBXW7, NFKBIE, NOTCH1, POT1, TP53 y XPO1 detectadas por NGS en 93 casos sin tratar con LLC. 

 

Caso Cromosoma Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-33 chr11 108143456 22 C G ATM c.3161C>G p.Pro1054Arg Missense 98.02 Clonal COSM21827 rs1800057 Benigna 

LLC-33 chr11 108138003 17 T C ATM c.2572T>C p.Phe858Leu Missense 97.67 Clonal COSM21826 rs1800056 Benigna 

LLC-60 chr11 108160350 29 C T ATM c.4258C>T p.Leu1420Phe Missense 89.73 Clonal COSM6495410 rs1800058 Benigna 

LLC-21 chr11 108121733 10 G A ATM c.1541G>A p.Gly514Asp Missense 59.42 Clonal COSM7356863 rs2235000 Benigna 

LLC-92 chr11 108114727 6 G C ATM c.544G>C p.Val182Leu Missense 54.58 Clonal COSM9494827 rs3218707 Benigna 

LLC-3 chr11 108143456 22 C G ATM c.3161C>G p.Pro1054Arg Missense 54.31 Clonal COSM21827 rs1800057 Benigna 

LLC-74 chr11 108143456 22 C G ATM c.3161C>G p.Pro1054Arg Missense 53.95 Clonal COSM21827 rs1800057 Benigna 

LLC-3 chr11 108138003 17 T C ATM c.2572T>C p.Phe858Leu Missense 53.82 Clonal COSM21826 rs1800056 Benigna 

LLC-4 chr11 108138003 17 T C ATM c.2572T>C p.Phe858Leu Missense 52.66 Clonal COSM21826 rs1800056 Benigna 

LLC-63 chr11 108123551 12 C T ATM c.1810C>T p.Pro604Ser Missense 51.58 Clonal COSM22499 rs2227922 Benigna 

LLC-68 chr11 108121733 10 G A ATM c.1541G>A p.Gly514Asp Missense 51.33 Clonal COSM7356863 rs2235000 Benigna 

LLC-79 chr11 108175462 37 G A ATM c.5557G>A p.Asp1853Asn Missense 51.17 Clonal COSM41596 rs1801516  Benigna 

LLC-34 chr11 108175462 37 G A ATM c.5557G>A p.Asp1853Asn Missense 50.68 Clonal COSM41596 rs1801516  Benigna 

LLC-65 chr11 108138003 17 T C ATM c.2572T>C p.Phe858Leu Missense 50.46 Clonal COSM21826 rs1800056 Benigna 

LLC-66 chr11 108175462 37 G A ATM c.5557G>A p.Asp1853Asn Missense 50.37 Clonal COSM41596 rs1801516  Benigna 

LLC-7 chr11 108224615 -/34 A C ATM c.8786+8A>C p.? Splice site 50.15 Clonal COSM6493990 rs4986839 Benigna 

LLC-66 chr11 108188136 43 G A ATM c.6235G>A p.Val2079Ile Missense 50.11 Clonal COSM6493986 rs1800060 Benigna 

LLC-4 chr11 108143456 22 C G ATM c.3161C>G p.Pro1054Arg Missense 50.00 Clonal COSM21827 rs1800057 Benigna 

LLC-36 chr11 108224615 -/34 A C ATM c.8786+8A>C p.? Splice site 49.46 Clonal COSM6493990 rs4986839 Benigna 

LLC-65 chr11 108143456 22 C G ATM c.3161C>G p.Pro1054Arg Missense 49.41 Clonal COSM21827 rs1800057 Benigna 

LLC-68 chr11 108159732 28 C T ATM c.4138C>T p.His1380Tyr Missense 49.31 Clonal COSM24627 rs3092856 Benigna 

LLC-21 chr11 108159732 28 C T ATM c.4138C>T p.His1380Tyr Missense 48.84 Clonal COSM24627 rs3092856 Benigna 

LLC-65 chr11 108114792 6 C T ATM c.609C>T p.Asp203Asp Sinónima 48.49 Clonal COSM6495408 rs144709948 Probablemente benigna 

LLC-22 chr11 108150209 -/22 GT G ATM c.3285-9delT p.? Intrónica 48.20 Clonal COSM5575302 rs1799757 Benigna 

LLC-82 chr11 108143456 22 C G ATM c.3161C>G p.Pro1054Arg Missense 47.77 Clonal COSM21827 rs1800057 Benigna 

LLC-35 chr11 108224615 -/34 A C ATM c.8786+8A>C p.? Splice site 47.46 Clonal COSM6493990 rs4986839 Benigna 

LLC-28 chr11 108150209 -/22 GT G ATM c.3285-9delT p.? Intrónica 47.30 Clonal COSM5575302 rs1799757 Benigna 

LLC-81 chr11 108224615 -/34 A C ATM c.8786+8A>C p.? Splice site 47.29 Clonal COSM6493990 rs4986839 Benigna 

LLC-62 chr11 108175462 37 G A ATM c.5557G>A p.Asp1853Asn Missense 47.01 Clonal COSM41596 rs1801516  Benigna 

LLC-24 chr11 108199973 -/23 G T ATM c.7307+8G>T p.? Intrónica 34.06 Clonal   Probablemente benigna 

LLC-2 chr11 108122583 11 A C ATM c.1627A>C p.Thr543Pro Missense 13.23 Clonal   Probablemente benigna 

Anotación basada en el tránscrito NM_000051 (RefSeq).      
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Anexo 2: Tabla 4 (continuación) 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 Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-42 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.92 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-53 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.91 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-77 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.85 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-2 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.76 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-59 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.76 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-38 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.75 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-40 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.75 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-75 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.75 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-1 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.71 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-29 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.67 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-39 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.67 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-63 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.67 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-33 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.66 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-37 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.65 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-66 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.65 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-21 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.64 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-28 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.64 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-9 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.63 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-69 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.60 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-50 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.59 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-52 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.59 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-55 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.59 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-23 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.57 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-93 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.36 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-31 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.32 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-34 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.30 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-19 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.15 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-43 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.05 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-22 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.03 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-20 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.02 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-12 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.01 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-46 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 99.00 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-54 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.83 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-78 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.80 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-27 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.79 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-10 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.75 Clonal  rs224083 Benigna 
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Anexo 2: Tabla 4 (continuación) 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 Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-18 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.73 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-16 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.72 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-17 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.72 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-45 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.72 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-95 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.72 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-57 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.70 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-62 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.68 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-13 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.61 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-14 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.61 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-11 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.60 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-73 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.59 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-24 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.40 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-15 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.13 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-26 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.12 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-97 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 98.10 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-99 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 97.84 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-3 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 96.99 Clonal  rs224083 Benigna 

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

LLC-5 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 93.11 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-94 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 92.98 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-7 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 92.97 Clonal  rs224083 Benigna 

LLC-8 chr10 64573771 2 C T EGR2 c.627G>A p.Pro209Pro Sinónima 92.79 Clonal  rs224083 Benigna 

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

LLC-59 chr10 64573312 2 T G EGR2 c.1086A>C p.Arg362Arg Sinónima 49.74 Clonal COSM4415767 rs45602133 Benigna 

Anotación basada en el tránscrito NM_000399 (RefSeq).      
 

Caso Cromosoma Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-93 chr4 153250860 8 G A FBXW7 c.1200C>T p.Asp400Asp Sinónima 48.39 Clonal COSM51401  Benigna 

Anotación basada en el tránscrito NM_033632 (RefSeq).      
 

Caso Cromosoma Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-19 chr6 44233251 1 A G NFKBIE c.250T>C p.Leu84Leu Sinónima 71.77 Clonal   Benigna 

LLC-73 chr6 44233251 1 A G NFKBIE c.250T>C p.Leu84Leu Sinónima 54.59 Clonal   Benigna 

LLC-19 chr6 44233216 1 G C NFKBIE c.285C>G p.His95Gln Missense 52.55 Clonal  rs28362857 Probablemente benigna 

LLC-86 chr6 44233216 1 G C NFKBIE c.285C>G p.His95Gln Missense 51.86 Clonal  rs28362857 Probablemente benigna 

LLC-73 chr6 44233216 1 G C NFKBIE c.285C>G p.His95Gln Missense 51.52 Clonal  rs28362857 Probablemente benigna 
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Anexo 2: Tabla 4 (continuación) 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 Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-81 chr6 44233216 1 G C NFKBIE c.285C>G p.His95Gln Missense 51.34 Clonal  rs28362857 Probablemente benigna 

LLC-38 chr6 44233372 1 G C NFKBIE c.129C>G p.Gly43Gly Sinónima 51.14 Clonal COSM9159234  Benigna 

LLC-78 chr6 44233251 1 A G NFKBIE c.250T>C p.Leu84Leu Sinónima 48.51 Clonal   Benigna 

LLC-66 chr6 44232920 1 A G NFKBIE c.581T>C p.Val194Ala Missense 47.83 Clonal COSM4998033 rs2233434 Probablemente benigna 

LLC-66 chr6 44232977 1 G A NFKBIE c.524C>T p.Pro36Leu Missense 46.83 Clonal COSM5432864 rs2233433 Probablemente benigna 

LLC-45 chr6 44232920 1 A G NFKBIE c.581T>C p.Val194Ala Missense 46.34 Clonal COSM4998033 rs2233434 Probablemente benigna 

LLC-78 chr6 44232920 1 A G NFKBIE c.581T>C p.Val194Ala Missense 45.38 Clonal COSM4998033 rs2233434 Probablemente benigna 

LLC-11 chr6 44232920 1 A G NFKBIE c.581T>C p.Val194Ala Missense 45.27 Clonal COSM4998033 rs2233434 Probablemente benigna 

LLC-15 chr6 44232920 1 A G NFKBIE c.581T>C p.Val194Ala Missense 41.90 Clonal COSM4998033 rs2233434 Probablemente benigna 

LLC-57 chr6 44233251 1 A G NFKBIE c.250T>C p.Leu84Leu Sinónima 28.00 Clonal   Benigna 

LLC-43 chr6 44233251 1 A G NFKBIE c.250T>C p.Leu84Leu Sinónima 15.06 Clonal   Benigna 

Anotación basada en el tránscrito NM_004556 (RefSeq).      
 

Caso Cromosoma Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-23 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 100.00 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-40 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.84 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-3 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.79 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-5 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.79 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-43 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.75 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-50 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.71 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-13 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.69 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-38 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.69 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-89 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.68 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-45 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.67 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-37 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.61 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-33 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.60 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-14 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.57 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-20 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.57 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-31 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.56 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-9 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.55 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-121 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.49 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-46 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.48 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-21 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 99.19 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-44 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 98.80 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-59 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 98.51 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-53 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 98.18 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 
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Anexo 2: Tabla 4 (continuación) 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 Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-56 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 97.69 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-25 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 95.75 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-2 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 57.89 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-29 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 53.44 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-313 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 53.21 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-78 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 53.10 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-84 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 53.10 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-16 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 53.07 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-11 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 52.41 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-1 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 52.30 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-92 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 52.29 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-31 chr9 139391338 34 C T NOTCH1 c.6853G>A p.Val2285Ile Missense 51.94 Clonal COSM41579 rs61751489 Benigna 

LLC-8 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 51.79 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-31 chr9 139391555 34 G A NOTCH1 c.6636C>T p.Asp2212Asp Sinónima 51.73 Clonal COSM4588628 rs370606059 Probablemente benigna 

LLC-75 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 51.37 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-77 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 51.34 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-18 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 51.30 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-24 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 51.20 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-27 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 51.08 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-19 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 50.59 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-34 chr9 139390517 34 C T NOTCH1 c.*6G>A p.? 3pUTR 50.37 Clonal COSN8296731 rs73668310 Benigna 

LLC-94 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 50.26 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-15 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 49.65 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-10 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 49.60 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-51 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 49.30 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-55 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 48.88 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-34 chr9 139390958 34 T C NOTCH1 c.7233A>G p.Pro2411Pro Sinónima 48.08 Clonal COSM33756 rs11574911 Benigna 

LLC-49 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 47.92 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-48 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 46.28 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-54 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 45.58 Clonal COSM3763781 rs2229974 Benigna 

LLC-39 chr9 139391636 34 G A NOTCH1 c.6555C>T p.Asp2185Asp Sinónima 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 (continuación) 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 Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-27 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 99.77 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-43 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 99.64 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-11 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 99.62 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-75 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 99.60 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-42 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 99.54 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-73 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 99.50 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-54 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 99.49 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-59 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 99.48 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-14 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 99.35 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-2 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 99.31 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-3 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 56.67 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-40 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 55.46 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-50 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 54.22 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-28 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 53.98 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-22 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 53.82 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-95 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 53.26 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-29 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 51.73 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-69 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 51.65 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-57 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 51.32 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-78 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 51.25 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-77 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 50.94 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-99 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 50.72 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-52 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 50.68 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-63 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 50.38 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-55 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 50.35 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-39 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 50.28 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-53 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 50.02 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-38 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 49.91 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-19 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 49.85 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-20 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 49.85 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-24 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 49.52 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-31 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 49.25 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-15 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 48.40 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-16 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 48.40 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-17 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 48.40 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 
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Anexo 2: Tabla 4(continuación) 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 Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-23 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 48.37 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-21 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 46.81 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

LLC-58 chr7 124499003 -/9 T A POT1 c.702+8A>T p.? Intrónica 45.41 Clonal COSM6353988 rs6959712 Benigna 

Anotación basada en el tránscrito NM_015450 (RefSeq).      
 

Caso Cromosoma Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-121 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-13 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-14 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-16 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-33 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-50 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-58 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-67 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-69 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-73 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-91 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-97 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 100.00 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-12 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 99.91 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-24 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 99.87 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-55 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 99.87 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-29 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 99.70 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-77 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 99.49 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-42 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 99.45 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-84 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 99.10 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-9 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 98.18 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-17 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 97.54 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-62 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 97.18 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-1 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 97.16 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-54 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 95.28 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-56 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 60.50 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-95 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 56.09 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-21 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 55.92 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-10 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 55.52 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-5 chr17 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 (continuación) 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 Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-31 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 54.02 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-43 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 53.55 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-60 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 53.21 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-36 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 53.19 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-47 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 53.16 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-51 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 53.13 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-78 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 53.04 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-15 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 52.22 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-35 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 47.99 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-49 chr17 7579472 4 G C TP53 c.215C>G p.Pro72Arg Missense 46.37 Clonal COSM250061 rs1042522 Benigna 

LLC-33 chr17 7578210 6 T C TP53 c.639A>G p.Arg213Arg Sinónima 43.84 Clonal  rs1800372 Benigna 

LLC-35 chr17 7578210 6 T C TP53 c.639A>G p.Arg213Arg Sinónima 43.00 Clonal  rs1800372 Benigna 

Anotación basada en el tránscrito NM_000546 (RefSeq). 
 

     
 

Caso Cromosoma Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-77 chr2 61719275 16 T C XPO1 c.1782A>G p.Lys594Lys Sinónima 66.32 Clonal  rs3816341 Benigna 

Anotación basada en el tránscrito 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 Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-33 chr11 108199963 49 C A ATM c.7305C>A p.Asn2435Lys Missense 95.80 Clonal COSM5008208 rs1160508407 Significado incierto 

LLC-36 chr11 108165786 32 G T ATM c.4909G>T p.Asp1637Tyr Missense 51.89 Clonal COSM6927787 rs753870656 Significado incierto 

LLC-80 chr11 108175400 - A C ATM c.5497-2A>C p.? Splice site 50.44 Clonal  rs786203796 Probablemente patogénica 

LLC-62 chr11 108235906 62 C T ATM c.8948C>T p.Thr2983Ile Missense 47.55 Clonal   Significado incierto 

LLC-1 chr11 108175549 37 C T ATM c.5644C>T p.Arg1882* Nonsense 46.66 Clonal COSM6853936 rs786204433 Patogénica 

LLC-121 chr11 108139233 18 A T ATM c.2735A>T p.Gln912Leu Missense 42.13 Clonal  rs730881353 Significado incierto 

LLC-92 chr11 108216611 58 C T ATM c.8560C>T p.Arg2854Cys Missense 40.89 Clonal COSM6606832 rs201958469 Significado incierto 

LLC-80 chr11 108190786  G A ATM c.6452+1G>A p.? Splice site 38.48 Clonal COSM6196727  Probablemente patogénica 

LLC-79 chr11 108236183 63 T C ATM c.9119T>C p.Ile3040Thr Missense 32.60 Clonal   Significado incierto 

LLC-92 chr11 108190786 - G A ATM c.6452+1G>A p.? Splice site 23.30 Clonal COSM6196727  Probablemente patogénica 

LLC-36 chr11 108127068 14 G T ATM c.2250+1G>T p.? Splice site 16.14 Clonal COSM4953395  Significado incierto 

LLC-61 chr11 108124723 13 T C ATM c.2081T>C p.Leu694Pro Missense 13.07 Clonal   Significado incierto 

LLC-60 chr11 108163399 30 T A ATM c.4490T>A p.Leu1497Ter Nonsense 10.00 Clonal   Significado incierto 

Anotación basada en el tránscrito NM_000051 (RefSeq).      
 

Caso Cromosoma Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

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 c.1231G>T p.Asp411Tyr Missense 5.97 Subconal alto COSM5574599  Patogénica 

Anotación basada en el tránscrito NM_000399 (RefSeq). Línea de puntos divide las variantes con VAF clonal y subclonal.      
 

Caso Cromosoma Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-36 chr4 153247168 10 T C FBXW7 c.1634A>G p.Tyr545Cys Missense 24.49 Clonal COSM22989 rs1560758208 Probablemente patogénica 

LLC-14 chr4 153247288 10 C A FBXW7 c.1514G>T p.Arg505Leu Missense 21.75 Clonal COSM23000 rs1057519896 Probablemente patogénica 

LLC-93 chr4 153249459 9 T A FBXW7 c.1319A>T p.Asp440Val Missense 13.55 Clonal COSM5748786  Probablemente patogénica 

LLC-97 chr4 153247288 10 C A FBXW7 c.1514G>T p.Arg505Leu Missense 1.93 Subclonal bajo COSM23000 rs1057519896 Probablemente patogénica 

LLC-28 chr4 153249463 9 T C FBXW7 c.1315A>G p.Thr439Ala Missense 1.01 Subclonal bajo COSM6492335  Probablemente patogénica 

Anotación basada en el tránscrito NM_033632 (RefSeq). Línea de puntos divide las variantes con VAF clonal y subclonal.      
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Anexo 2: Tabla 5 (continuación) 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 Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-99 chr3 38182641 5 T C MYD88 c.818T>C p.Leu273Pro Missense 47.15 Clonal COSM85940  Patogénica 

LLC-24 chr3 38182641 5 T C MYD88 c.818T>C p.Leu273Pro Missense 42.61 Clonal COSM85940  Patogénica 

Anotación basada en el tránscrito NM_002468 (RefSeq).       
 

Caso Cromosoma Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-2 chr6 44232739 1 GTAAG G NFKBIE c.758_761delCTTA p.Tyr254fs*13 Frameshift Indel 11.46 Clonal   Significado incierto 

LLC-59 chr6 44232739 1 GTAAG G NFKBIE c.758_761delCTTA p.Tyr254fs*13 Frameshift Indel 1.40 Subclonal bajo   Significado incierto 

Anotación basada en el tránscrito NM_004556 (RefSeq). Línea de puntos divide las variantes con VAF clonal y subclonal.      
 

Caso Cromosoma Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

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.Gln2416* 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.Gln2404* 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 c.6214G>A p.Gly2072Ser Missense 12.80 Clonal   Probablemente patogénica 

Anotación basada en el tránscrito NM_017617 (RefSeq).      
 

Caso Cromosoma Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-91 chr7 124532409 6 G GTA POT1 c.34_35insTA p.Thr12fs*4 Frameshift Indel 34.16 Clonal   Probablemente patogénica 

LLC-78 chr7 124499024 9 G A POT1 c.689C>T p.Ala230Val Missense 2.58 Subclonal bajo   Probablemente patogénica 

Anotación basada en el tránscrito NM_015450 (RefSeq). Línea de puntos divide las variantes con VAF clonal y subclonal. 
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Anexo 2: Tabla 5 (continuación) 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 Posición genómica 
(hg19) 

Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición 
Aminoácido 

Tipo mutación Frecuencia alélica Variante 
(VAF%) 

Clonalidad 
VAF>10% 

COSMIC rsdb Significación Clínica 

LLC-63 chr2 198266854 15 C T SF3B1 c.2078G>A p.Gly693Asp Missense 51.24 Clonal COSM7083563  
Probablemente 

patogénica 

LLC-11 chr2 198266611 16 C T SF3B1 c.2225G>A p.Gly742Asp Missense 49.00 Clonal COSM145923 rs755415626 
Probablemente 

patogénica 

LLC-53 chr2 198267369 14 G A SF3B1 c.1988C>T p.Thr663Ile Missense 45.65 Clonal COSM145921 rs1239341681 
Probablemente 

patogénica 

LLC-86 chr2 198267481 14 T A SF3B1 c.1876A>T p.Asn626Tyr Missense 45.09 Clonal COSM145920  
Probablemente 

patogénica 

LLC-14 chr2 198266822 15 T A SF3B1 c.2110A>T p.Ile704Phe Missense 20.10 Clonal COSM1159840  
Probablemente 

patogénica 

LLC-70 chr2 198266713 15 C T SF3B1 c.2219G>A p.Gly740Glu Missense 36.95 Clonal COSM133120 rs776846119 
Probablemente 

patogénica 

LLC-66 chr2 198266834 15 T C SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 33.12 Clonal COSM84677 rs559063155 
Probablemente 

patogénica 

LLC-56 chr2 198266834 15 T C SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 12.86 Clonal COSM84677 rs559063155 
Probablemente 

patogénica 

LLC-50 chr2 198267369 14 G A SF3B1 c.1988C>T p.Thr663Ile Missense 11.35 Clonal COSM145921 rs1239341681 
Probablemente 

patogénica 

LLC-97 chr2 198266611 16 C T SF3B1 c.2225G>A p.Gly742Asp Missense 8.24 Subconal alto COSM145923 rs755415626 
Probablemente 

patogénica 

LLC-37 chr2 198267361 14 T C SF3B1 c.1996A>G p.Lys666Glu Missense 5.92 Subconal alto COSM110694 rs754688962 
Probablemente 

patogénica 

LLC-37 chr2 198266834 15 T C SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 4.95 Subclonal bajo COSM84677 rs559063155 
Probablemente 

patogénica 

LLC-56 chr2 198266713 15 C T SF3B1 c.2219G>A p.Gly740Glu Missense 3.81 Subclonal bajo COSM133120 rs776846119 
Probablemente 

patogénica 

LLC-97 chr2 198266834 15 T C SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 3.13 Subclonal bajo COSM84677 rs559063155 
Probablemente 

patogénica 

LLC-18 chr2 198267491 14 C G SF3B1 c.1866G>C p.Glu622Asp Missense 1.12 Subclonal bajo COSM132938 rs763149798 
Probablemente 

patogénica 

LLC-42 chr2 198266834 15 T C SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 1.03 Subclonal bajo COSM84677 rs559063155 
Probablemente 

patogénica 

LLC-81 chr2 198266834 15 T C SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 1.03 Subclonal bajo COSM84677 rs559063155 
Probablemente 

patogénica 

LLC-46 chr2 198267361 14 T C SF3B1 c.1996A>G p.Lys666Glu Missense 1.01 Subclonal bajo COSM110694 rs754688962 
Probablemente 

patogénica 

Anotación basada en el tránscrito NM_012433 (RefSeq). Línea de puntos divide las variantes con VAF clonal y subclonal. 
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Anexo 2: Tabla 5 (continuación) 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. 

Caso Cromosoma Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC Significación Clínica 

LLC-39 chr17 7578474 5 CGGGGGT C TP53 c.450_455delCCCCCA p.Pro150fs* Frameshift Indel 96.71 Clonal  Patogénica 

LLC-91 chr17 7578212 6 G A TP53 c.637C>T p.Arg213* Nonsense 80.58 Clonal COSM10654 Patogénica 

LLC-51 chr17 7578454 5 G A TP53 c.476C>T p.Ala159Val Missense 72.53 Clonal COSM11148 Probablemente patogénica 

LLC-24 chr17 7579575 4 G A TP53 c.112C>T p.Gln38* Nonsense 42.24 Clonal COSM46286 Patogénica 

LLC-11 chr17 7577538 7 C T TP53 c.743G>A p.Arg248Gln Missense 39.58 Clonal COSM10662 Patogénica 

LLC-86 chr17 7577538 7 C T TP53 c.743G>A p.Arg248Gln Missense 29.12 Clonal COSM10662 Patogénica 

LLC-15 chr17 7579436 3 GC G TP53 c.250delG p.Arg84fs*39 Frameshift Indel 26.53 Clonal COSM674147 Patogénica 

LLC-49 chr17 7577580 7 T C TP53 c.701A>G p.Tyr234Cys Missense 23.93 Clonal COSM10725 Patogénica 

LLC-92 chr17 7578403 5 C G TP53 c.527G>C p.Cys176Ser Missense 18.18 Clonal COSM44645 Patogénica 

LLC-35 chr17 7578506 5 GGCAGGTC G TP53 c.417_423delCGTCCAG p.Lys139fs*29 Frameshift Indel 16.55 Clonal  Patogénica 

LLC-2 chr17 7578190 6 T C TP53 c.659A>G p.Tyr220Cys Missense 7.79 Subconal alto COSM10758 Patogénica 

LLC-40 chr17 7577093 8 C T TP53 c.845G>A p.Arg282Gln Missense 7.45 Subconal alto COSM44338 Probablemente patogénica 

LLC-77 chr17 7577518 7 T A TP53 c.763A>T p.Ile255Phe Missense 6.74 Subconal alto COSM43651 Probablemente patogénica 

LLC-49 chr17 7578265 6 A G TP53 c.584T>C p.Ile195Thr Missense 6.20 Subconal alto COSM11089 Patogénica 

LLC-49 chr17 7574003 10 G A TP53 c.1024C>T p.Arg342* Nonsense 4.29 Subclonal bajo COSM11073 Patogénica 

LLC-51 chr17 7577545 7 T C TP53 c.736A>G p.Met246Val Missense 3.46 Subclonal bajo COSM43555 Patogénica 

LLC-11 chr17 7578280 6 G A TP53 c.569C>T p.Pro190Leu Missense 2.27 Subclonal bajo COSM43657 Probablemente patogénica 

LLC-49 chr17 7577121 8 G A TP53 c.817C>T p.Arg273Cys Missense 1.13 Subclonal bajo COSM10659 Patogénica 

LLC-121 chr17 7578541 5 A G TP53 c.389T>C p.Leu130Pro Missense 1.10 Subclonal bajo COSM45481 Patogénica 

Anotación basada en el tránscrito NM_000546 (RefSeq). Línea de puntos divide las variantes con VAF clonal y subclonal.      
 

Caso Cromosoma Posición genómica (hg19) Exón/Intrón Ref Var Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Frecuencia alélica Variante (VAF%) Clonalidad VAF>10% COSMIC rsdb Significación Clínica 

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 XPO1 c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 33.50 Clonal COSM96797 rs1057520009 Probablemente patogénica 

LLC-73 chr2 61719472 15 C T XPO1 c.1711G>A p.Glu571Lys Missense 26.60 Clonal COSM96797 rs1057520009 Probablemente patogénica 

LLC-2 chr2 61719471 15 T A XPO1 c.1712A>T p.Glu571Val Missense 15.44 Clonal COSM146109 rs1057520010 Probablemente patogénica 

LLC-11 chr2 61719472 15 C T XPO1 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 

Anotación basada en el tránscrito NM_003400 (RefSeq). Línea de puntos divide las variantes con VAF clonal y subclonal.      
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Anexo 2: Tabla 6 Tabla de asociación entre el perfil mutacional, y las variantes clínicas y biológicas. 

 

 

  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 

Estado mutacional IGVH 
No mutado (61, 68,53%) 1 

0.53 
9 

0.44 
9 

0.46 
3 

0.31 
12 

0.05 
9 

0.11 
2 

0.46 
4 

0.61 
2 

0.46 
4 

0.49 
Mutado (29, 31,46%)  1 3 5 0 2 1 0 2 0 1 

Edad>65 años 
No (53, 59,55%) 2 

0.35 
5 

0.14 
11 

0.098 
1 

0.35 
6 

0.34 
8 

0.14 
1 

0.65 
6 

0.04 
1 

0.65 
2 

0.32 
Sí (36, 40,45%) 0 7 3 2 6 2 1 0 1 3 

Sexo 
Hombre (57, 61%) 1 

0.62 
12 

0.01 
7 

0.16 
3 

0.22 
8 

0.47 
7 

0.4 
1 

0.62 
0 

0.003 
2 

0.37 
4 

0.35 
Mujer (36, 39%) 1 1 8 0 6 3 1 6 0 1 

Estadío Binet, n (%) 
A (29, 35,58%) 0 

0.45 
5 

0.34 
5 

0.5 
1 

0.69 
4 

0.59 
4 

0.41 
0 

0.45 
2 

0.64 
2 

0.1 
1 

0.47 
B+C (60, 67,41%) 2 7 9 2 8 6 2 4 0 4 

ECOG, n (%) 
0 (76, 84,44%) 1 

0.28 
10 

0.32 
12 

0.42 
1 

0.06 
11 

0.67 
8 

0.48 
2 

0.71 
6 

0.35 
2 

0.71 
4 

0.58 
>0 (14, 15,55%) 1 3 3 2 2 2 0 0 0 1 

LDH elevado, n (%)  
No (66, 74,15%) 1 

0.45 
7 

0.16 
9 

0.27 
0 

0.016 
11 

0.48 
7 

0.5 
1 

0.74 
6 

0.15 
0 

0.06 
3 

0.38 
Sí (23, 25,84%) 1 5 5 3 3 3 0 0 2 2 

del(13q14) 
No (51, 57,30%) 0 

0.18 
6 

0.4 
12 

0.017 
2 

0.61 
4 

0.069 
5 

0.43 
1 

0.67 
1 

0.049 
1 

0.67 
3 

0.64 
Sí (38, 42,69%) 2 6 2 1 8 5 1 5 1 2 

Trisomía 12 
No (72, 80,89%) 2 

0.65 
10 

0.56 
12 

0.47 
2 

0.47 
11 

0.28 
9 

0.39 
1 

0.35 
5 

0.67 
1 

0.35 
4 

0.66 
Sí (17, 19,10%) 0 2 2 1 1 1 1 1 1 1 

del(11q22) 
No (76, 85,39%) 2 

0.72 
10 

0.55 
12 

0.66 
2 

0.38 
11 

0.44 
8 

0.45 
2 

0.72 
5 

0.62 
1 

0.27 
5 

0.45 
Sí (13, 14,60%) 0 2 2 1 1 2 0 1 1 0 

del(17p13) 
No (81, 91,01%) 2 

0.83 
9 

0.07 
13 

0.63 
3 

0.75 
8 

0.01 
10 

0.37 
2 

0.82 
5 

0.44 
2 

0.83 
4 

0.38 
Sí (8, 8,98%) 0 3 1 0 4 0 0 1 0 1 

Grupo de riesgo 
Bajo (17, 19,10%) 0 

0.65 
2 

0.58 
4 

0.26 
0 

0.52 
0 

0.065 
1 

0.39 
0 

0.65 
2 

0.32 
0 

0.65 
0 

0.33 
Intermedio-Alto-MuyAlto (72, 80,89%) 2 10 10 3 12 9 2 4 2 5 

Número de mutaciones 
0-1 (67, 72%) 1 

0.48 
5 

<0.01 
8 

0.07 
0 

0.02 
2 

<0.001 
1 

<0.001 
1 

0.48 
5 

0.46 
0 

0.07 
1 

0.02 
≥ 2 (26, 28%) 1 8 7 3 12 9 1 1 2 4 
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Anexo 2: Tabla 7 Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dinámica clonal. 

Gen/Caso ADNc Posición aminoácido Tipo de mutación Pretratamietno Tratamiento [VAF(%)] 

LLC-1 LLC-1_pretto 
1ª línea IQT 

LLC-1-2_tto1 LLC-1-3_tto1 

ATM c.5644C>T p.Arg1882* Nonsense 46.66 nv nv 

LLC-100 LLC-100_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-100-2_tto1 LLC-100-3_tto2 

SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Gu Missense nv 17.87 34.82 

SF3B1 c.1988C>T p.Thr663Ile Missense nv 6.09 0.00 

SF3B1 c.2225G>A p.Gly742Asp Missense nv 1.62 0.00 

LLC-11 LLC-11_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-11-2_tto1 

SF3B1 c.2225G>A p.Gly742Asp Missense 49.00 48.60 

TP53 c.743G>A p.Arg248Gln 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 

LLC-121 LLC-121_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-11-2_tto1 LLC-121-3_tto1 

ATM c.2735A>T p.Gln912Leu Missense 42.13 nv nv 

TP53 c.389T>C p.Leu130Pro Missense 1.10 0.00 0.00 

LLC-14 LLC-14_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-14-2_tto1 LLC-14-3_tto2 

FBXW7 c.1514G>T p.Arg505Leu Missense 21.75 38.95 34.89 

SF3B1 c.2110A>T p.Ile704Phe Missense 20.1 43.67 37.20 

BIRC3 c.1658_1659insT p.Arg555fs*12 Frameshift Indel 10.24 13.65 21.19 

BIRC3 c.1639delG p.Gln547fs*21 Frameshift Indel 10.19 11.42 7.60 

BIRC3 c.1286_1287insA p.Glu429fs*9 Frameshift Indel 1.7 2.69 0.00 

LLC-15 LLC-15_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-15-2_tto1 

EGR2 c.1066G>A p.Glu356Lys Missense 64.07 42.59 

TP53 c.250delG p.Arg84fs*39 Frameshift Indel 26.53 20.88 

LLC-17 LLC-17_pre 
1ª línea IQT 

LLC-17-2_tto1 

EGR2 c.1066G>A p.Glu356Lys Missense 43.39 0.00 

LLC-18 LLC-18_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-18-2_tto1 

SF3B1 c.1866G>C p.Glu622Asp Missense 1.12 2.20 

LLC-19 LLC-19_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-19-2_tto1 LLC-19-3_tto2 

NOTCH1 c.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 39.30 45.03 21.43 

BIRC3 c.1298_1299delTT p.Arg434fs*3 Frameshift Indel 5.89 7.41 19.30 

LLC-2 LLC-2_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-2-2_tto1 LLC-2-3_tto1 

XPO1 c.1712A>T p.Glu571Val Missense 15.44 8.82 17.39 

NOTCH1 c.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 

LLC-24 LLC-24_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-24-2_tto1 

MYD88 c.818T>C p.Leu273Pro Missense 42.61 31.01 

TP53 c.112C>T p.Gln38* Nonsense 42.24 32.00 

LLC-27 LLC-27_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-27-2_tto1 LLC-27-3_tto1 

NOTCH1 c.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 43.54 0.00 0.00 
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Anexo 2: Tabla 7 (continuación) Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dinámica clonal. 

Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Pretratamiento Tratamientos [VAF(%)] 

LLC-28 LLC-28_pre 
1ª línea IQT 

LLC-28-2_tto1 LLC-28-3_tto1 

FBXW7 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 

LLC-3 LLC-3_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-3-2_tto1 LLC-3-3_tto1 

EGR2 c.1066G>A p.Glu356Lys Missense 10.41 4.65 1.52 

LLC-313 LLC-313_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-313-2_tto1 LLC-313-3_tto1 

NOTCH1 c.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 53.51 3.98 1.66 

LLC-33 LLC-33_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-33-2_tto1 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 

LLC-35 LLC-35_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-35-2_tto1 

TP53 c.417_423delCGTCCAG p.Lys139fs*29 Frameshift Indel 16.55 0.00 

LLC-36 LLC-36_pre 
1ª línea IQT 

LLC-36-2_tto1 

ATM c.4909G>T p.Asp1637Tyr Missense 51.89 nv 

FBXW7 c.1634A>G p.Tyr545Cys Missense 24.49 9.39 

ATM c.2250+1G>T p.? Splice site 16.14 nv 

FBXW7 c.1383_1389delTTCCACT p.Ser462fs* Frameshift Indel 0.00 8.66 

LLC-37 LLC-37_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-37-2_tto1 

NOTCH1 c.7246C>T p.Gln2416* Nonsense 44.05 45.36 

SF3B1 c.1996A>G p.Lys666Glu Missense 5.92 3.21 

SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 4.95 4.95 

SF3B1 c.2110A>T p.Ile704Phe Missense 0.00 4.78 

LLC-39 LLC-39_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-39-2_tto1 

TP53 c.450_455delCCCCCA p.Pro150fs* Frameshift Indel 96.71 20.61 

NOTCH1 c.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 60.99 17.88 

LLC-4 LLC-4_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-4-2_tto1 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 

LLC-40 LLC-40_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-40-2_tto1 

XPO1 c.1712A>T p.Glu571Val Missense 55.16 34.97 

NOTCH1 c.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 18.74 13.35 

TP53 c.845G>A p.Arg282Gln Missense 7.45 0.00 
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Anexo 2: Tabla 7  (continuación) Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dinámica clonal.

Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Pretratamiento Tratamientos [VAF(%)] 

LLC-42 LLC-42_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-42-2_tto1 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 

LLC-43 LLC-43_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-43-2_tto1 LLC-43-3_tto2 LLC-43-4_tto2 LLC-43-5_tto2 LLC-43-6_tto2 

SF3B1 c.1984C>G p.His662Asp Missense 0.00 5.44 0.00 0.00 0.00 0.00 

LLC-46 LLC-46_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 3ª línea TD (Venetoclax) 

LLC-46-2_tto1 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 

LLC-49 LLC-49_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-49-2_tto1 LLC-49-3_tto1 LLC-49-4_tto1 LLC-49-5_tto1 LLC-49-6_tto1 LLC-49-7_tto1 

NOTCH1 c.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 c.584T>C p.Ile195Thr 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 

LLC-5 LLC-5_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-5-2_tto1 LLC-5-3_tto2 LLC-5-4_tto2 

BIRC3 c.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 

LLC-50 LLC-50_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-50-2_tto1 LLC-50-3_tto1 LLC-50-4_tto1 LLC-50-5_tto2 

SF3B1 c.1988C>T p.Thr663Ile 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 

LLC-51 LLC-51_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-51-2_tto1 LLC-51-3_tto1 LLC-51-4_tto1 LLC-51-5_tto1 LLC-51-6_tto1 LLC-51-7_tto1 

TP53 c.476C>T p.Ala159Val 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 (continuación) Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dinámica clonal.

Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Pretratamiento Tratamientos [VAF(%)] 

LLC-53 LLC-53_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-53-2_tto1 LLC-53-3_tto1 LLC-53-4_tto1 LLC-53-5_tto1 LLC-53-6_tto1 

SF3B1 c.1988C>T p.Thr663Ile Missense 45.65 41.47 3.32 16.97 3.11 3.38 

LLC-54 LLC-54_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-54-2_tto1 LLC-54-3_tto2 LLC-54-4_tto2 

TP53 c.763A>T p.Ile255Phe Missense 0.00 1.95 2.15 0.00 

LLC-55 LLC-55_pre 
2ª línea IQT 3ª línea TD (Venetoclax) 

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 

LLC-56 LLC-56_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-56-2_tto1 LLC-56-3_tto1 LLC-56-4_tto1 

SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 12.86 0.00 0.00 0.00 

SF3B1 c.2219G>A p.Gly740Glu Missense 3.81 1.03 0.00 0.00 

LLC-57 LLC-57_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-57-2_tto1 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.Thr663Ile Missense 0.00 26.17 7.83 1.96 1.07 0.00 0.00 0.00 0.00 

LLC-58 LLC-58_pre 
2ª línea IQT 5ª línea TD (Ibrutinib) 6ª línea TD (Venetoclax) 

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 c.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 0.00 0.00 0.00 0.00 4.23 0.00 0.00 8.62 

SF3B1 c.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.Gln2501* Nonsense 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.02 

SF3B1 c.2111T>A p.Ile704Asn Missense 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.51 

LLC-59 LLC-59_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-59-2_tto1 LLC-59-3_tto1 LLC-59-4_tto1 LLC-59-5_tto1 

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 (continuación) Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dinámica clonal. 

  

Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Pretratamiento Tratamientos [VAF(%)] 

LLC-60 LLC-60_pre 
1ª línea IQT 2ª línea IQT 3ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-60-2_tto1 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 c.281C>G p.Ser94* Nonsense 0.00 0.00 22.44 0.00 4.62 0.00 0.00 16.70 

LLC-61 LLC-61_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-61-2_tto1 LLC-61-3_tto2 LLC-61-4_tto2 LLC-61-5_tto2 LLC-61-6_tto2 

ATM c.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 

LLC-62 LLC-62_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-62-2_tto1 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.Thr2983Ile 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 

LLC-63 LLC-63_pre 
1ª línea IQT 

LLC-63-2_tto1 LLC-63-3_tto1 LLC-63-4_tto1 LLC-63-5_tto1 LLC-63-6_tto1 

SF3B1 c.2078G>A p.Gly693Asp Missense 51.24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

LLC-64 LLC-64_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-64-2_tto1 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.Arg175His 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 

LLC-66 LLC-66_pre 
2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-66-2_tto1 LLC-66-3_tto1 LLC-66-4_tto1 LLC-66-5_tto1 LLC-66-6_tto1 

SF3B1 c.2098A>G p.Lys700Glu Missense 33.12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

LLC-68 LLC-68_pre 
3ª línea IQT 4ª línea IQT 5ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-68-2_tto3 LLC-68-3_tto4 LLC-68-4_tto4 LLC-68-5_tto5 LLC-68-6_tto5 

TP53 c.830G>T p.Cys277Phe Missense 0.00 7.38 0.00 24.55 28.26 12.75 

TP53 c.135_138delGTCC p.Ser46fs*76 Frameshift 0.00 7.00 0.00 22.12 19.01 0.00 
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Anexo 2: Tabla 7 (continuación) Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dinámica clonal. 

Gen ADNc 
Posición 

Aminoácido 
Tipo 

mutación 
Pretratamiento Tratamientos [VAF(%)] 

LLC-69 LLC-69_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-69-2_tto1 LLC-69-3_tto1 LLC-69-4_tto1 LLC-69-5_tto2 

EGR2 c.170-3A>T p.? Splice site 35.00 3.61 19.70 28.14 42.00 

LLC-70 LLC-70_pre 
1ª línea IQT 

LLC-70-2_tto1 LLC-70-3_tto1 

SF3B1 c.2219G>A p.Gly740Glu Missense 36.95 0.00 0.00 

LLC-73 LLC-73_pre 
1ª línea IQT 3ª TPH 4ª línea IQT 5ª línea TD (Ibrutinib) 6ª línea TD (Venetoclax) 

LLC-73-
2_tto1 LLC-73-3_tto3 

LLC-73-
4_tto4 LLC-73-5_tto5 

LLC-73-
6_tto5 

LLC-73-
7_tto5 

LLC-73-
8_tto5 

LLC-73-
9_tto5 

LLC-73-
10_tto6 

LLC-73-
11_tto6 

LLC-73-
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 

LLC-74 LLC-74_pre 
1ª línea IQT 

LLC-74-2_tto1 LLC-74-3_tto1 LLC-74-4_tto1 LLC-74-5_tto1 

NOTCH1 c.7210C>T p.Gln2404* Nonsense 28.9 0.00 0.00 0.00 0.00 

LLC-76 LLC-76_pre 
3ª línea IQT 4ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-76-
2_tto3 LLC-76-3_tto3 

LLC-76-
4_tto4 LLC-76-5_tto4 

LLC-76-
6_tto4 

LLC-76-
7_tto4 

LLC-76-
8_tto4 

LLC-76-
9_tto4 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 

LLC-77 LLC-77_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 3ª línea TD (Venetoclax) 4ª línea TPH 

LLC-77-2_tto1 LLC-77-3_tto2 LLC-77-4_tto3 LLC-77-5_tto4 LLC-77-6_tto4 

TP53 c.763A>T p.Ile255Phe Missense 6.74 9.85 68.61 0.00 2.1 0.00 
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Anexo 2: Tabla 7 (continuación) Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dinámica clonal. 
Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Pretratamiento Tratamientos [VAF(%)] 

LLC-78 LLC-78_pre 
1ª línea IQT 

LLC-78-2_tto1 LLC-78-3_tto1 LLC-78-4_tto1 LLC-78-5_tto1 LLC-78-6_tto1 

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 

LLC-79 LLC-79_pre 
1ª línea IQT 

LLC-79-2_tto1 LLC-79-3_tto1 LLC-79-4_tto1 LLC-79-5_tto1 

ATM c.9119T>C p.Ile3040Thr Missense 32.6 nv nv nv nv 

LLC-80 LLC-80_pre 
1ª línea IQT 

LLC-80-2_tto1 

ATM c.5497-2A>C p.? Splice site 50.44 nv 

ATM c.6452+1G>A p.? Splice site 38.48 nv 

LLC-81 LLC-81_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Venetoclax) 

LLC-81-2_tto1 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 c.517G>T p.Val173Leu 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 (continuación) Resumen de las variantes patogénicas detectadas en los pacientes estudiados y su dinámica clonal. 

Gen ADNc Posición Aminoácido Tipo mutación Pretratamiento Tratamientos [VAF(%)] 

LLC-82 LLC-82_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Venetoclax) 

LLC-82-2_tto1 LLC-82-3_tto2 

SF3B1 c.2111T>G p.Ile704Ser Missense 0.00 10.74 0.00 

BIRC3 c.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 

LLC-84 LLC-84_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-84-2_tto1 LLC-84-3_tto1 LLC-84-4_tto1 LLC-84-5_tto1 

NOTCH1 c.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 31.17 0.00 0.00 0.00 0.00 

LLC-85 LLC-85_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-85-2_tto1 LLC-85-3_tto2 

TP53 c.325T>G p.Phe109Val 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.Met246Ile Missense 0.00 6.59 9.72 

LLC-86 LLC-86_pre 
1ª línea IQT 2ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-86-2_tto1 LLC-86-3_tto2 

SF3B1 c.1876A>T p.Asn626Tyr Missense 45.09 4.16 28.00 

TP53 c.743G>A p.Arg248Gln Missense 29.12 4.78 27.26 

TP53 c.722C>A p.Ser241Tyr Missense 0.00 0.00 7.18 

LLC-89 LLC-89_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-89-2_tto1 LLC-89-3_tto1 LLC-89-4_tto1 

NOTCH1 c.7541_7542delCT p.Pro2514fs*4 Frameshift Indel 13.06 2.83 0.00 0.00 

LLC-91 LLC-91_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-91-2_tto1 LLC-91-3_tto1 

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 

FBXW7 c.1334T>C p.Val445Ala Missense 0.00 0.00 4.40 

LLC-92 LLC-92_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-92-2_tto1 

ATM c.8560C>T p.Arg2854Cys Missense 40.89 nv 

ATM c.6452+1G>A p.? Splice site 23.30 nv 

TP53 c.527G>C p.Cys176Ser Missense 18.18 2.43 

LLC-93 LLC-93_pre 
1ª línea IQT 2ª línea IQT 3ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-93-2_tto1 LLC-93-3_tto2 LLC-93-4_tto3 LLC-93-5_tto3 

FBXW7 c.1319A>T p.Asp440Val Missense 13.55 34.10 35.63 4.95 1.19 

LLC-97 LLC-97_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-97-2_tto1 LLC-97-3_tto1 LLC-97-4_tto1 

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 c.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 

LLC-99 LLC-99_pre 
1ª línea TD (Ibrutinib) 

LLC-99-2_tto1 LLC-99-3_tto1 

MYD88 c.818T>C p.Leu273Pro Missense 47.15 10.92 2.68 
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Anexo 2: Tabla 8 Principales características clínicas y biológicas de la serie a estudio según la primera línea de tratamiento recibida. (RIQ: 
rango intercuartil; ND: no determinado). 

Parámetros clínicos Categoría Inmunoquimioterapia 
(n=57) 

Ibrutinib (n=39) 

Sexo (masculino), n (%) 34 (60%)  

Edad (años), Media (RIQ)  67 (55-73) 65 (61-71) 

ECOG performance status, n (%) 

0 51 (89) 28 (72) 

1 1 (2) 11 (28) 

2 2 (4) 0 (0) 

Síntomas B, n (%) 6 (10) 3 (8) 

Linfoadenopatías, n (%) 43 (75) 32 (82) 

Esplenomegalia, n (%) 19 (33) 10 (26) 

Hepatomegalia, n (%) 6 (10) 3 (8) 

Cifras hematológicas 

Hemoglobina, Mediana (RIQ), g/dL  12.30 (10.7-13.70) 12.3 (11.5-13.8) 

Leucocitos totales, Mediana (RIQ), ×10^9/L  50.99 (33.90 - 104.54) 82.7 (22.52-135.69) 

Neutrófilos absolutos, Mediana (RIQ), ×10^9/L  4.29 (2.63-5.75) 4.2 (3.02-5.68) 

Linfocitos absolutos, Mediana (RIQ), ×10^9/L  40.09 (25.00-97.55) 72.60 (18.20-140.41) 

Plaquetas, Mediana (RIQ), ×10^9/L  162.0 (99.00-221.00) 179.00 (138.00-208.00) 

Parámetros bioquímicos 

Lactato deshidrogenasa (LDH), Mediana (RIQ), U/L  383.00 (309.00-482.00) 367.0 (288.25-493.75) 

LDH elevado (>1×superior al límite normal), n (%)  13 (23) 11 (28) 

β2-microglobulina (β2), Mediana (RIQ), mg/dL  2.90 (2.40-4.60) 3.0 (2.6-4.0) 

β2 elevado (>1×superior al límite normal), n (%)  28 (49) 17 (44) 

Estadificación    

Estadío Rai, n (%) 

0 2 (3) 5 (12) 

I-II 33 (58) 19 (49) 

III-IV 22 (39) 15 (39) 

Estadío Binet, n (%) 

A 15 (26) 16 (41) 

B 26 (46) 13 (33) 

C 16 (28) 10 (26) 

Estudio citogenético    

Alteración en el número de copias (FISH), n (%)  33 (58) 32 (82) 

 del(13q14) 16 (28) 23 (59) 

 trisomía 12 13 (23) 6 (15) 

 del(11q22) 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) 

Nº de tratamientos, Mediana (RIQ)  2 (1-2) 1 (1) 

Nº de tratamientos LLC 

1 24 (42) 53 (100) 

2 23 (40) 0 (0) 

3 3 (5) 0 (0) 

4 3 (5) 0 (0) 

5 0 (0) 0 (0) 

6 2 (3) 0 (0) 

7 1 (2) 0 (0) 

8 1 (2) 0 (0) 

Recaída, n (%)  37 (65) 3 (8) 

Exitus  11 (19) 1 (3) 
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Anexo 2: Tabla 9 Posición genómica 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 

chr16 81891453 81891531 PLCΓ2_e10a1 chrX 100614260 100614358 BTK_e10a1 

chr16 81891520 81891596 PLCΓ2_e10b1 chrX 100613600 100613711 BTK_e11a1 

chr16 81893693 81893800 PLCΓ2_e11b1 chrX 100613356 100613446 BTK_e12a1 

chr16 81895738 81895831 PLCΓ2_e12a1 chrX 100613284 100613363 BTK_e12b1 

chr16 81895816 81895939 PLCΓ2_e12b1 chrX 100612488 100612582 BTK_e13a1 

chr16 81900604 81900697 PLCΓ2_e13a1 chrX 100611833 100611952 BTK_e14a1 

chr16 81900669 81900797 PLCΓ2_e13b1 chrX 100611725 100611840 BTK_e14b1 

chr16 81905386 81905457 PLCΓ2_e14a1 chrX 100611200 100611260 BTK_e15a1 

chr16 81905453 81905580 PLCΓ2_e14b1 chrX 100610993 100611097 BTK_e15a2 

chr16 81907675 81907789 PLCΓ2_e15a1 chrX 100611091 100611209 BTK_e15b1 

chr16 81908494 81908611 PLCΓ2_e16a1 chrX 100609612 100609688 BTK_e16a1 

chr16 81908389 81908501 PLCΓ2_e16b1 chrX 100608843 100608947 BTK_e17a1 

chr16 81910512 81910626 PLCΓ2_e17a1 chrX 100608938 100609001 BTK_e17b1 

chr16 81910619 81910727 PLCΓ2_e17b1 chrX 100608242 100608362 BTK_e18a1 

chr16 81912619 81912738 PLCΓ2_e18a1 chrX 100608128 100608247 BTK_e18b1 

chr16 81912559 81912631 PLCΓ2_e18b1 chrX 100604854 100604956 BTK_e19b1 

chr16 81919550 81919675 PLCΓ2_e19a1 chrX 100632913 100633028 BTK_e1a1 

chr16 81919473 81919562 PLCΓ2_e19b1 chrX 100632805 100632953 BTK_e1b1 

chr16 81786127 81786238 PLCΓ2_e1a2 chrX 100630195 100630307 BTK_e2a1 

chr16 81786059 81786177 PLCΓ2_e1b1 chrX 100630102 100630202 BTK_e2b1 

chr16 81921170 81921292 PLCΓ2_e20b1 chrX 100629513 100629629 BTK_e3a1 

chr16 81923472 81923563 PLCΓ2_e21a1 chrX 100626610 100626708 BTK_e4a1 

chr16 81923532 81923632 PLCΓ2_e21b1 chrX 100624964 100625075 BTK_e5a1 

chr16 81927028 81927147 PLCΓ2_e22a1 chrX 100617704 100617817 BTK_e6a1 

chr16 81927137 81927223 PLCΓ2_e22b1 chrX 100617527 100617606 BTK_e6a2 

chr16 81928552 81928639 PLCΓ2_e23a1 chrX 100617601 100617710 BTK_e6b1 

chr16 81931581 81931690 PLCΓ2_e24a1 chrX 100617143 100617258 BTK_e7a1 

chr16 81931480 81931592 PLCΓ2_e24b1 chrX 100615662 100615752 BTK_e8a1 

chr16 81934419 81934544 PLCΓ2_e25b1 chrX 100615547 100615671 BTK_e8b1 

chr16 81936164 81936285 PLCΓ2_e26a1 chrX 100615062 100615143 BTK_e9a1 

chr16 81936275 81936388 PLCΓ2_e26b1     

chr16 81937754 81937870 PLCΓ2_e27a1     

chr16 81937860 81937982 PLCΓ2_e27b1     

chr16 81938797 81938923 PLCΓ2_e28b1     

chr16 81939836 81939967 PLCΓ2_e29a1     

chr16 81939962 81940075 PLCΓ2_e29b1     

chr16 81854428 81854521 PLCΓ2_e2a1     

chr16 81854516 81854597 PLCΓ2_e2b1     

chr16 81946157 81946275 PLCΓ2_e30a1     

chr16 81956681 81956808 PLCΓ2_e31-32a1     

chr16 81956795 81956918 PLCΓ2_e31-32b1     

chr16 81957943 81958043 PLCΓ2_e33-a1     

chr16 81858253 81858364 PLCΓ2_e3b1     

chr16 81859103 81859217 PLCΓ2_e4b1     

chr16 81869189 81869313 PLCΓ2_e5a1     

chr16 81870831 81870955 PLCΓ2_e6b1     

chr16 81880862 81880941 PLCΓ2_e7a1     

chr16 81880936 81881032 PLCΓ2_e7b1     

chr16 81883259 81883384 PLCΓ2_e8b1     

chr16 81889156 81889214 PLCΓ2_e9a1     

chr16 81889207 81889298 PLCΓ2_e9b1     
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Anexo 2: Tabla 10 Multiplex A y B con los cebadores correspondientes del panel IBR-R. 

Pool Multiplex A Pool Multiplex B 

Cebadores gen BTK Cebadores gen BTK 

>e1a1_F >e1b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCACAGAAGCTTTACCCTCTAA TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGATGGATCCCTTTCCTTTCAC 

>e1a1_R >e1b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACACAGCCTGAAAATGTGGT GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGCCTCCACCTCTAGATCAT 

>e2b1_F >e2a1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAAAAAGAAAACATCACCTCTAAA TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCCTCAGGAACTTTCATTATCA 

>e2b1_R >e2a1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCCAAGTCCTTGATATCTTGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAAGAGAAACAGGCGCTTC 

>e3a1_F >e4a1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGtctccattttcttcctcattctact TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGCATCAACCAATAACCATTT 

>e3a1_R >e4a1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGtccccatctcagacattggt GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTTTCGAGATTTGGTGAGAGAA 

>e5a1_F >e6b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGCTGAAGTCTGTGTTTTCATC TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGGCTTCTCCTCCATGTC 

>e5a1_R >e6b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCCTTCTTTCTTTGGAAACATT GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTAGCATTTTTGGCTGTCTGA 

>e6a1_F >e8a1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGTCATGTGAGCCAACTGGT TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCCTCCTACCTTTTCTCCTAA 

>e6a1_R >e8a1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCAGGAAAGAAGAGAGAGATCA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCATTCATTGGCATGTAATC 

>e6a2_F >e10a1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCGATGGGCAGTATCTCTGCT TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTTATGACCAGGAGCCACTC 

>e6a2_R >e10a1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGAAACAGTCAAAGGAGAAAGAAAT GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGATGCAAGGAGAATGCTGTGT 

>e7a1_F >e11a1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCCTTTCCTAAAGTGCATTC TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGAGCACCACTTCCTCCTAC 

>e7a1_R >e11a1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCATTTAAGCAGTGGCAGCAC GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGGCCTTGGAATAGTAGCAC 

>e9a1_F >e12a1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACTGCCACATTGTTTCCTTC TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTTTGTGCCCAAGTTACTGA 

>e9a1_R >e12a1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGGAAGATTGTGGACTGACA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGTGCTGAAAAGGTGCTTC 

>e12b1_F >e13a1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCACCTCAGAGCCAGTATTACCT TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCAACAGCATGACCTCTCTC 

>e12b1_R >e13a1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGTAACTCCCTTCTCAGTTGC GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCACCCTACCCCAGAGAAATAA 

>e14b1_F >e14a1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAGAGGCCAGTACGACGTG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAAAGAATCACACCAAGACTTT 

>e14b1_R >e14a1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGGTTGTTGTGTGAATTCCT GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGAGCCTTCTTTGATCATCTT 

>e15b1_F >e15a1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTATGGCGTCTGCACCAA TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTAGTTCCTTGCCTTTCCTG 

>e15b1_R >e15a1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGTATTCCATGGCTTCACAG GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTACTCAGTGATGATGAAGATGG 

>e17a1_F >e15a2_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGATGATGAATACACAAGCTC TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAGCTGCTAGAGATGTGCAAG 

>e17a1_R >e15a2_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCTTTGAGCTGTATAATCTGTGTAA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTATGATATATCTTCCACTGCTACTTC 

>e18a1_F >e16a1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAAAAAGACTGCAAACCAATTT TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCACTGGTCTCTGTTTGCAC 

>e18a1_R >e16a1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGCCAGATGAGGCCTGTAG GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGAAAGATGAAAAAGCCACA 

>e19b1_F >e17b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTAGCCACTCTAACACTTTACTTTTTC TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAAGCCTCCAAATCCTAATG 

>e19b1_R >e17b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGTGGAGAAGAGAAGTAGAACCA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACCGGACTGGAAATTTGG 

>e8b1_F >e18b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGAGCTGAAAAAGGTTGTGG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACATTGCCCAAGGCCTAC 

>e8b1_R >e18b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTCAGGAAGGGCTGGTGT GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGCTGAATGGCCAGCTAA 
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Anexo 2: Tabla 10 (continuación) Multiplex A y B con los cebadores correspondientes del panel IBR-R. 

Cebadores gen PLCγ2 Cebadores gen PLCγ2 

>e1a1_F >e1b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTTCCTGATTTCTCCCGATT TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGATCAAGAGAGCCCTGGAG 

>e1a1_R >e1b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGGAAGCTGAACACAGTCA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAGCGAGTACTCACAGAAGC 

>e1a2_F >e2b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGAGAACCGTCCAGGTGAT TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAGCGAGCAAAAGCAGTTC 

>e1a2_R >e2b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACAGGAAGGTGGACAGGTG GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGGAGAAAGGCACAGAAACA 

>e2a1_F >e7b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCAGCTTCTAATTGGCTCAT TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCGATGAATTCAAAAAGGATTC 

>e2a1_R >e7b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGTGAAGCAGCAGTCTTCTTT GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCTGCACACACAGGCATC 

>e5a1_F >e8b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTGAAAACCCTCAAGGTGAC TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTAACTGCACCCCCTTTCC 

>e5a1_R >e8b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCATAAAATTCCCAGGCTGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGACTAGTCCCCAGCAGCAT 

>e7a1_F >e9b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAAATCTTTCCGTTTTTGCATT TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGATCTGAACAAAGTCCGTGA 

>e7a1_R >e9b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTCACCCCAGGATGAACA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGATCAAAAAGTCACCCCCAAG 

>e9a1_F >e10b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCACTTTGCTGATCTCTCGTTC TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACAGCATCTGGGATGAGAAG 

>e9a1_R >e10b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGGTGTCATCAATGAACTTTGT GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCATCACAGGCTCATCTGAAA 

>e10a1_F >e12b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCAACGTGATGATTCGGTCT TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCTCCCTGTAGTGGACTGCT 

>e10a1_R >e12b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTTCATGTCCTGCATGTCC GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGTCACACCACCCAGAAATC 

>e12a1_F >e13b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTAGTAACTGAACTGGTGTGTGG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGAGCAACAGCGTCACAT 

>e12a1_R >e13b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGTAGATGACCGGCTTCC GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTGGACAGCCAACAGCAG 

>e13a1_F >e14b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGCTGCCCACCCTCTTCT TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGATGTCAACATGGAGGACAA 

>e13a1_R >e14b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCTTCGTCAACAGCAGGT GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACAGGCGTATTCTCAGAGC 

>e14a1_F >e17b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCCATGGAGACAGCCTATGT TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTCACCTTCAGCAGCATCTA 

>e14a1_R >e17b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCTGTTGCTTGTGTTCGTC GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCTGCTCCACCCTCAGAC 

>e17a1_F >e18b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCACTGATGGCGTCCTCT TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCACTGACAGCCTGGAGA 

>e17a1_R >e18b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTCGCGGTAGTGCTGGAT GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGATCCTCATCAGCATGTCCTC 

>e18a1_F >e19b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGTACTATGACAGCCTGAGC TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCATGTCAACCCTGTGTTCT 

>e18a1_R >e19b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCCCTCTGTAGAGCATGT GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACGAGCTCCACCAGACTC 

>e19a1_F >e20b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGctTTGTGCTGGGGACCTC TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTCCAGGAGCATGGATTATT 

>e19a1_R >e20b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCACCAAATCACAAGGGAGTC GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGTGACTCCAAAATCATGTG 

>e21a1_F >e21b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCCTGACCTTTTCCTTCTTG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACAAAGCCAAGCGAAG 

>e21a1_R >e21b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCCTTGGAGACATTGTGGAT GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAAGAAGGGACAAGTCAAGC 

>e22a1_F >e22b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGGTGCAGATGAGCAGTAGT TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACTTCCCATCCAACTACGTC 

>e22a1_R >e22b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTCCTCGAAGTCTGCAGTTG GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTCCCTGAAAAACTGGACCT 

>e23a1_F >e24b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTAACGTGAGTTATGTCTTGTTTCT TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGGCTGATTGGGACATTTCT 

>e23a1_R >e24b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGGAAATCCAGGCTAAGATG GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCACTCAAAGAGCTCCTCCAC 

>e24a1_F >e26b1_F 
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Anexo 2: Tabla 10 (continuación) Multiplex A y B con los cebadores correspondientes del panel IBR-R. 

Cebadores gen PLCγ2 Cebadores gen PLCγ2 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGATCCTCCGGTGGAGTTTG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTACAATCAAAAGGGCCTGAC 

>e24a1_R >e26b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCAAAGCCCTCAGAATGC GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACGGGACTACCTTCAGTC 

>e26a1_F >e27b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACTGATGACCTTTTTCTCTGTG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGAGAAATATGACCCGATGC 

>e26a1_R >e27b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCAACTCTTTGTCCCTTTGG GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTCCCTAGACATGGGTTCC 

>e27a1_F >e28b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAGGCGTTCACTTTCCTTC TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAATGCTTCCCTTTGGTGTC 

>e27a1_R >e28b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCATCAGGATCTTCCTCTGG GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGAGGGGCCAAGGTGACT 

>e29a1_F >e29b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAAGGATGCGGAGATTGTC TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCATTTGAAATTTATGACCCAAA 

>e29a1_R >e29b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCACAAAGCGCAGAAATG GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCCCAAATCGAACATCTTAAT 

>e30a1_F >e31_32b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTACCTGCCTTTGCATTTTC TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGACACACACCAGAACTTGC 

>e30a1_R >e31_32b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGGAACCCTTAACTGGTGTT GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGATCATCACCGTGCCTAGAGA 

>e31_32a1_F >e3b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACCACATGGTTGTTCTCTCC TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAGCATTTCTGTTCCCTTTC 

>e31_32a1_R >e3b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCTTTAACCAGGGCATCC GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAAATCAACAGGCAAAAGC 

>e33_a1_F >e4b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCACTGCTGATGGTGAAATC TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCTTTCTCTCTTTCTTTTGTCTCA 

>e33_a1_R >e4b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGTTCTCCTACATGCAAACA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCCCTTGGAAGGTTTAAAGA 

>e25b1_F >e6b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCGGGCACTAAAGACAGTGAA TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGACATCAAAAATCATGTGG 

>e25b1_R >e6b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGAGTTATAGGGCATGTTCTTGG GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAAACAGAAACATCACTTGATCACT 

>e16b1_F >e11b1_F 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTTTGGTCCAAGGCTTTCA TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACTCTCACACGGCCACCT 

>e16b1_R >e11b1_R 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGTCTCCATGCAGTATTCCT GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCTCCACCAAGAAGGAGCTA 

 >e16a1_F 

 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGGACGAGTGCCGAGAAG 

 >e16a1_R 

 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGAGAAGAAGGTAGGCGTTC 

 >e15a1_F 

 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGGGGCACTAATACCAGTTT 

 >e15a1_R 

 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACCTCCTCCCTATGTGGCTA 
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Anexo 2: Tabla 11 Cálculo de la DS y CV para la variante BTK:c.1442A>C y PLCG2:c.1990C>T al 10, 5, 2 y 1% de cada una de ellas y a 1000, 
750, 500, 250 y 100 lecturas por amplicón. No se detectó ninguna variante en la muestra WT. 

 BTK:c.1442A>C PLCG2:c.1990C>T 

VAF (%) esperado Cobertura VAF (%) observado Promedio SD CV (%) Cobertura VAF (%) observado Promedio SD CV (%) 

10% 

1000 9.89 

10.02 0.13 1.25 

1000 10.23 

10.13 0.10 0.95 1000 10.03 1000 10.11 

1000 10.14 1000 10.04 

500 9.99 

10.06 0.30 2.95 

500 10.09 

10.22 0.45 4.45 500 9.81 500 10.73 

500 10.39 500 9.85 

250 11.11 

10.54 0.63 5.93 

250 10.25 

10.45 0.86 8.21 250 9.87 250 11.39 

250 10.63 250 9.71 

100 11.89 

10.55 1.18 11.14 

100 12.16 

11.03 1.15 10.43 100 10.09 100 11.07 

100 9.68 100 9.86 

5% 

1000 5.83 

5.54 0.34 6.07 

1000 4.93 

5.07 0.17 3.40 1000 5.17 1000 5.26 

1000 5.61 1000 5.01 

500 5.89 

5.28 0.55 10.33 

500 5.03 

5.23 0.50 9.47 500 4.84 500 5.79 

500 5.11 500 4.86 

250 6.39 

5.64 0.77 13.67 

250 5.22 

5.38 0.65 11.99 250 5.68 250 6.09 

250 4.85 250 4.83 

100 7.14 

5.67 1.32 23.26 

100 7.81 

6.68 1.11 16.64 100 5.28 100 5.59 

100 4.59 100 6.63 

2% 

1000 2.38 

2.18 0.22 9.93 

1000 1.94 

2.07 0.15 7.06 1000 1.95 1000 2.23 

1000 2.21 1000 2.05 

500 2.46 

2.12 0.32 15.13 

500 2.09 

2.15 0.38 17.6 500 1.82 500 1.81 

500 2.09 500 2.56 

250 2.59 

2.02 0.51 25.33 

250 2.72 

2.55 0.65 25.43 250 1.61 250 3.09 

250 1.85 250 1.83 

100 3.34 

2.34 0.93 40.01 

100 1.61 

2.46 0.78 31.8 100 2.18 100 3.15 

100 1.49 100 2.63 

1% 

1000 1.23 

1.24 0.17 13.75 

1000 0.91 

1.07 0.2 18.22 1000 1.41 1000 1.29 

1000 1.07 1000 1.02 

500 1.49 

1.40 0.38 27.12 

500 1.09 

1.17 0.27 22.59 500 1.72 500 1.47 

500 0.98 500 0.96 

250 0.89 

1.32 0.51 38.78 

250 1.53 

1.47 0.47 32.17 250 1.19 250 1.91 

250 1.89 250 0.97 

100 2.17 

1.37 0.70 51.38 

100 1.51 

1.5 0.65 43.00 100 1.06 100 2.14 

100 0.87 100 0.85 
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Anexo 2: Tabla 12 Cobertura mínima y media alcanzada en las muestras de seguimiento por región a estudio. 

Gen Exón 
Número 

amplicones 
Cobertura 

mínima 
Cobertura 

media Gen Exón 
Número 

amplicones 
Cobertura 

mínima 
Cobertura 

media Gen Exón 
Número 

amplicones 
Cobertura 

mínima 
Cobertura 

media 

TP53 

1 1 8.229,50 9.109,25 

PLCG2 

1 2 14.976,00 15.011,75 

BTK 

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 

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 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 

BIRC3 

6 3 39.784,50 49.647,25 12 2 18.277,50 18.295,00 12 2 43.253,50 48.505,50 

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 17 2 9.678,50 9.687,00 17 2 58.061,50 37.514,50 

SF3B1 

14 3 28.605,00 33.070,75 18 2 26.459,00 26.491,75 18 2 13.009,50 12.228,00 

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      

XPO1 

14 1 26.648,00 26.827,50 22 2 18.630,00 18.963,75      

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      

EGR2 
1 1 157,00 420,50 25 1 8.649,00 8.651,50      

2 13 131.897,00 133.455,50 26 2 6.012,50 6.020,75      

FBXW7 

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      

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 31-
32 

2 21.160,00 21.196,75      

PO1 

6 2 47.475,00 47.489,50 33 1 537,00 21.196,75      

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 Características basales de los pacientes incluidos en los distintos grupos, según 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 están expresados en porcentaje, a excepción edad y pre-
RLA). 

 
Casos (n) Edad (años, 

mediana) Sexo 
LLC-IPI (alto, muy 

alto) U-LLC del(17p13)/TP53mut Linfoadenopatías 
Pre-RLA (mediana, 

×109/L) Variación 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 Ilustración de la distribución de la cobertura obtenida a lo largo de todas las regiones a estudio en la muestra pretratamiento. a) Diagrama de cajas con la distribución de la cobertura mínima de 
cada caso pretratamiento, para cada región target. b) Distribución de la cobertura media obtenida para cada muestra pretratamiento para cada región particular. c) Diagrama de barras que muestra el total de casos 
con un >85% de cada región 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 extraídos del estudio publicado por 

Spencer et al. 2014; límite de 1000 lecturas marcado en con línea discontinua roja). 
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 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, 

reordenamientos subclonales en gris; el valor máximo 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, 
con un solo clon predominante. 
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Anexo 1: Figuras 3 Diagrama de barras con la cobertura mínima antes (azul) y después (verde) del reajuste de concentración de cebadores/primers para el panel IBR-R. (Límite de 1000 lecturas marcado en rojo; 95% IC). 
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Anexo 1: Figuras 4 Ilustración de la distribución de la cobertura obtenida a lo largo de todas las regiones a estudio en las muestras de seguimiento. a) Diagrama de cajas con la distribución de la cobertura mínima de las 
muestras de seguimiento, para cada región target. b) Distribución de la cobertura media obtenida para cada región particular. c) Diagrama de barras que muestra el total de casos con un >85% de cada región 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 extraídos del estudio publicado por Spencer et al. 2014; límite de 1000 lecturas 

marcado en con línea discontinua roja). 
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Anexo 1: Figuras 5 Flowchart. 
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Anexo 1: Figuras 6 Dinámica clonal de las mutaciones detectadas bajo tratamiento con Ibrutinib en pacientes sin tratamiento previo. Heatmap con el CCF log2-fold-change (Log2FC) para cada mutación. El código de 
color indica la tendencia de cada mutación a lo largo del tiempo: indetectable (<-4), disminución (<-0,5), estable (-0,5 y 1), adquirido y/o aumento (>1). 
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Anexo 1: Figuras 7 Monitorización de las mutaciones genéticas en función de los tamaños clonales circulantes en SP de los pacientes tratados con Ibrutinib en respuesta global. Gráficas de dispersión en las que los 
puntos negros representan el recuento linfocitario absoluto LLC. El resto de puntos (distintos colores), marcan la distribución de CCF de cada mutación genética, multiplicado por el número de células LLC circulantes en 
SP (tendencias representadas con las líneas de interpolación entre puntos, escala potencial exponente 0.1). (Linfs abs LLC: linfocitos absolutos LLC unidades ×109/L). (No representados LLC-18, LLC-24, LLC-39, LLC-40 al no disponer de 

muestras de seguimiento tras los 12 meses de tratamiento). 

   

   



 

 
 

206 

Anexo 

Anexo 1: Figuras 7 (continuación) Monitorización de las mutaciones genéticas en función de los tamaños clonales circulantes en SP de los pacientes tratados con Ibrutinib en respuesta global. Gráficas de dispersión 
en las que los puntos negros representan el recuento linfocitario absoluto LLC. El resto de puntos (distintos colores), marcan la distribución de CCF de cada mutación genética, multiplicado por el número de células 
LLC circulantes en SP (tendencias representadas con las líneas de interpolación entre puntos, escala potencial exponente 0.1). (Linfs abs LLC: linfocitos absolutos LLC unidades ×109/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 Monitorización de las mutaciones genéticas en función de los tamaños clonales circulantes en SP de los pacientes tratados con Ibrutinib con linfocitosis persistente y en recaída con transformación a 
Síndrome de Richter. Gráficas de dispersión en las que los puntos negros representan el recuento linfocitario absoluto LLC. El resto de puntos (distintos colores), marcan la distribución de CCF de cada mutación 

genética, multiplicado por el número de células LLC circulantes en SP. El caso LLC-91 es el único caso con huella genética en recaída a Ibrutinib. (Tendencias representadas con las líneas de interpolación entre puntos, escala 
potencial exponente 0.1; Linfs abs LLC: linfocitos absolutos LLC unidades ×109/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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