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Izvlecek

Izhodisc¢a Ugotavijanje mutacijskih sprememb variabilnega gena preurejenega variabilnega dela
gena za tezko verigo imunoglobulina (IGHV) v klonu limfocitov B je pomemben neodvi-
sen napovedni dejavnik pri oceni napovedi poteka bolezni pri bolnikih s kronicno limfo-
citno levkemijo (B-KLL). Hitrejsi potek bolezni napoveduje prisotnost nemutiranega vari-
abilnega gena za IGHV v levkemicnih celicah, ki se pojavi pri priblizno 50 % bolnikov z
B-KLL. Prisotnost gena VH3-21 pomeni neugoden izid bolezni in ni odvisen od mutacij-
skih sprememb. Namen nase raziskave je bil vpeljati in opredeliti mutacijske spremembe
IGHYV pri preiskovancih z B-KLL, dolociti delez vpletenih genov IGHV in izsledke primerjati
s tistimi v slovstvu.

Metode Vraziskavo smo vkljucili 49 (19 zZensk in 30 moskih) bolnikov z B-KLL z razlicno klinicno
razvojno stopnjo (39 stadij A, 6 stadij B, 4 stadij C), ki prej niso bili zdravljeni s citostatiki.
Mediana starosti bolnikov je bila 63 let, razpon od 37 do 88 let. Levkemicne celice smo
pridobili z gostotnim gradientnim centrifugiranjem venske krvi preko fikola in osamili
RNA. Z obratnim prepisovanjem in verizno reakcijo s polimerazo smo pommnozili cDNA
segmente preurejenih genov za tezko verigo imunoglobulinov. Prisotnost identicnih pri-
delkov PCR (klonalnost) smo ugotovili po heterodupleksnem pristopu s poliakrilamidno
gelsko elektroforezo. S sekvencno analizo pridelkov PCR smo pridobili nukleotidno zapo-
redje variabilnega gena za IGH. Izsledke sekvencne preiskave smo primerjali z najbolj
skladnim zaporedjem zarodne imunoglobulinske proge (germline) variabilnega gena.
Nemutirani gen IGHV je gen, ki je skladen v vec kot 98 % z najbolj skladno zarodno
imunoglobulinsko progo.

Rezultati Delez nemutiranih bolnikov s B-KLL je bil 44,9 %, mutiranih 55,1 %.

Najpogosteje se je pojavila podskupina genov IGHV3 (34,9 %). Sledita ji podskupini genov
IGHV1 in IGHV4, ki sta bili najdeni v 28,5 in v 26,5 %. Podskupino genov IGHV2 smo
dokazali pri 2 bolnikih (4,1 %), druge, IGHV2, IGHV5 in IGHVG pa le pri posameznem
bolniku. Najpogosteje vpleteni gen je gen IGHV1-69, ki se pojavi v 18,4 %. Sledita mu gena
V4-34 in V4-39, ki se pojavita v 8,2 %. Gen V3-07, V3-11 in V3-23 smo ugotovili v 6,2 %,
druge gene v manjsem delezu.

Pri bolnikih z nemutiranimi geni IGHV se je najpogosteje pojavil gen V1-69 (32,5 %), pri
bolnikih z mutiranimi geni IGHV gen IGHV4-34 (14,8 %). Gena V3-21 pri nasih preisko-
vancih nismo ugotovili. Izsledek se ujema z manjso pojavnostjo tega gena v sredozem-
skem prostoru (3 %).
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Zakljucki

Klju¢ne besede

Vraziskavi smo ugotovili, da je delez nemutiranega gena IGHV v klonu limfocitov B pre-
iskovanih bolnikov z B-KLL v skladu s podatki v slovstvu, torej okoli 50 %. Pojavnost neka-
terih vpletenih genov IGHV in pogostnost somatskih mutacij se ujema z drugimi raziska-
vami, vendar bi bilo za dokoncne zakljucke potrebno raziskavo razsiriti na vecje stevilo
preiskovancev. Ta bi omogocila povednejso geografsko primerjavo in prikazala natanc-
nejso sliko pojavnosti vpletenih genov IGHV v slovenskem prostorii.

kronicna limfocitna levkemija, mutacijske spremembe; variabilni geni preurejenih genov
za tezko verigo imunoglobulina, verizna reakcija s polimerazo
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Mutational status of rearranged immunoglobulin heavy chain variable genes (IGHV)
in leukaemia cells of patients with chronic lymphocytic leukaemia (B-CLL) is important
independent prognostic factor. The outcome of patients with leukaemia cells that use an
unmutated IGHV gene is inferior to those patients with leukaemia cells that use a mutated
IGHV gene. Unmutated VH genes can be observed in about half of all B-CLL cases. In addi-
tion, the VH3-21 gene usage is an unfavourable prognostic marker independent of the
IGHV mutational status. The aims of the study were to determine the mutational status
and IGHV gene usage in our cohort of patients with B-CLL and compare the results to those
published in the literature.

49 B-CLL patients (19 female, 30 male), median age 63 (range from 37 to 88 years) in
various Binet stages (39 Binet A, 6 Binet B, 4 Binet C) were included in the study. All the
patients were untreated at the time of blood collection. Leukaemia cells were isolated from
venous blood samples of patients by the Ficoll density gradient centrifugation. Total cellu-
lar RNA was isolated from leukaemia cells and used to the prepare cDNA by reverse trans-
cription. After heteroduplex analysis, clonal PCR products were identified with polyacryla-
mide gel electrophoresis. The PCR products were sequenced and mutational status was
determined by comparing the sequence of the IGHV region of the patient sample to the
most homologous germ line V sequence. Sequence that was homologous more than 98 %
with their corresponding germ line sequence was considered unmutated.

Unmutated and mutated IGHV mutational status in our cohort of patients with B-CLL was
Sound in 44.9 % and 55.1 %, respectively.

At the IGH subgroup level, the most frequently used subgroup was IGHV3 (34.9 %),
Jollowed by IGHV1 and IGHV4, found in 28.5 % and 20.5 %, respectively. Subgroup IGHV2
was found out in 2 patients (4.1 % ). The other subgroups, IGHV2, IGHV5 and IGHVG6, were
determined in one patient each. At the specific gene level, the most frequently used gene
IGHV was IGHV1-69, found out in 18.4 %. Genes V4-34 and V4-39 were determined in
8.2 %, followed by genes V3-07, V3-11 and V3-23 identified in 6,2 % each. The others were
identified at the lower frequency.

In patients with unmutated IGHV genes, the most frequently observed gene was V1-69
(32.5 %). The most frequently used gene in mutated rearrangements was IGHV4-34
(14.8 %). The gene V3-21 was not found out in our cohort of patients and results bear
similarity to the Mediterranean-based study (3 %,).

In the study performed, we have found out that the portion of unmutated IGHV genes of
the clonal B lymphocytes was in agreement with the available data from the literature and
was approximately 50 %. The gene usage and somatic mutations frequency were similar
to those published in the literature. In the future, the population based investigations of
IGHYV gene use in large series of CLL patients may reveal the true frequencies of different
IGHYV genes in Slovenian region. Furthermore, the geographic comparison and more defi-
nitive conclusions could be made based on it.

chronic lymphocytic leukaemia; mutational status; rearranged immunoglobulin heavy
chain variable genes; polymerase chain reaction
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Uvod

Kroni¢no limfocitno levkemijo B-celic (B-KLL) uvr-
s¢amo med maligne limfome s pocasnim naravnim
potekom. Je najpogostejsa oblika levkemije v zaho-
dnem svetu. Vzroka za nastanek bolezni Se ne po-
znamo. Pri vec¢ kot 95 % bolnikov ima klon levkemi¢-
nih celic membranske znacilnosti limfocitov B. Klon
zrelih levkemic¢nih limfocitov B se kopici predvsem
v kostnem mozgu in limfnih organih, kjer se normal-
no nahajajo in prehajajo v kri. B-KLL lo¢imo od dru-
gih novotvorb zrelih celic B (limfomov) na osnovi
citoloske ocene, histoloske preiskave kostnega mo-
zga in bezgavk in s specifi¢cnimi monoklonskimi pro-
titelesi za posamezne membranske oznacevalce, ki
so znacilni za B-KLL."2

Napoved izida bolezni pri bolnikih z B-KLL Se vedno
temelji na klini¢nem sistemu razvr§¢anja bolezni po
Rai?® in Binetu.* Bolezen razdelimo v klini¢no razvoj-
ne stopnje: v zgodnjo A, srednjo B ali napredovalo
obliko bolezni C.34V 80 % bolezen odkrijemo v zgod-
nji fazi. Vendar pri priblizno polovici bolnikov z zgod-
njo klini¢norazvojno stopnjo A bolezen hitro napre-
duje, so neodzivni na obi¢ajno zdravljenje, imajo ve-
liko okuzb ali avtoimunskih zapletov in imajo bolj ne-
ugoden izid kot drugi. Tako oba klini¢na sistema raz-
vr$¢anja bolezni ne moreta predvideti bolnikov, ki
imajo hitrejsi naravni potek in potrebujejo zgodnejse
zdravljenje.

V zadnjih letih so se raziskave usmerile v prouceva-
nje moznih klini¢nih in bioloskih dejavnikov, ki bi ime-
le napovedni pomen in bi jih lahko vkljudili v klasi¢-
no oceno napovedi in oceni odzivnosti na zdravlje-
nje.>” Velik napredek v razumevanju in napovedi bo-
lezni sta prispevali raziskavi, ki sta pokazali napove-
dni pomen somatskih hipermutacij v variabilnem ge-
nu preurejenega gena za tezko verigo imunoglobuli-
na (IGHV)v klonu limfocitov B.!% ! Hitrejsi potek bo-
lezni napoveduje prisotnost nemutiranega gena V'tez-
ke verige imunoglobulina v levkemicnih celicah, ki
se pojavi pri priblizno 50 % bolnikov z B-KLL.7: 1011
V vecini raziskav so pokazali, da je ugotavljanje muta-
cijskih sprememb /GHV neodvisen napovedni dejav-
nik, Se posebej pri bolnikih z zgodnjo klini¢no raz-
vojno stopnjo; vendar obstaja izjema. Nadaljnje raz-
iskave so pokazale napovedni pomen doloc¢enih dru-
zin genov IGHV. Prisotnost gena VH3-21 pomeni ne-
ugoden izid bolezni, ki je neodvisen od mutacijskih
sprememb.” 1214

Namen nase raziskave je bil vpeljati in opredeliti
mutacijske spremembe IGHV pri preiskovancih z
B-KLL, dolociti delez vpletenih genov IGHV in izsled-
ke primerjati s slovstvom. Preiskavo smo izvedli z
obratnim prepisovanjem izolirane RNA iz levkemic-
nih celic in z verizno reakcijo s polimerazo (PCR).
Pomnozili smo segmente cDNA preurejenih genov
za tezko verigo imunoglobulinov in prisotnost iden-
ti¢nih pridelkov PCR (klonalnost) ugotovili po hete-
rodupleksnem pristopu s poliakrilamidno gelsko
elektroforezo. S sekvencno preiskavo pridelkov PCR
smo pridobili nukleotidno zaporedje variabilnega ge-
na za IGH. Izsledke sekvencéne preiskave smo pri-
merjali z najbolj skladnim zaporedjem zarodne imu-

noglobulinske proge (germline) variabilnega gena.
Nemutirani gen IGHV je skladen v vec kot 98 % z
najbolj skladno zarodno imunoglobulinsko progo
(germline) variabilnega gena."”

Bolniki in metode dela
Bolniki

V raziskavo smo vkljucili 49 bolnikov z B-KLL z razli¢-
no klini¢no razvojno stopnjo, vodenih v ambulanti
Klini¢nega oddelka za hematologijo, Univerzitetni kli-
ni¢ni center Ljubljana. Bolniki prej niso bili zdravlje-
nis citostatiki. Ob vkljucitvi v raziskavo je stadij A ime-
lo 39 bolnikov, 6 bolnikov je imelo stadij B in 4 stadij
C.Med bolniki je bilo 19 Zensk in 30 moskih. Mediana
starosti vseh bolnikov je bila 63 let, razpon od 37 do
88 let. Mediana starosti Zensk je bila 62, razpon od 37
do 88 let. Mediana starosti moskih je bila 64, razpon
od 47 do 82let. Vsi bolniki so imeli ob odvzemu vzor-
cev limfocitozo (ve¢ kot 5 x 10°/L) in dokazan klon
B-limfocitov z znacilnim imunofenotipom za B-KLL
(CD197/CD5"/CD23").

Dolocitev mutacijskih sprememb variabilnega
genav preurejenm genu za tezko verigo
imunoglobulina

Bolnikom z B-KLL smo odvzeli vensko krvi in prido-
bili levkemicne celice z gradientnim centrifugiranjem
periferne krvi preko fikola. Iz njih smo osamili RNA z
reagenc¢nim kompletom High Pure RNA Isolation Kit
(ROCHE). RNA smo obratno prepisali v komplemen-
tarno DNA (¢cDNA) z encimom reverzno ranskripta-
zo SuperScript II (Invitrogen), heksamernimi oligo-
nukleotidi (Applied Biosystems) in drugimi potreb-
nimi reagenti po navodilih proizvajalca reverzne trans-
kriptaze.

Z reagenti in po navodilih kompleta IGH Somatic
Hypermutation Assay (/nVivoScribe Technologies)
smo izvedli verizno reakcijo s polimerazo vzorcev
c¢DNA in pomnozili celoten (FR1-FR3) ali del variabil-
nega (CDR1-FR3) cDNA segmenta gena V preureje-
nega gena za tezko verigo imunoglobulina (geni
V/D/J). Prisotnost identi¢nih pridelkov PCR (klonal-
nost) smo ugotovili po heterodupleksnem pristopu s
poliakrilamidno gelsko elektroforezo (6 % Tris-borat-
EDTA poliakrilamidni gel Novex (Invitrogen), elektro-
forezna kadicka (XCell SureLock Mini-Cell, Invitro-
gen), pogoji, 200 V, 35 min) in barvanjem gelov z bar-
vilom SYBR Gold (Molecular Probes, Invitrogen). He-
terodupleksni prisotop vkljuc¢uje denaturacijo pridel-
ka PCR (DNA) na visoki temperaturi (94 °C, 5 minut),
ki ji sledi takoj$en padec temperature (4 °C, led, 60
minut). Pri tem se verige DNA ponovno zdruzujejo,
vendar se velik del verig DNA nepravilno veZe na dru-
ge neskladne verige DNA. Nastanejo vecje zanke v
dvoverizni DNA, ki znatno zmanj$ajo moznost poto-
vanja DNA skozi poliakrilamidni gel. Ce je vecina pri-
delka PCR identi¢na, se ta v tem postopku ponovno
veze s skladnimi pridelki. Ti pridelki PCR normalno
potujejo skozi poliakrilamidni gel (SI. 1). Na tak nacin
izboljsamo locitev identi¢nih od ne-identi¢nih pridel-
kov PCR. Po gelski elektroforezi in barvanju gelov smo
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iz gela izrezali identi¢ni pridelek PCR in ga za sek-
vencéno reakcijo precistili z reagen¢nim kompletom
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).
Sekvencno reakcijo smo naredili z regenti in po pro-
tokolu kompleta za sekveniranje (Applied Bio-
systems) in za sekveniranje uporabili oligonukleotid
IGH JH, ki se prilegav genu J preurejenega gena IGH.
Z genetskim analizatorjem nukleotidnih zaporedjih
(ABI 310 Applied Biosystems) smo pridobili nukle-
otidno zaporedje variabilnega gena za IGH v pridel-
kih PCR. Nukleotidno zaporedje smo vstavili v anali-
zno orodje, dostopno v svetovnem spletu (IgBLAST,
National Center for Biotechnology Information), ki
poisce najbolj skladno zaporedje zarodne imunoglo-
bulinske proge (germline) variabilnega gena in dolo-
¢i delez mutacij. Nemutirani gen IGHV je gen, ki je
skladen vvec kot 98 % z najbolj skladno zarodno imu-
noglobulinsko progo.?®

M Vz1 Vz2 Vz3  Vz4 Vz5 Vz6

Vz7 NegKT PozKT

SL. 1. Prikaz poliakrilamidne gelske elektroforeze pri-
delkov PCR bolnikouv s kronicno limfocitno levkemijo
(B-KLL) po heterodupleksnem pristopu.
Madezi v pricakovanem razponu (od 395 do 465 bp
za ¢cDNA, 480 do 550 bp za DNA) pomenijo prisot-
nost identicnega (klonalnega) pridelka PCR v vzor-
cih (1-7); NegKT, negativna (normalna) kontro-
la DNA za ne-identice (poliklonalne) pridelke PCR;
PozKT, pozitivna kontrolna DNA za identicne (klo-
nalne) pridelke PCR; M, oznacevalec DNA velikosti
od 100 do 1000 bp.

Figure 1. Sample heteroduplex analysis of clonal PCR
products on polyacrylamide gel in chronic lympho-
cytic leukemia patients (B-CLL).

Valid size range (395-465 bp for cDNA, 480-550 for
DNA) of amplified PCR products in samples (1-7) in-
dicated clonal PCR product;; NegKT, Negative (Nor-
mal) polyclonal control DNA; PozKT, Positive clonal
control DNA; M, DNA size marker, the 100 bp ladder.

Rezultati

Preiskavo dolocitve mutacijskih sprememb IGHV smo
pred kratkim uvedli v nas laboratorij in pri tem spo-
stovali priporocila Evropske pobude za raziskavo bo-
lezni KLL."> Do nastanka tega prispevka smo uspeli
doloc¢iti mutacijske spremembe 49 nezdravljenim bol-
nikom s kroni¢no limfocitno levkemijo, ki so bili
redno spremljani v ambulanti Klini¢nega oddelka za
hematologijo Univerzitetnega klinicnega centra Ljub-
ljana. 1z primerjave sekven¢nih preiskav nasih vzor-

cev PCR z mednarodno bazo podatkov za zarodne
imunoglobulinske proge (germline) variabilnega
gena (gen V) smo dolodili delez prisotnosti somat-
skih hipermutacij v genu V. Z uporabo predlagane
meje, kjer je nemutirani gen Vgen, ki je skladen v vec
kot 98 % z najbolj skladno zarodno imunoglobulin-
sko progo (germline) gena V, smo dolodili, da je
delez nemutiranih bolnikov 44,9 %, mutiranih 55,1 %
(Razpr. 1).

Razpr. 1. Ugotavljanje mutacijskih sprememb in vari-

abilnih genov v preurejenem genu za tezko verigo

imunoglobulina pri preiskovancih s kronicno limfo-
citno levkemijo (B-KLL).

Table 1. Mutational status and gene usage in the
rearranged variable regions of the immunoglobulin
heavy chains in chronic lymphocytic leukemia pa-

tients (B-CLL).

Vol . Mutiran Nemutirani Skupaj

pleteni gen (8t. oseb, %) (8t. oseb, %) (8t. oseb, %)
G Mutated Unmutated All

ene usage (No., %) (No., %) (No., %)
Vi-02 1(4,5) 1(2,0)
V1-03 2(7,4) 2(4,1)
V1-18 1(3,7) 1(2,0)
Vi-24 1(3,7) 1(2,0)
V1-69 1(3,7) 8(36,5) 9(18,4)
V2-05 1(3,7) 1(4,5) 2(4,1)
V3-07 3(11,2) 3(6,2)
V3-11 3(13,7) 3(6,2)
V3-15 1(3,7) 1(2,0)
V3-23 2(7,4) 1(4,5) 3(6,2)
V3-30 209D 2(4,1)
V3-33 2(7,4) 2(4,1D)
V3-48 2(7,4) 2(4,1)
V3-74 1(3,7) 1(2,0)
V4-04 2(7,4) 2 (4,1)
V430 1(3,7) 1(2,0)
V4-34 4(14,8) 4(8,2)
V439 1(3,7) 3(13,7) 4(8,2)
V461 1(4,5) 1(2,0)
V459 1(3,7) 1(2,0)
V5-a 1(4,5) 1(2,0)
V6-1 1(3,7) 1(2,0)
V7-4-1 1(4,5) 1(2,0)
Skupaj 27(55,1) 22(44,9) 49 (100)

Pri nasih preiskovancih smo dolo¢ili vseh sedem dru-
Zin genov IGHV. Najpogosteje uporabljena podsku-
pina gena /GHV pri analiziranih bolnikih je bila pod-
skupina genov IGHV3, najdena pri 17 od 49 bolnikov
(34,7 %). Sleditaji podskupini genov IGHV1 in IGH V4,
ki sta bili najdeni pri 14 (28,5 %) in 13 bolnikih (24,5).
Podskupino gena IGHV2 (V2-05) smo dokazali pri 2
bolnikih (4,1 %), ostale IGHV5, IGHVG6in IGHV7 pale
pri posameznem bolniku (Razpr. 1).

Ce podrobneje ocenimo vpletene gene IGHV, ugoto-
vimo, da najpogosteje sodeluje pri obravnavanih bol-
nikih gen IGHV1-69, ki se pojavi pri 9 od 49 bolnikov
(18,4 %). Vsak od genov V4-34 in V4-39 se pojavi pri
4 bolnikih (8,2 %). Drugi geni IGHV in njihov delez
izmed vseh preiskovanih bolnikov so prikazani v
Razpredelnici 1.

Pri bolnikih z mutiranim genom /GHYV je najvec bol-
nikov imelo vpleteno druzino genov IGHV3 (11 bol-
nikov), sledi mu IGHV4 (8 bolnikov) in IGHV1 (5 bol-
nikov). V skupini bolnikov z mutiranim statusom je
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bil najpogosteje vpletni gen V4-34 (4 bolniki, 14,8 %).
Gena V3-21, katerega prisotnost, ne glede na mutacij-
ske spremembe, pomeni slab napovedni dejavnik, pri
nasih preiskovancih nismo ugotovili. Pri bolnikih z
nemutiranih statusom se je najpogosteje pojavil gen
V1-69 (8 bolnikov, 36,5 %), sledita mu gena V3-11
(3 bolniki, 13,7 %) in V4-39 (3 bolniki 13,7 %).

Razpravljanje

Doloc¢anje mutacijskih sprememb v variabilnem ge-
nu preurejenega gena za tezko verigo imunoglobuli-
na (IGHV) v klonu limfocitov B je pomemben neod-
visen napovedni dejavnik pri oceni napovedi poteka
boleznibolnikov z B-KLL.!* ! Pri 49 obravnavanih bol-
nikih z B-KLL smo ugotovili prisotnost nemutiranega
gena IGHV v 44,9 %. Delez je v skladu z objavljenimi
podatki iz slovstva, kjer se ta giblje okrog 50.8-11:13.16.20
Dosedanje raziskave doloc¢anja mutacijskih spre-
memb pri B-KLL so potrdile, da so v preureditev ge-
nov IGHV pogosteje vklju¢ene doloc¢ene podskupi-
ne in specifi¢ni geni. Podskupine genov IGHV, ki so
jih najpogosteje ugotovili pri preureditvi genov IGHV
pri BKLL, so IGHV1, IGHV3 in IGHV4.'%1%1 Tudi v
nasi raziskavi smo najpogosteje potrdili te podskupi-
ne genov, saj zajemajo skupaj kar 89,7 % vseh prime-
rov.

Lokus IGHV vsebuje veliko genov V, vendar se neka-
teri med njimi pogosteje pojavijo pri bolnikih z
B-KLL.'"* 11 Med njimi so geni IGHV1-69, IGHV3-07,
IGHV3-23, IGHV4-34 in IGHV4-39, ki so tudi v nasi
raziskavi pogosteje zastopani (Razpr. 1). V nasi raz-
iskavi nekoliko odstopa gen V3-11, ki smo ga ugoto-
vili pri 3 bolnikih, vendar je tudi Stevilo preiskovan-
cevv primerjavi z drugimi raziskavami manjse. Za do-
konc¢ne zakljucke bi bilo potrebno raziskavo razsiriti
na vegje Stevilo preiskovancev. Tudi pogostnost so-
matskih hipermutacij v genih JGHV ni enovita. Zaznati
je mogoce hierarhijo prisotnosti somatskih hipermu-
tacij v genih IGHYV, saj je najve¢ genov mutiranih v
podskupini IGHV3, slediji podskupina genov IGHV4
in IGHV1, kar smo dobili tudi pri nasi preiskavi
(11 bolnikov IGHV3, 8 bolnikov IGHV4, 5 IGHVT).
Ta pojav je Se bolj viden pri posameznih genih. Tako
je za gen IGHV1-69 znacilno, da nosi izredno malo
mutacij, tudi v nasi raziskavi, kjer je delez tega gena
med nemutiranimi najvedji, kar 36,5 % in je v skladu z
opazanji drugih preiskav. Po drugi strani je vrsta ge-
nov, IGHV3-07, IGHV3-23 in IGHV4-34, ki imajo zelo
visok delez mutacij.!® 1> 120 Ti geni so najpogosteje
zastopani tudi pri nasih bolnikih z mutiranimi muta-
cijskimi spremembami (Razpr. 1).

Nedavne raziskave so pokazale, da neodvisno od
mutacijskih sprememb pomeni prisotnost gena
IGHV3-21 slabsi izid bolezni. V severni Evropi (Skan-
dinavske drzave in Velika Britanija) je delez tega ge-
na pri B-KLL bolnikih velik, med 8 in 11 9%.%0-
V Skandinavskih drzavah je po pogostnosti na dru-
gem mestu, takoj za genom IGHV1-69.%° Ravno na-
sprotno je v mediteranskem prostoru, kjer je vecja
raziskava drzav Francije, Spanije, Grcije in Italije po-
kazala prisotnost gena le v 3 %.'° V naSem naboru

bolnikov z B-KLL tega gena nismo dokazali, kar potr-
juje, da je lahko pojavnost tega gena v slovenskem
prostoru pri B-KLL bolnikih manjsa in se priblizuje k
delezu, ki je znacilen za sredozemski prostor. Razlo-
gi za razli¢no geografsko pojavnost genov niso po-
znani. V splosnem sklepajo na vpliv specificnega ge-
netskega ozadja, odvisnega od raznolikosti sestave
zarodne proge lokusa IGHV ali dolo¢enega nezna-
nega dejavnika iz okolja.’®

Zakljucki

Doloc¢itev mutacijskih sprememb v variabilnem genu
preurejenega gena za tezko verigo imunoglobulina
(IGHV) v klonu limfocitov B je neodvisen dejavnik
pri oceni napovedi poteka bolezni bolnikov z B-KLL,
ki smo jo uspesno uvedli v delo nasega laboratorija.
V raziskavi smo ugotovili, da je pojavnost nekaterih
vpletenih genov IGHV in pogostnost somatskih mu-
tacij podobna tistim iz slovstva, vendar bi bilo za do-
kon¢ne zakljucke potrebno raziskavo razsiriti na vec-
je stevilo preiskovancev. Ta bi omogocila ustreznejso
geografsko primerjavo in prikazala natanénejso sliko
pojavnosti in delez mutacij vpletenih genov IGHV
v slovenskem prostoru. Nenazadnje je pomen uved-
be preiskave tudi v tem, ker omogoc¢a nase nadaljnje
raziskave pri bolnikih z B-KLL.
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