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Predgovor

Proslo je 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture molekula DNK. Od tog momenta molekularna bio-
logija se razvija neverovatnom brzinom. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ u svakom poglavlju pokazuju
fascinantne domete koje dostiZze molekularna biologija naseg vremena. | Nobelove nagrade se skoro svake
godine dodeljuju za postignuca iz ove naucne discipline. A nasi molekularni biolozi drze korak sa modernim
trendovima. Jedan od autora ovog Zbornika govori :,Bez sumnje, ono 3to je otkrice elektrona bilo za 20. vek
to su otkri¢a genomike za 21. vek.” Autori,,Trendova u molekularnoj biologiji 3“ ni najmanje ne sumnjaju u to.

Ove godine TMB3 prati i suplement, Knjiga apstrakata Drugog kongresa molekularnih biologa Srbije
(CoMB0S2). Pod pokroviteljstvom Srpskog drustva za molekularnu biologiju, Beograd je bio 2023. godine
mesto susretanja molekularnih biologa Srbije, regiona i Evrope. Doprinos Kongresu, koji su obelezila inspi-
rativna predavanja i inovativne naucne ideje, dali su svi molekularni biolozi Srbije. Formula uspesnosti i ovde
je bila aktuelna:

»Svi za jednog, jedan za svi!”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tredi broj Trendova u molekularnoj biologiji predstavlja nastavak dobre prakse prikazivanja najboljih
naucnih radova mladih istraziva¢a Republike Srbije u oblasti molekularne biologije, kao i najznacajnijih ot-
krica i metodoloskih pomaka u ovoj oblasti. Osim ovog glavnog cilja, Trendovi ne zaboravljaju znacajne go-
didnjice i podsecanja na najznacajnija dostignuca i prekretnice u razvoju molekularne biologije. Tako je u
ovom tre¢em broju prikazan jedan od temeljnih radova u ovoj oblasti - 70 godina od otkri¢a sekundarne
strukture DNK. Radovi koji su obelezili proslu godinu i koji su ovde prikazani odnose se na proucavanje ge-
noma starih humanih populacija i evolucije (Nobelova nagrada za fiziologiju i medicinu 2022), a metodo-
loski pomak je sekvenciranje dugih fragmenata DNK.

Trendovi u molekularnoj biologiji 3 svojim sadrzajem u potpunosti su opravdali naziv koji nose - pri-
kazani radovi su tematski aktuelni, inspirativni i veoma znacajni u nau¢nom i Sirem drustvenom smislu. Ova
publikacija predstavlja svojevrsni presek stanja u molekularnoj biologiji u Srbiji i deo je napora da se prate
trendovi i drzi korak sa molekularnom biologijom u svetu. Zbog znacaja koji ima, nadam se da ¢e se trend
objavljivanja Trendova nastaviti i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,

Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Tematski zbornik,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 je treci broj u nizu izdanja koje ima za cilj da pri-
kaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u prethodnoj go-
dini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 12 predstavljaju revijske radove proizasle iz doktorskih disertacija
mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti molekularne biolo-
gije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 6 poglavlja su prikazi aktuelnih tema iz mo-
lekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je posveceno
jubileju, sedamdesetogodisnjici od otkri¢a strukture molekula DNK, momentu kad je molekularna biologija
krupim koracima krenula ka budu¢nosti, u kojoj je uz ITK tehnologije postala vodeca nauka.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. To je, ocigledno,

najznacajnija tema za nase istrazivace koji se bave molekularnom biologijom. Tu su i 3 poglavlja iz oblasti
farmakogenomike, koja predstavlja najnoviji trend u medicini — personalizovana (precizna) medicina. Ova
3 rada svedoce o tome da nasi naucnici prate najnovija stremljenja u medicini. Posebno treba istaci dopri-
nos mladih istraZivaca iz grupe medicinskih fakulteta ovom izdanju. Cak ¢etvoro istraziva¢a sa Medicinskog
fakulteta i jedan sa Stomatoloskog fakulteta su prilozili poglavlja nastala iz njihovih doktorskih disertacija.
Ovo pokazuje da medicina u Srbiji prati svetske trendove. Ovaj broj Tematskog zbornika svedodii o tome
da su znacajna postignu¢a molekularnih biologa u Srbiji donela napredak nasoj medicini.
Prva dva broja Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1 i 2” su dozivela veliko interesova-
nje.Imala su i svoju promociju na Sajmu knjiga. Interesovanje autora da objave svoje rezultate u tematskom
zborniku ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 govori da je ovaj tip publikacije nedostajao nasoj nau¢noj
zajednici.

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovi¢, redovni profesor,

Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ sadrzi prikaze nekih od najznacajnijih tema u
molekularnoj biologiji, pocev od ovogodisnjeg jubileja - 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture mole-
kula DNK, preko odabira aktuelnosti koje su obeleZile prethodnu godinu u svetu, do naucnih rezulatata iz
ove oblasti koje su ostvarili istrazivaci iz Srbije. U okviru Aktuelnih tema, sumirani su rezultati istrazivanja iz
oblasti fiziologije i medicine za koje je u 2022. godini dodeljena Nobelova nagrada, a odnose se na geno-
miku starih humanih populacija i evoluciju. Takode, dat je i prikaz metode sekvenciranja dugih fragmenata,
koja je po ¢asopisu Nature Methods odabrana za metodu 2022. godine. Preostale teme su iz oblasti kojima
se bave istrazivaci iz Srbije, a koje ukljucuju istrazivanja iz biomedicine, farmakogenomike, kao i moleku-
larne biologije biljaka. Vazno je istaci da su mladi doktori nauka aktivno uc¢estvovali uizradi ovog Zbornika,
tako da 12 poglavlja u okviru navedenih oblasti predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija odbranjenih u prethodnoj godini.

Znacajno je da se ovaj Tematski zbornik objavljuje ve¢ tre¢u godinu za redom, kao i to da su u njego-
voj realizaciji ove godine ucestvovali istrazivaci iz razli¢itih nau¢nih instituta (3) i fakulteta (3) Univerziteta u
Beogradu. Ove ¢injenice ohrabruju, ukazujuci da u nasoj zemlji postoji kontinuitet u istrazivanjima u mole-
kularnoj biologiji koja su aktuelna u svetu, uz to da su dobijeni rezultati iz ove oblasti dostupni i $iroj ja-
vnosti na maternjem jeziku. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3” je tematski zbornik u kome su objedinjeni
rezultati fundamentalnih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji, iz te-
matskih oblasti koje su prepoznate i aktuelne u svetu.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik,
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo

Univerzitet u Beogradu
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Stereotipija B-celijskog receptora u hronic¢noj limfocitnoj leukemiji

Teodora Karan-DBurasevi¢
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo Univerzitet u Beogradu, Beograd

Kontakt: dora_karan@yahoo.com

APSTRAKT

Opsezne imunogeneticke studije sprovedene tokom proteklih nekoliko decenija u oblasti hroni¢ne lim-
focitne leukemije (HLL) su identifikovale grupe pacijenata koji eksprimiraju visoko homologne, skoro iden-
ticne imunoglobulinske molekule koji ulaze u sastav B-¢elijskog receptora (BCR IG). Ovaj fenomen, nazvan
,BCR stereotipija“, obuhvata oko 30% HLL i predstavlja najvazniju potvrdu uloge antigenske stimulacije u
patogenezi i evoluciji bolesti. Na osnovu sekvence CDR3 regiona teskih lanaca |G definisani su stereotipni
subsetovi koji ispoljavaju konzistentne subset-specifi¢ne bioloske i klinicke karakteristike. Neki od najza-
stupljenijih subsetova imaju i jasan prognosticki znacaj, tako da se ¢ak mogu smatrati razli¢itim varijantama
bolesti. Subklasifikacija HLL bazirana na BCR stereotipiji je omogucila kompartmentalizovan pristup u istra-
Zivanju ove bolesti, i otvorila moguénost za precizniju stratifikaciju pacijenata, kao i uspesniju prognostiku
i le¢enje, uprkos izrazitoj klini¢ckoj heterogenosti HLL.

Kljucne reci: hronic¢na limfocitna leukemija, B-Celijski receptor, stereotipija



B-cell receptor stereotypy in chronic lymphocytic leukemia

Teodora Karan-Djurasevic
Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering, University of Belgrade, Belgrade
Correspondence: dora_karan@yahoo.com

ABSTRACT

During the past several decades, extensive immunogenetic research of chronic lymphocytic leukemia
(CLL) led to the identification of groups of patients expressing highly homologous, almost identical B-cell
receptor immunoglobulin molecules (BCR IG). This phenomenon, termed ,BCR stereotypy’, accounts for
around 30% of all CLL and represents the strongest evidence for the role of antigenic stimulation in CLL
pathogenesis and evolution. Based on the sequence of CDR3 region within IG heavy chains multiple ste-
reotyped subsets have been defined, which display consistent subset-specific biological and clinical cha-
racteristics. Some of the most frequent subsets also exert strong prognostic significance and can be
considered to be distinct disease variants. Stereotypy-based CLL subclassification enabled compartmen-
talized approach in the research of this disease, and offered the possibility of refining stratification of pa-
tients that can improve prognostication and clinical decision-making despite extreme heterogeneity of
CLL.

Key words: chronic lymphocytic leukemia, B-cell receptor, stereotypy
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Hroni¢na limfocitna leukemija (HLL) je naj¢es¢i tip leukemije adultnog doba u Zapadnom svetu i ka-
rakterise se klonskom ekspanzijom i akumulacijom zrelih CD5-pozitivnih B limfocita u krvi, kostnoj srzi i se-
kundarnim limfnim organima. Naj¢e3ce se javlja u starijoj populaciji (medijana starosti je 72 godine pri
postavljanju dijagnoze), i to predominantno kod muskaraca [1]. HLL se odlikuje izrazito heterogenim klini-
¢kim tokom i prognozom. Vedina pacijenata ima indolentnu, sporo progrediraju¢u bolest koja, u ekstrem-
nim slucajevima, moze da perzistira kao stabilna limfocitoza i nekoliko decenija bez pojave klini¢kih
simptoma. Sa druge strane, kod nekih pacijenata se razvija veoma agresivna forma HLL, gde se progresija
bolesti i potreba za le¢enjem javljaju ubrzo nakon postavljanja dijagnoze.

Intenzivna istrazivanja HLL u poslednjih 30 godina su ukazala na to da je njena klinicka heterogenost
rezultat kompleksnosti mehanizama ukljucenih u patobiologiju HLL ¢elija. HLL se danas smatra prototipom
kancera ciji su inicijacija i progresija rezultat kombinovanog efekta intrinzi¢nih genetickih abnormalnosti ma-
lignih B limfocita i ekstrinzi¢nih faktora iz tkivne mikrosredine, uklju¢ujudii antigene [2]. Tipi¢an neselekto-
vani HLL genom obuhvata oko 2000 genetickih promena u koje spadaju hromozomske aberacije, mutacije
protein-kodirajucih gena i nekodirajucih RNK, i epigeneti¢ke modifikacije [3-6]. Naj¢eS¢e hromozomske abe-
racije u HLL su delecija 13q14, trizomija 12q, delecija 11922-g23 i delecija 17p13, prisutne kod oko 80%
pacijenata [1, 3]. Geni lokalizovani u okviru minimalno deletiranog/amplifikovanog regiona u ovim aberaci-
jama su miR-15a i miR16-1 (del13q), CDK4, GLI i MDM_2 (trizomija 12), ATM i BIRC3 (del11q) i TP53 (del17p), i
uklju€eni su u regulaciju apoptoze i reparacije DNK [7-14]. Pored hromozomskih aberacija, u HLL je identi-
fikovano vise od 40 rekurentno mutiranih gena. Ove rekurentne mutacije nisu homogeno rasprostranjene
po genomu, ve¢ pogadaju gene integrisane u relativno mali broj signalnih puteva i ¢elijskih procesa. Tu
spadaju signalni putevi koji se pokre¢u medijatorima iz mikrosredine kao $to su NOTCH (NOTCHT, FBXW?7),
TLR (MYD88), MAPK/ERK (MAP2K1, BRAF, KRAS, NRAS) i NF-kB (BIRC3, NFKBIE, TRAF3), kao i unutarcelijski pro-
grami ukljuceni u kontrolu celijskog ciklusa i odgovor na oste¢enja DNK (TP53, ATM, POT1, SAMHDT), hro-
matinske modifikacije (HISTTH1E, CHD2, ZMYM3), transkripciju (EGR2, IRF4, BCOR, MED12), obradu, transport
i ribozomalno procesovanje RNK (SF3B1, XPO1, RPS15) [4, 5, 15].

lako su signalni putevi kojima se vr3i transdukcija signala sa B-¢elijskog receptora (BCR) retko pogodeni
somatskim mutacijama, ovi putevi su konstitutivno aktivni u HLL B limfocitima. Velika ekspanzija istraZi-
vanja na polju imunogenetike HLL, koja se dogodila u poslednjih nekoliko decenija, dovela je do revolu-
cionarnih otkri¢a koja su ukazala na centralnu ulogu klon-specifiénog BCR u patogenezi i evoluciji ove bolesti
[16-18]. Naime, brojni dokazi upucuju na to da je prepoznavanje odredenih egzogenih ili autoantigena,
praceno selekcijom specifi¢cnog B-celijskog klona, klju¢an dogadaj u patofiziologiji HLL [17]. Sa klini¢ke tacke
gledista, to je potvrdeno velikom terapeutskom efikasno$¢u inhibitora BCR-signalizacije, odnosno malih
molekula antagonista kinaza asociranih sa BCR (ibrutinib, idelalizib) [19-21].

STRUKTURA B-CELIJSKOG RECEPTORA | RAZVICE B LIMFOCITA

Diverzitet imunoglobulina

B-celijski receptor se eksprimira na povrsini B limfocita i sastoji se od molekula imunoglobulina (IG), koji
predstavlja antigen-vezuju¢u komponentu BCR, u kompleksu sa CD79A/79B heterodimerom, odgovornim za
signalnu transdukciju. Signalizacija preko BCR ima esencijalnu ulogu u preZivljavanju, proliferaciji i diferenci-
jaciji normalnih B limfocita, a implicirana je i u patogenezi nekih maligniteta zrelih B celija, ukljucujudi i HLL.



Imunoglobulinski molekuli (antitela) su heterodimeri sastavljeni od dva identi¢na teska (H) lanca i dva
identi¢na laka (L) lanca (k ili A), povezana disulfidnim mostovima. Oba tipa lanaca sadrze N-terminalni vari-
jabilni (V) region i C-terminalni konstantni (C) region (Slika 1a). Jukstapozicijom varijabilnih regiona H i L
lanaca (VH i VL, respektivno) se formira antigen-vezujuée mesto, od cije strukture zavisi specificnost i afinitet
IG molekula za antigen. Konstantni regioni nisu uklju¢eni u prepoznavanje antigena. Konstantni region H
lanca (CH) definise izotip imunoglobulina (IgA, IgD, IgE, IgG i IgM) i u¢estvuje u efektorskim funkcijama an-
titela tokom imunog odgovora. Pored toga, CH region ukotvljava membranski vezane IG u plazma mem-
branu B ¢elija. Varijabilni region svakog IG lanca se sastoji od Cetiri relativno konzervisana ,framework”
regiona (FR1, FR2, FR3 i FR4) i tri hipervarijabilna ,complementarity-determining” regiona (CDR1, CDR2 i
CDR3) (Slika 1b). FR regioni su odgovorni za odrzavanje arhitekture IG molekula, dok CDR regioni Hi L lanaca
formiraju povrsinu koja direktno interaguje sa antigenom. CDR3 region H lanca (VH CDR3) ispoljava najvecu
varijabilnost i predstavlja klju¢nu determinantu specifi¢nosti IG za antigen [22].

Imunoglobulinski molekuli su kodirani velikim brojem tandemski aranziranih gena koji konstituisu IGH
genski lokus (teski lanci), IGK i IGL genski lokus (k i A laki lanci). Humani IGH lokus, lociran na hromozomu
14932.33, sastoji se od Cetiri vrste gena: V (,variable”), D (,diversity”), J (,joining”) i C (,constant”), u 5’-3’
smeru. U humanom genomu prisutno je 38-46 funkcionalnih /IGHV gena, grupisanih u 6-7 familija na os-
novu homologije, 23 funkcionalna IGHD gena, 6 funkcionalnih IGHJ gena i 9 funkcionalnih /IGHC gena (Slika
2). Lokusi za lake lance ne sadrze D gene. Humani IGK lokus (hromozom 2p11.2) sadrzi klaster od 34-38
funkcionalnih IGKV gena koji su svrstani u 5 familija, 5 IGKJ gena i jedan IGKC gen. Humani /GL lokus (hro-
mozom 22q11.2) se sastoji od 29-33 funkcionalna IGLV gena, grupisana u 10 familija, i 4-5 funkcionalnih
IGLJ-IGLC tandema [24]. Identifikovane su alelske varijante mnogih /G gena, a narocito gena koji pripadaju
IGH lokusu. Treba naglasiti da je ukupan broj gena u sva 3 lokusa mnogo vedi od navedenog, zahvaljujudi
prisustvu pseudogena i ORF-ova (,open reading frame”). Pored toga, broj funkcionalnih gena u lokusu za-
visi od haplotipa, s obzirom da neki geni mogu biti deletirani ili insertovani.

Varijabilni region IG molekula se formira tokom diferencijacije B limfocita putem somatskih rekombi-
nacijaizmedu V, D i J gena (teski lanac), odnosno Vi J gena (laki lanac). Na IGH lokusu, koji se rearanzira pre
IGL lokusa, prvi rekombinacioni dogadaj dovodi do spajanja jednog od IGHD gena sa jednim od IGHJ gena,
a region izmedu rearanziranih gena biva deletiran. Dobijeni IGHD-IGHJ rearanzman se zatim rekombinuje
sa jednim od IGHV gena, formirajudi tako kompletan IGHV-IGHD-IGHJ rearanzman koji ¢e biti fuzionisan sa
IGHC genom (Cu ili C6) tokom RNK splajsinga, i eksprimiran na povrsini ¢elije kao IgM ili IgD. Produktivno re-
aranziranje jednog IGH lokusa inhibira rearanziranje IGH lokusa na drugom hromozomu (alelsko iskljucivanje),
¢ime se se obezbeduje monospecifi¢nost B limfocita [26]. Medutim, ako je rearanzman jednog alela nepro-
duktivan, bic¢e rekombinovan drugi alel, a u slu¢aju da rekombinacijom opet nastane neproduktivan re-
aranzman, Celija ¢e umreti apoptozom. Sli¢ni rekombinacioni procesi dogadaju se izmedu Vi J gena na
lokusima za lake lance. IGK lokus se rearanzira pre IGL lokusa; uspesna rekombinacija jednog IGK alela inhibira
rearanziranje drugog (alelsko iskljucivanje), kao i rearanziranje IGL lokusa (izotipsko iskljucivanje). U slu¢aju
neproduktivnog rearanziranja jednog IGK lokusa dolazi do rekombinovanja drugog IGK alela a, ako je i ta
rekombinacija neuspesna, rearanzira se IGL lokus. | ponovo, ako ni jedan od pokusaja rekombinovanja ne
dovede do nastanka produktivnog rearanzmana, ¢elija ¢e biti podvrgnuta apoptozi.

Imajudi u vidu broj gena na /G lokusima koji mogu da ucestvuju u rekombinaciji, kao i nasumi¢no spari-
vanje teskih i lakih lanaca, jasno je da B limfociti mogu da produkuju ogroman broj razli¢itih antitela (,com-
binatorial diversity”). Medutim, realan broj kombinacija je manji od teoretskih oko1,6 x 105, s obzirom na to
da se svi geni ne rekombinuju istom frekvencijom, kao i na to da nisu svi IGH-IGL parovi funkcionalni. Pored
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toga, pokazano je da V(D)J rekombinacije nisu stohasti¢ki proces, ve¢ su determinisane geneti¢kim fak-
torima i precizno regulisane tokom ontogenije [27].

Diverzitet primarnog IG repertoara (repertoar naivnih B celija) se dalje pove¢ava mehanizmom na-
zvanim ,junctional diversity”. Naime, proces somatskih rekombinacija, katalizovan grupom enzima zajednicki
nazvanim V(D)J rekombinaze, iako veoma precizan, uvodi varijabilnost na mestima spojeva V, (D) i J gena.
Rekombinacija je omogucena prisustvom konzervisanih rekombinacionih signalnih sekvenci (RSS) lociranih
na 3'kraju V gena, 5'kraju J gena i oba kraja D gena. RS sekvence, koje prepoznaju enzimi kodirani genima
RAGTiRAG2 (,recombination activating gene”), osiguravaju da V geni lakih lanaca mogu biti rekombinovani
iskljucivo sa J genima, dok na IGH lokusu IGHV geni mogu da se rearanziraju samo sa IGHD genima, a IGHD
samo sa IGHJ genima. Tokom ovog procesa dedava se ,trimovanje” krajeva gena koji se rekombinuju delo-
vanjem egzonukleaza, adicija kratkih palindromskih sekvenci, kao i insercija nasumi¢nih nukleotida (katali-
zovana terminalnom deoksinukleotidil transferazom, TdT) [28]. Nasumi¢nom delecijom i adicijom nukleotida
tokom IGHV-IGHD i IGHD-IGHJ ligacije formiraju se dva N regiona (N1 i N2) koji predstavljaju izvor ekstremne
varijabilnosti VH CDR3, lociranog na mestu VDJ spajanja (,/GHV-IGHD-IGHJ junction”) (Slika 1b). Diverzitet VH
CDR3, kako po pitanju duzine, tako i po pitanju amino-kiselinske sekvence, rezultira u produkciji mnogo
Sireg |G repertoara (do 10" razli¢itih IG) nego sto bi bilo moguée samo na osnovu kombinovanja razlicitih
~.germline” gena.

Diverzifikacija antitela se nastavlja nakon susreta sa antigenom (sekundarni |G repertoar) putem so-
matskih hipermutacija i ,class-switch” rekombinacija, ¢ime nastaju B limfociti sa ogromnim opsegom anti-
genskih specifi¢nosti (vidi slededi odeljak).

Diferencijacija B limfocita

Diferencijacija B limfocita je visestepeni proces podeljen u dve faze: antigen-nezavisnu fazu, koja se
odvija u kostnoj srzi (i fetalnoj jetri), i antigen-zavisnu fazu u sekundarnim limfnim organima.

Prvi stadijum u diferencijaciji B limfocita u kostnoj srzi predstavlja rana pro-B ¢elija, koju definise poce-
tak IGHD-IGHJ rekombinacija. Spajanje IGHV gena sa IGHD-IGHJ rearanZzmanom desava se u stadijumu kasne
pro-B celije, i dovodi do transkripcije i sinteze u teskog lanca, koji sadrzi IGHV-IGHD-IGHJ kompleks vezan
za Cu. u teski lanac je pretezno citoplazmatski, ali moze biti i asociran sa surogat lakim lancima i, u komple-
ksu sa CD79A/CD79B, prolazno eksprimiran na povrsini ¢elije kao pre-BCR. Nakon toga nastupa slede¢i sta-
dijum diferencijacije, tzv. stadijum male pre B-celije, u kome se desSavaju rearanzmani lokusa za lake lance,
¢ime je omoguceno sparivanje prethodno sintetisanih u teskih lanaca sa IGK ili IGL, odnosno formiranje
IgM. Ekspresija povrsinski-vezanog IgM kao integralnog dela BCR defini$e stadijum nezrele B ¢elije. U ovoj
fazi se eliminisu autoreaktivni B klonovi, ili se njihova specifi¢cnost menja putem editovanja receptora ili za-
mene IGHV [29]. Nezreli B limfociti migriraju u slezinu gde postaju nezrele naivne B celije. Kao rezultat al-
ternativnog splajsinga IGH transkripata, koji dovodi do fuzije IGHV-IGHD-IGHJ gena sa Cu ili C5, ove Celije
koeksprimiraju membranski-vezane IgM i Ig D sa istom antigenskom specifi¢cnoscu.

Naivni B limfociti su smesteni u sekundarnim limfnim organima (slezini, limfnim ¢vorovima i mukozal-
nim limfnim tkivima) gde dolazi do njihovog susreta sa razli¢itim antigenima. Vezivanje BCR za odredeni
antigen pokrece signalnu kaskadu koja aktivira B ¢eliju, Sto dovodi do proliferacije antigen-specifi¢cnog klona
i, na kraju, do diferencijacije u plazma ¢elije, koje sekretuju specifi¢na antitela, i memorijske celije. U zavi-
snosti od ucesca T limfocita u aktivaciji B Celija, razlikuju se dva tipa odgovora na antigensku stimulaciju.
Bakterijski polisaharidi i lipopolisaharidi mogu direktno da aktiviraju B limfocite (T-nezavisan odgovor), sto



dovodi do brze produkcije IgM. Nasuprot tome, odgovor na proteinske antigene je T-zavisan i zahteva in-
terakciju B celija sa CD4+ T Celijama i antigen-prezentujucim ¢elijama. Nakon aktivacije posredovane T ¢eli-
jama, proliferiuci B limfociti migriraju dublje u limfni ¢vori¢, formirajudi strukturu pod nazivom ,germinalni
centar”. U visoko specijalizovanoj mikrosredini germinalnih centara B ¢elije pocinju da proliferisu velikom br-
zinom, pri ¢emu podlezu somatskim hipermutacijamai,class-switch” rekombinacijama.

Proces somatskih hipermutacija (SHM), posredovan enzimom AID (,activation-induced” citidin deami-
naza), uvodi tackaste mutacije u rearanzirane /G lokuse i to stopom koja je 10° puta veca od stope sponta-
nih mutacija drugih gena. SHM se uvode u varijabilne regione H i L lanaca, dok konstantni regioni nisu
zahvaceni. SHM preferencijalno ciljaju specifi¢na,vru¢a mesta” (RGYW ili njemu inverzni WRCY motiv), tran-
zicije su ¢eSce od transverzija, i akumuliraju se kako u FR tako i u CDR regionima [30]. Mutacije koje dovode
do amino-kiselinske zamene (,missense” mutacije) su koncentrisane u CDR regionima, s obzirom da one
menjaju afinitet IG za antigen. S druge strane, one su retke u FR regionima jer bi tako mogle da naruse osno-
vnu arhitekturu IG molekula, i tu preovladuju,,silent” mutacije. Proces SHM moze da dovede i do uvodenja
malih insercija i delecija, ali je ovo redak dogadaj i njegov mehanizam je drugaciji od SHM posredovanih AID
enzimom.

Akumulacijom SHM nastaje klonalno potomstvo aktivirane B Celije sa diverzifikovanim IG repertoarom
i, stoga, razli¢itim afinitetom za antigen. Ove ¢elije zatim podlezu selekciji antigenom: B ¢elije koje efikasno
prepoznaju antigen prezentovan od strane folikularnih dendriti¢nih ¢elija primaju signale za prezivljavanje,
putem aktivacije BCR i kostimulacije T ¢elijama, i nastavljaju da proliferidu, dok B ¢elije koje ne vezuju anti-
gen ili ga vezuju niskim afinitetom umiru apoptozom. Visestruke runde proliferacije, SHM i selekcije dovode
do tzv. ,afinitetnog sazrevanja“, odnosno produkcije B limfocita sa sve ve¢om specifi¢nosc¢u i afinitetom za
antigen. Uporedo sa afinitetnim sazrevanjem, odvijaju se ,class-switch” rekombinacije (takode posredo-
vane AID) koje dovode do fuzije IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmana sa nizvodnim C genom, $to omogucava sin-
tezu drugih IG izotipova osim IgM i IgD, ali sa istom antigenskom specifi¢cnos¢u [31]. Selektovane B celije na
kraju ovog procesa napustaju germinalni centar i zavrsavaju svoju diferencijaciju u visoko specifi¢ne plazma
Celije i memorijske ¢elije sa odredenim efektorskim funkcijama.

SHM i, class-switch” rekombinacije dalje povecavaju varijabilnost IG molekula i, u kombinaciji sa pret-
hodno opisanim mehanizmima,combinatorial”i ,junctional” diverziteta, omogucavaju produkciju do 10"
razli¢itih antitela [24]. Potencijal B limfocita da proizvedu tako ogroman repertoar |G ima, medutim, visoku
cenu, s obziroma da na putu diferencijacije dolazi do gubitka velikog broja ¢elija. Naime, mehanizmi kojima
se kreira diverzitet IG mogu dovesti do formiranja neproduktivnih rearanzmana, usled rekombinacije ne-
funkcionalnih pseudogena, ,out-of-frame” fuzija, nastanka stop kodona na mestima spajanja rekombino-
vanih gena, kao i uvodenjem stop kodona i ,frameshift” mutacija tokom SHM. Pored toga, ,missense”
mutacije indukovane procesom SHM mogu da poremete strukturu IG molekula ili da smanje njegov afini-
tet za antigen. Kao sto je ve¢ napomenuto, B limfociti koji ne uspeju da formiraju produktivni rearanzman
HiL lanaca, te ne mogu da produkuju funkcionalna antitela, umiru apoptozom.

IMUNOGENETIKA HLL - RETROSPEKTIVA

Uloga BCR u patogenezi HLL je dospela u prvi plan zahvaljujudi studijama iz 1990-tih godina u kojima su
otkrivene restrikcije u genskom repertoaru IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmana HLL B limfocita, odnosno preovladi-
vanje odredenih IGHV genskih familija (IGHV1>IGHV3> IGHV4) i IGHV gena (npr. IGHV1-69, IGHV3-7, IGHV4-34),
$to je ukazalo na selekciju B progenitora koji eksprimiraju odredeni BCR [32-35]. Rezultati ovih pionirskih studija
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su inspirisali dalja istraZivanja na polju imunogeneticke karakterizacije HLL, i ubrzo je otkriveno da veliki broj HLL
pacijenata eksprimira klon-specifi¢ni BCR IG sa somatskim hipermutacijama, ¢ime je opovrgnuto dotadasnje
shvatanje da je HLL malignitet antigen-naivnih B ¢elija, i prvi put ukazano na ucesce antigena u razvoju ove bo-
lesti. Pokazano je da se patern SHM razlikuje kako kvantitativno (broj), tako i kvalitativno (tip i distribucija) u za-
visnosti od IGHV gena u klon-specificnom IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmanu. Pored toga, odnos izmedu broja
+missense”i,silent” SHM (visok u CDR regionima, a nizak u FR regionima) ukazao je na potrebu za odrzanjem
funkcionalnosti BCRIG, odnosno na selekciju antigenom [35].

Sledeca velika prekretnica u izu¢avanju HLL dogodila se 1999. godine kada su dve istrazivacke grupe,
nezavisno jedna od druge, dosle do otkri¢a da se HLL pacijenti mogu podeliti u dve grupe sa razli¢itim kli-
ni¢kim tokom i ishodom bolesti u zavisnosti od prisustva SHM u IGHV genu klon-specificnog BCR IG. Paci-
jenti sa znacajnim SHM opterecenjem (<98% identi¢nosti izmedu rearanziranog i odgovarajuceg,germline”
IGHV gena;,mutirana HLL, M-HLL) imaju blazi tok bolesti i povoljnu prognozu, nasuprot pacijentima sa vi-
sokim stepenom identi¢nosti (>98%; ,nemutirana HLL", N-HLL) koji imaju agresivnu formu bolesti i losiju
prognozu [36, 37]. IGHV mutacioni status je do danas ostao najpouzdaniji prognosti¢ki marker u HLL, ne-
zavisan od klini¢kog stadijuma i drugih biomarkera [38, 39]. Sto je jo$ vaznije, to je i najstabilniji marker, koji
se moze odrediti u bilo kom trenutku bolesti, ¢ime se razlikuje od drugih prognostickih i prediktivnih mar-
kera (ukljucujuci i hromozomske aberacije) koji se menjaju tokom evolucije HLL [15, 40]. Ipak, treba nagla-
siti da binarna podela na M-HLL i N-HLL ne odslikava u potpunosti klinicku heterogenost HLL, s obzirom da
neki M-HLL pacijenti imaju stabilnu bolest bez potrebe za le¢enjem, dok kod drugih ona ipak progredira u
agresivnu formu [41]. U novije vreme se pokazalo da je IGHV SHM status ujedno i znacajan prediktivni mar-
ker. Naime, N-HLL pacijenti mnogo bolje odgovaraju na nove ciljane terapije (BCR i Bcl2 inhibitori) nego na
hemoimunoterapiju koja je efikasna kod M-HLL pacijenata bez visoko rizi¢nih genetickih lezija (TP53 i/ili
ATM aberacije) [1, 42-45]. Zato se danas odredivanje ovog biomarkera smatra esencijalnim za donosenje
odluke o prvoj liniji terapije za sve HLL pacijente, kako u svakodnevnoj klini¢koj praksi, tako i u klinickim
studijama [1].

Veliki interes za IGHV mutacioni status, i sa bioloSkog i sa klini¢ckog stanovista, doveo je do nagle aku-
mulacije podataka o velikom broju HLL-specifi¢nih BCR IG i pokrenuo detaljnije analize njihove moleku-
larne konfiguracije. Nekoliko godina nakon otkrica prognostickog znacaja IGHV SHM statusa primeceno je
da oko 50% HLL IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmana koji sadrze IGHV3-21 gen imaju skoro identican VH CDR3.
Stavise, kod ovih pacijenata je detektovana i restrikcija u lakom lancu IG, posto je on uvek bio kodiran IGLV3-
21 genom [46, 47]. Imajuci u vidu da je verovatnoca da dva razli¢ita B-celijska klona eksprimiraju identican
BCR IG prakti¢no zanemarljiva (oko1072), bilo je jasno da nije u pitanju slu¢ajnost, ve¢ da je verovatno re¢ o
selekciji datih B celija nekim zajedni¢kim antigenskim epitopom. Ubrzo zatim, nekoliko studija je pokazalo
da restrikcije u IGHV repertoaru i VH CDR3 amino-kiselinskoj kompoziciji nisu ograni¢ene samo na sluca-
jeve sa IGHV3-21 genom, ve¢ da su odlika znacajne frakcije HLL [48-52]. Ovi visoko homologni BCR IG pri-
sutni kod nesrodnih i na druge nacine nepovezanih HLL pacijenata su nazvani,stereotipnim BCR” [50].

STEREOTIPIJA B-CELIJSKIH RECEPTORA - KLASIFIKACIJA U STEREOTIPNE SUBSETOVE

Od otkri¢a BCR stereotipije 2004. godine pocelo je intenzivno proucavanje ovog fenomena. Kako su
studije postepeno obuhvatale sve vece kohorte HLL pacijenata, progresivno je rastao i broj identifikovanih
razli¢itih grupa pacijenata sa karakteristiénim prototipskim BCR G (tzv.,stereotipni subsetovi”), kao i ukupna
frekvencija stereotipije [48-59] (Slika 3). Ova istraZivanja su otvorila niz novih pitanja: 1) da li je stereotipija
prisutna samo u frakciji HLL, ili ¢e obuhvatiti sve pacijente ukoliko se ispita dovoljno veliki broj slu¢ajeva; 2)



koliko ima stereotipnih subsetova i koja je njihova ucestalost; 3) da li je BCR stereotipija karakteristicna samo
za HLL ili postoji i kod drugih B-celijskih maligniteta, i koji je njen bioloski i klinicki znacaj.

Polazna tacka u definisanju sterotipnih subsetova bili su IGHV gen i kompozicija VH CDR3, s obzirom
na njihovu ulogu u vezivanju antigena, a time i selekciji B ¢elija. VH CDR3 je klju¢an za oblikovanju antigen-
vezujuceg mesta, tako da IG sa slicnom VH CDR3 amino-kiselinskom sekvencom imaju sli¢nu 3D strukturu
i specifi¢nost za antigen [22]. Zato je prvobitni set kriterijuma za klasifikovanje BCR IG u isti stereotipni sub-
set podrazumevao: 1) prisustvo istih IGHV, IGHD i IGHJ gena; 2) upotrebu istog okvira itanja IGHD gena, i 3)
identi¢nost VH CDR3 amino-kiselinske sekvence >60% [48, 50]. Ovaj inicijalni pristup je uskoro modifikovan,
jer je uo¢eno da su u nekim slu¢ajevima IGH sa razli¢itim IGHV genima imali isti VH CDR3 i IGL partnere. IGHV
geni su, u ovim slucajevima, uvek pripadali istom filogenetskom klanu i imali su homologne primarne se-
kvence s obzirom da poticu od zajednickog ancestralnog gena [60, 61]. Tako je pokazano da sekvence IGHV-
IGHD-IGHJ rearanzmana mogu da klasteruju zajedno, odnosno da se svrstaju u isti subset, ako sadrze razli¢iti
IGHV gen aliizistog klana, iste IGHD i IGHJ gene, i ako imaju zajednicke amino-kiselinske motive u VH CDR3.
Tipic¢an primer je subset #1 koji se karakterise prisustvom IGHD6-19 i IGHJ4 gena u kombinaciji sa vise razli-
¢itih IGHV gena (IGHV1-2,IGHV1-3,1GHV1-8,IGHV1-18, IGHV5-10-1,IGHV5-51, IGHV7-4-1) koji svi pripadaju fi-
logenetskom klanu | [50, 53]. Sli¢no je i sa subsetovima #12 (IGHV1-2 i IGHV1-46), #59 (IGHV1-58 i IGHV 1-69)
i #77 (IGHV4-4iI1GHV4-59) [53, 54].

Sa porastom broja sekvenciranih HLL IGHV-IGHD-IGHJ rearanZmana pojavila se potreba za njihovom auto-
matizovanom analizom, i ubrzo su razvijeni specijalizovani bioinformaticki alati koji su omogucili identifikaciju
i klasterovanije sli¢nih VH CDR3 sekvenci [56]. To je dovelo do uspostavljanja novog seta kriterijuma za definisa-
nje subsetova koji se i danas koristi, a podrazumeva da je za klasifikovanje rearanzmana u isti subset neopho-
dno: 1) prisustvo IGHV gena koji pripadaju istom filogenetskom klanu (I, Il ili lll); 2) identi¢na duzina VH CDR3 i
prisustvo definisanih amino-kiselinskih motiva (identi¢nih amino-kiselina na kriti¢nim pozicijama u VH CDR3),
i 3) najmanje 50% identi¢nosti i 70% slicnosti amino-kiselinske sekvence VH CDR3 [56, 57]. Ovaj pristup je prvi
put primenjen u studiji iz 2012. godine koja je obuhvatila do tada najveci broj HLL pacijenata, preko 7000 [57].
Na osnovu jedinstvenih VH CDR3 motiva, u ovoj studiji je identifikovano vise stotina stereotipnih subsetova i oko
30% svih analiziranih IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmana je klasifikovano u stereotipnu frakciju HLL. Veéina identifi-
kovanih subsetova je sadrzala samo po nekoliko slu¢ajeva (,minor” subsetovi), dok je u 19 subsetova klastero-
valo po vise od 20 IGHV-IGHD-IGHJ sekvenci i oni su nazvani,major” stereotipnim subsetovima.,Major” subsetovi
su u ovoj studiji obuhvatili 41% svih stereotipnih rearanZzmana i 12,4% celokupne HLL kohorte. Sli¢cna metrika
se zadrzala i u studiji iz 2017. godine, sprovedenoj na oko 20000 pacijenata, dok je donekle promenjena u naj-
novijoj studiji iz 2021. godine koja je obuhvatila oko 30000 slucajeva i u kojoj je ¢ak 41% rearanzmana klasifi-
kovano u stereotipne subsetove [58, 59]. U ovoj, do sada najvecoj studiji, identifikovano je 10 novih ,major”
subsetova, dok je 19 subsetova prethodno oznacenih kao,major” zadrzalo svoje relativne frekvencije; svi,major”
subsetovi su sadrzali po minimum 60 slu¢ajeva (0,2% kohorte). Na nivou celokupne kohorte,,major” subsetovi
su bili zastupljeni sa 13%,,minor” sa 28%, dok je ostatak predstavljao heterogenu (nestereotipnu) frakciju (59%)
(Slika 4). Poredenje svih navedenih studija je pokazalo da, iako je sa porastom broja ispitivanih HLL pacijenata
rastao i broj subsetova, frekvencija stereotipije se nije povecavala proporcionalno veli¢ini kohorte, vec je dosti-
gla plato od 0ko30% pri kriti¢noj velicini od oko 2500 sluc¢ajeva (Slika 3).

Analizirani su i odnosi izmedu BCR stereotipije i drugih imunogenetickih karakteristika HLL, kao $to
su IGHV genski repertoar i SHM status. Tako je pokazano da se IGHV repertoar stereotipne i heterogene frak-
cije HLL znacajno razlikuju; rearanzmani sa IGHV1-69 i IGHV3-21 genom su ¢e$¢i u stereotipnoj HLL, rearan-
zmani sa IGHV3-23 u heterogenoj HLL, dok su rearanZmani sa IGHV4-34 genom zastupljeni sa slicnom
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ucestalo3¢u u ove dve frakcije [59]. Pored toga, primeceno da je udeo stereotipnih BCR IG veci u N-HLL nego
u M-HLL, kao i da postoje znacajne razlike u IGHV repertoaru i kompoziciji VH CDR3 stereotipnih subsetova
u ove dve pogrupe HLL. Na primer, rearanzmani klasifikovani u subsetove #3, #5, #6, #7 i #8 sadrZze nemuti-
rane IGHV gene (IGHV1-69, IGHV1-2, IGHV4-39) i VH CDR3 sa dugackim subset-specifi¢nim amino-kiselin-
skim motivima [41, 53,57, 59]. S druge strane, stereotipni subsetovi u okviru M-HLL uglavnom sadrze gene
iz IGHV4 familije (IGHV4-34, IGHV4-59, IGHV4-4), a VH CDR3 motivi su definisani pomoc¢u samo nekoliko amino-
kiselinskih ostataka. Pored toga, SHM profili ovih subsetova se znacajno razlikuju, ¢ak i medu subsetovima
sa istim IGHV genom [53, 57, 59]. To je narocito upadljivo u slu¢aju subsetova #4, #16, #29 i #201 koji svi sa-
drZe mutirani IGHV4-34 a imaju razli¢it spektar rekurentnih i subset-specifi¢nih SHM, sto je verovatno odraz
razli¢itog tipa antigenske stimulacije [58].

Kristalografske analize i in silico modelovanje klonotipskih BCR IG pokazali su visok stepen sli¢nosti 3D
strukture BCRIG koji pripadaju istom stereotipnom subsetu, 3to je jos jedna potvrda da je klasterovanje na
osnovu homologije primarne sekvence |G opravdano [62-64]. Ove analize su ukazale i na sposobnost ho-
motipskih interakcija BCR koji pripadaju odredenim subsetovima. Na primer, specifi¢ni amino-kiselinski
motiv u VH CDR3 subseta #4 omogucava homotipsko prepoznavanje receptora, $to dovodi do njihovog
kros-linkovanja na povrsini B limfocita i pokretanja unutarcelijske signalne kaskade (autonomna BCR si-
gnalizacija) [63]. Homotipske interakcije su primecene i u subsetu #2, ali se u ovom slu¢aju ostvaruju putem
lakih lanaca IG, a za kontakt je klju¢na jedna point mutacija u IGLV3-27 genu [65].

U cilju ispitivanja tzv.,veza viSeg reda” izmedu stereotipnih subsetova, u najnovijim studijama je razvi-
jen novi bioinformaticki pristup kako bi se identifikovali klasteri slicnih subsetova [59, 66]. To je podrazu-
mevalo relaksiranje kriterijuma za definisanje subsetova, tako da su u isti klaster subsetova klasifikovani oni
sa IGHV genima iz istog filogenetskog klana, ali je bilo dozvoljeno da se duzina VH CDR3 i karakteristi¢ni
amino-kiselinski motiv razlikuju do dva amino-kiselinska ostatka. Na taj nacin je otkriveno da 156 razlicitih
~minor” subsetova ispoljava visok stepen slicnosti sa 21 od ukupno 29, major” subsetova. Ovi,minor” sub-
setovi su nazvani satelitskim subsetovima” i ¢inili su oko 3% celokupne ispitivane HLL kohorte, odnosno
7,5% stereotipne frakcije [59] (Slika 4).

KarakteristiCan primer,major” subseta i njegovog satelita su subset #1 i subset #99 koji sadrze IGHV gene
iz filogenetskog klana | (familije IGHV1/5/7) i imaju slicne VH CDR3 koji se razlikuju samo u duzini (13 amino-
kiselina u subsetu #1i 14 amino-kiselina u subsetu #9) [59]. Drugi primer je subset #2, najvedi stereotipni sub-
set (0ko2,5% HLL), definisan prisustvom IGHV3-21/IGLV3-21 genskog para, kratkim VH CDR3 (9 amino-kiselina)
i amino-kiselinom Asp ili Glu na poziciji 3 u okviru VH CDR3. Ovaj karakteristi¢an amino-kiselinski ostatak je
prisutan u 8 satelitskih subsetova koji svi sadrze gene iz familije IGHV3 i imaju VH CDR3 dugacke 7-11 amino-
kiselina. Najveci od satelita je subset #169, koji inae spada u,major” subsetove i ¢ini 0,2% HLL, a slican je sub-
setu #2 jer: 1) sadrzi gen IGHV3-48 koji je 97% identi¢an genu IGHV3-21; 2) sadrzi L lanac kodiran IGLV3-21
genom; 3) duzina VH CDR3 je 9 amino-kiselina, i 4) sadrzi iste rekurentne SHM kao subset #2 [66]. Koklaste-
rovanje subsetova #2 i #169 je podrzano i drugim sli¢nostima, kao $to je visoka frekvencija SF3B7 mutacija
(45% u subsetu #2 i 43% u subsetu #169) u odnosu na generalnu HLL populaciju (5-8%), homotipske inte-
rakcije BCR, visok nivo intraklonalne diverzifikacije i agresivni tok bolesti [59, 63, 66-69].

Na kraju, treba naglasiti da BCR stereotipija nije ekskluzivitet HLL, ve¢ je detektovana i u drugim B-ce-
lijskim limfomima, kao sto su limfom,mantle” ¢elija i spleni¢ni limfom marginalne zone, ali sa znacajno ma-
njom frekvencijom. Poredenje HLL stereotipova sa stereotipovima identifikovanim u navedenim limfomima
je pokazalo da medu njima postoje fundamentalne razlike u duzini i amino-kiselinskoj sekvenci VH CDR3,
$to ukazuje na to da su u patogenezu ovih bolesti ukljuceni razli¢iti imunoloski mehanizmi [70, 71].



BIOLOSKE KARAKTERISTIKE STEREOTIPNIH SUBSETOVA

Brojna istrazivanja su pokazala da se stereotipija u HLL ne odnosi samo na klon-specifi¢ni BCRIG, ve¢ da
slu¢ajevi klasifikovani u isti stereotipni subset imaju i slicne geneticke, epigeneticke i transkriptomske profile,
kao i da pokazuju sli¢an tip odgovora na stimulaciju BCR i drugih receptora na povrsini B limfocita [58, 67-69,
72-81]. To implicira da je ekspresija stereotipnih BCR na neki nacin spregnuta sa akvizicijom odredenih bio-
loskih karakteristika, verovatno kroz razlicite interakcije sa mikrosredinom i to u subset-specificnom maniru
[67]. Kao rezultat ovih mehanizama, nasuprot velikoj heterogenosti HLL u celini stoji izrazita homogenost
stereotipnih subsetova, $to naglasava potrebu za kompartmentalizovanim pristupom u istrazivanju HLL.

U ovom odeljku ¢e biti prikazane osnovne karakteristike Cetiri paradigmati¢na,major” stereotipna sub-
seta (#1, #2, #4 i #8) (Tabela 1).

Subset #1

Stereotipni subset #1 (Klan | IGHV/IGKV1(D)-39) obuhvata 2-2,5% HLL i odlikuje se karakteristi¢nim
ekspresionim profilom odredenih gena uklju¢enih u regulaciju apoptoze, proliferacije, oksidativnih procesa
i BCR signalnu transdukciju [57, 59]. To je uzrok rezistencije ¢elija subseta #1 na apoptozu, kao i znacajno vece
stope proliferacije nakon stimulacije BCR u odnosu na druge subsetove [82]. Pored toga, ¢elije subseta #1
se odlikuju i subset-specificnom indukcijom ekspresije kostimulatornih molekula (CD25 i CD86) nakon sti-
mulacije TLR7 receptora [77, 80]. Diferencijalna genska ekspresija u odnosu na druge subsetove se odnosi i
na razlicite miRNA. Na primer, zapazena je znacajno sniZzena ekspresija miRNA-101, koja spada u tzv. ,epi-
miRNA’, grupu miRNA koje regulisu ekspresiju komponenti epigeneti¢ke masinerije [76]. miRNA-101 regu-
lise EZH2, enzimatsku subjedinicu PRC2 kompleksa koji dovodi do represije transkripcije putem metilacije
histona H3. Niska ekspresija miRNA-101 u HLL ¢elijama subseta #1 dovodi do overekspresije EZH2, $to je
povezano sa visom stopom proliferacije [76]. Subset 1# se karakterise i vecom zastupljenos¢u NOTCHT mu-
tacija u odnosu na generalnu HLL populaciju (22% vs. 5-10%), kao i NFKBIE mutacija (15% vs. 7%) koje do-
vode do konstitutivne aktivacije NF-kB signalnog puta [2, 59, 67, 83].

Subset #2

Subset #2 (IGHV3-21/IGLV3-21), najvedi stereotipni subset, obuhvata 2,5-3% generalne HLL populacije
i oko 5,5% HLL koja zahteva lecenje [57, 59, 84-86]. Oko 40% slucajeva koji se klasifikuju u subset #2 pripada
N-HLL, dok su 60% M-HLL pacijenti, koji imaju karakteristican patern rekurentnih SHM [47, 53, 54,57, 87, 88].
Izrazito agresivan klini¢ki tok bolesti, bez obzira na SHM status, je dugo bio enigma, s obzirom da su abera-
cije gena TP53 (mutacije i/ili delecije) retke u subsetu #2. Pored toga, nepovoljna prognoza nije mogla biti
objasnjena ni najées¢im citogeneti¢kim aberacijama u ovom subsetu, a to su del11922-q23 i del13q14 [73,
85, 89]. Zato je veoma znacajno bilo otkri¢e da su mutacije u kodiraju¢em regionu gena SF3B1, koji kodira
kriticnu komponentu splajsozoma, mnogo ¢es¢e u subsetu #2 (45-50%) nego u generalnoj HLL populaciji
na dijagnozi, kao i u drugim agresivnim subsetovima (5-10%) [15, 59, 67-69, 90]. lako uloga poremecene
funkcije splajsozoma u patogenezi HLL nije u potpunosti rasvetljena, primer subseta #2 je inspirisao mnoga

istrazivanja ciji je cilj razvijanje terapija usmerenih na rekurentne SF3B7 mutacije [91].

Subset #4

Subset #4 (IGHV4-34/IGKV2-30) je najvedi stereotipni subset u M-HLL, i obuhvata oko1% svih HLL pacije-
nata [57, 59]. Klonovi koji pripadaju subsetu #4 su geneticki prilicno monotoni, s obzirom da su rekurentne
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mutacije naj¢e$ce mutiranih gena izuzetno retke, a od hromozomskih aberacija je naj¢es¢a del13q, gene-
ralno asocirana sa povoljnom prognozom [59, 67, 72, 73, 85]. Nasuprot tome, imunogeneticki gledano sub-
set #4 je izuzetno interesantan, s obzirom na sledece karakteristike: 1) BCR IG su IgG izotipa, $to je u HLL
retko (najc¢esce su IgM); 2) IGHV4-34/IGKV2-30 je redak genski par; 3) VH CDR3 je dugacak i pozitivho nae-
lektrisan, Sto podseca na patogena anti-DNK antitela; 4) patern SHM je karakteristi¢an za editovane auto-
reaktivne BCR IG, i 5) prisutna je intenzivna intraklonalna diverzifikacija u smislu konstantnog uvodenja
SHM, §to ukazuje na kontinuiranu interakciju sa antigenom [53, 54, 87, 92-971. Na osnovu svih navedenih ka-
rakteristika, a imajuci u vidu i indolentan tok bolesti kod pacijenata koji pripadaju subsetu #4, pretpostav-
lieno je da se ¢elije ovog subseta nalaze u stanju anergije u kome imaju usporen odgovor na stimuliSuce
(auto)antigene [54, 87,94, 96, 971. Ova hipoteza se ispostavila ispravnom kada je pokazano da celije subseta
#4 ispoljavaju konstitutivnu aktivaciju ERK1/2 signalnog puta i nakon BCR kros-linkovanja ne oslobadaju
Ca?* i ne aktiviraju MAP signalnu kaskadu, $to su sve osobine B-celijske anergije [79, 98].

Subset #8

Subset #8 (IGHV4-39/IGKV1(D)-39) pripada N-HLL podtipu i eksprimira BCR IG gama izotipa [49, 59, 92].
Geneticki profil ovog subseta se karakterise visokom frekvencijom trizomije 12 (60%) i NOTCHT mutacija
(34-62%) [67-69]. Interesantna odlika subseta #8 je njegova antigenska reaktivnost. Naime, testiranjem raz-
licitih (auto)antigena je pokazano da monoklonska antitela (mAb) subseta #8 ispoljavaju Siroku polireak-
tivnost, $to je u suprotnosti sa mAb drugih agresivnih subsetova (#1 i #2), ¢ija je reaktivhost mnogo
restriktivnija [78]. Takode je pokazano da promiskuitetna antigen-vezujuca specifi¢cnost dovodi do snazne
aktivacije primarnih B celija subseta #8 nakon stimulacije antigenima [78]. Na osnovu navedenih rezultata
je pretpostavljeno da sposobnost ovih ¢elija da odgovaraju na Sirok spektar stimulusa iz mikrosredine in-
dukuje njihovu konstantnu aktivaciju dovodedi do progresivne selekcije sve agresivnijih klonova, $to bi
moglo biti objasnjenje za brzo napredovanje bolesti, kao i za povecan rizik od Rihterove transformacije
(transformacija HLL u agresivni limfom, najc¢esce difuzni B krupnocelijski limfom) u ovom subsetu [99].

KLINICKI ZNACAJ STEREOTIPLJE B-CELIJSKIH RECEPTORA

Pored homogenosti po pitanju bioloskih karakteristika, mnoge studije su pokazale da stereotipni sub-
setovi ispoljavaju konzistentne subset-specifi¢ne klinicke karakteristike, kao $to su starost i pol pacijenata
klasifikovanih u odredeni subset, tumorsko opterecenje na dijagnozi, evolucija i ishod bolesti. U fokusu ovih
studija su bili prvenstveno subsetovi #1, #2 i #4 s obzirom da su najbrojniji (#1 je najvedi u N-HLL, #4 u M-
HLL, a #2 je najveci u celokupnoj HLL i sadrzi i M-HLL i N-HLL pacijente) i, stoga, najbolje okarakterisani u
bioloskom i klinickom smislu [58, 85, 86, 99] (Tabela 1). Rezultati ovih istrazivanja ne samo $to su ukazali na
prognosti¢ki znacaj BCR stereotipije, ve¢ i na njen potencijal za mnogo precizniju subklasifikaciju HLL nego
to je to binarna podela na M-HLL i N-HLL na osnovu IGHV SHM statusa. llustrativan primer za ovo su sub-
setovi #4, #16, #29 i #201, koji svi eksprimiraju somatski hipermutiran IGHV4-34, ali imaju znacajno razlicit
klinicki tok [58].

Poredenjem kliniko-bioloskih karakteristika stereotipnih subsetova se doslo do zakljuc¢ka da se neki od
njih (subset #1, #2, #4 , #8) mogu posmatrati kao razli¢iti homogeni entiteti u okviru heterogene HLL. Na pri-
mer, pacijenti klasifikovani u subset #4 su znacajno mladi od pacijenata subsetova #1 i #2 (medijana staro-
sti na dijagnozi je 55 vs. 65 godina) [85]. Sto se ti¢e tumorskog optereéenja, >50% pacijenata u subsetu #2
se dijagnostikuje u uznapredovalim klini¢ckim stadijumima Bine B i C, iako vecina pripada M-HLL podtipu, dok
je frekvencija Bine B i C stadijuma na dijagnozi u subsetu #4 samo 7% [85]. Subset #4 je asociran sa veoma



indolentnim klinickim tokom i medijalnim vremenom do prve terapije (eng.,time to first treatment’, TTFT)
od 11 godina, $to je odraz jos sporijeg napredovanja bolesti nego kod pacijenata sa del13q14 (medijana TTFT
je 6,7 godina) koji se smatraju prototipom indolentne HLL. Nasuprot tome, subsetovi #1 i #2 su asocirani sa
izuzetno agresivnom formom bolesti (medijana TTFT je 1,6 i 1,9 godina, respektivno), i prognoza je sli¢na kao
u HLL sa aberacijama gena TP53. Treba naglasiti da su navedene asocijacije sa TTFT nezavisne od citogene-
tickih aberacija, kao i od Bine stadijuma na dijagnozi [85].

Sa klini¢kog stanovista, posebno je interesantan slucaj stereotipnog subseta #2. Naime, ekspresija BCR
IG sa genom IGHV3-21 je dugo vremena smatrana nepovoljnim prognostickim markerom u HLL, ali je bilo
nejasno da li je loSa prognoza povezana sa IGHV3-21 genom per se, ili uzrok lezi u tome 3to vecina ovih slu-
Cajeva pripada subsetu #2 [51, 100, 101]. Tek nakon opseznijih istrazivanja na ve¢im kohortama je poka-
zano da je pripadnost subsetu #2 nezavisan prognosti¢ki marker povezan sa agresivnom boles¢u, odnosno
krac¢im TTFT, TTNT (eng. ,time to next treatment’, vreme do sledece terapije), PFS (eng. ,progression-free
survival’, vreme bez progresije bolesti) i OS (eng.,overall survival’, ukupno prezivljavanje), i to bez obzira na
SHM status. S druge strane, kod pacijenata koji eksprimiraju BCRIG sa IGHV3-21 genom ali ne pripadaju sub-
setu #2 tok bolesti jasno zavisi od SHM statusa, kao i u ostatku HLL [84, 86]. Pripadnost subsetu #2 se poka-
zala kao nepovoljan prognostic¢ki marker i kada su analizirani samo pacijenti u ranom klinickom stadijumu
bolesti (Bine A). S obzirom da se danas kod najveceg broj pacijenata dijagnoza postavlja upravo u ranoj fazi,
kada su bez simptoma i u tzv. ,posmatraj i ¢ekaj” rezimu pracenja, grupa ERIC (,European Reasearch Initia-
tive on CLL") je predlozila da se uz analizu IGHV SHM statusa u klini¢ku praksu uvede i testiranje IGH sekvenci
pacijenata na pripadnost subsetu #2 [102].

Subset #8 je asociran sa agresivnom formom HLL, rekurentnim infekcijama, pojavom sekundarnih ma-
ligniteta, a karakterise se i najvecim rizikom od Rihterove transformacije nezavisno od drugih prognostickih
faktora [99]. Zanimljivo je i da ovaj subset obuhvata pretezno Zene, $to je u suprotnosti sa predominacijom
muskaraca u generalnoj HLL populaciji [49].

Nedavno otkrice satelitskih subsetova se u buduénosti takode moze ispostaviti klinicki relevantnim, na
$ta ukazuju primeri subseta #2 i njegovog satelita #169, kao i subseta #1 i njegovog satelita #99; subsetovi
u svakom od navedenih parova imaju slican TTFT i OS [59, 66].

ZAKLJUCAK

Otkrice stereotipije B-Celijskih receptora je unelo sustinske promene u razumevanje ontogenije i evo-
lucije HLL. Dok se ranije HLL smatrala leukemijom naivnih B ¢elija, danas je jasno da je njena patogeneza re-
zultat sloZenih interakcija B limfocita sa mikrosredinom, a BCR stereotipija predstavlja krunski dokaz da u tom
procesu klju¢nu ulogu ima prepoznavanje odredenih antigena. Prognosticki znacaj stereotipije je visestruko
dokumentovan za nekoliko najvecih subsetova, i otvara mogucénost preciznije stratifikacije pacijenata kako
bi se prevaziila velika klini¢ka heterogenost HLL. Pored toga, pojavila se i ideja da se BCR stereotipija isko-
risti za razvoj novih terapijskih strategija. Naime, u najnovijim studijama je ispitivana imunogenost VH CDR3
regiona subsetova #1 i #2 in vivo. Pokazano je da imunizacija Eu-TCL1 miseva stereotipnim VH CDR3 pepti-
dima pre transplantacije odgovarajucih HLL ¢elija dovodi do sporijeg razvoja bolesti i duzeg preZivljavanja,
$to ukazuje na mogucénost da se stereotipne VH CDR3 sekvence iskoriste za dizajniranje subset-specifi¢nih
vakcina [103, 104].

lako BCR stereotipija ima potencijal da postane veoma znacajan prognosticki i prediktivni marker u
HLL, treba imati u vidu da je to relevantno samo za tre¢inu ukupnog broja pacijenata. Ipak, dalja istraziva-
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nja stereotipije ¢e doprineti ne samo boljoj karakterizaciji stereotipnih subsetova, vec i boljem razumeva-
nju biologije nestereotipne frakcije HLL.
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Slika 1. Shematski prikaz imunoglobulinskog molekula. (a) IG molekul se sastoji od dva identi¢na teska (H) lanca i dva identi¢na laka (L) lanca. H i L lanci sadrze va-
rijabilni region (VH i VL, respektivno) i konstantni region (CH i CL, respektivno). VH region je kodiran rearanziranim IGHV, IGHD i IGHJ genima, a VL region rearanziranim
IGK(L)V i IGK(L)J genima. (b) VH region sadrzi 4 FR regiona (VH FR1-4) i 3 hipervarijabilna CDR regiona (VH CDR1-3). VH FR1-3, VH CDR1 i VH CDR2 su u potpunosti kodi-
rani IGHV genom, a VH FR4 IGHJ genom. VH CDR3 je pozicioniran na mestu spajanja IGHV, IGHD i IGHJ gena (,/IGHV-IGHD-IGHJ junction®), i obuhvata amino-kiseline koje
se nalaze izmedu konzervisanog cisteina (kodon104) u VH FR3 i konzervisanog triptofana (kodon 118) u VH FR4 [23]. N1 i N2 regioni se formiraju nasumi¢nom adicijom
i delecijom nukleotida tokom IGHV-IGHD i IGHD-IGHJ rekombinacije. (Preuzeto iz [38])
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Slika 2. Shematski prikaz humanog IGH lokusa. Humani IGH lokus sadrzi 38-46 funkcionalnih IGHV gena, 23 funkcionalna IGHD gena, 6 funkcionalnih IGHJ gena i 9
funkcionalnih IGHC gena. Nomenklatura IGHV gena: prvi broj u nazivu gena oznacava pripadnost odredenoj IGHV familiji, sledi povlaka a zatim broj koji oznacava pozi-
ciju datog gena u lokusu, u 3'-5'smeru. IGHD i IGHJ geni se numerisu u suprotnom smeru (5'-3’) [25]. Prikazani su samo funkcionalni geni; rastojanja izmedu gena nisu u

razmeri. (Preuzeto iz [38])
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Slika 3. Frekvencija BCR stereotipije. U studijama sprovedenim u periodu od 2004. do 2021. godine detektovan je porast relativne frekvencije BCR stereotipije sa po-

vecanjem analiziranih HLL kohorti. Frekvencija je dostigla plato od oko 30% pri kriti¢noj veli¢ini kohorte od oko 2500 pacijenata [48, 50, 53-59]. Leva ordinata - relativna
frekvencija stereotipne frakcije u datoj studiji; desna ordinata - broj HLL pacijenata analiziranih u datoj studiji.
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Slika 4. Arhitektura BCR stereotipije u HLL. Oko 41% HLL pacijenata eksprimira stereotipne BCR IG, dok preostalih 59% (heterogeni BCR IG) ne moze biti klasifiko-
vano ni u jedan stereotipni subset. Stereotipna frakcija HLL se sastoji od 29, major” subsetova, koji obuhvataju oko 13% HLL, i velikog broja,minor” subsetova (28%
HLL). U, minor” subsetove spada 156 ,satelitskih subsetova” (3% HLL) koji imaju veliku imunogeneticku slicnost sa 21 od 29 ,major” subsetova. Prikazani su rezultati
studije Agatangelidisa i saradnika koja je obuhvatila 29856 HLL pacijenata [59].

duZina 5 s
subset  IGHV IGHD IGH!  VH VHEDRS amine-Kxelimkn IGKVAGLY IV SHM geromika  kliniéki tok
sekvenca status
CDR3*
# IGHvi/s/z - najtesce o, g ARXQWLXKXXFDY 1GKV1(D)-39 uglavnam No':ireé;: ;L —
{Kian J} IGHD6-19 N-HLL NEKBIE mut =
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trizomija 12 agresivan
#8 1GHV4-39 IGHD6-13 IGHJ5 12 ARST]xxxYSSSWYxxxNWFDP IGKV1(D)-39 U-HLL NOTCHT mut Rihterova
transformacija

Tabela 1. (Imuno)geneticke i klinicke karakteristike najvecih ,major” stereotipnih subsetova u HLL. * broj amino-kiselina u VH CDR3; ** x predstavlja bilo koju

amino-kiselinu na datoj poziciji; uglaste zagrade predstavljaju jednu amino-kiselinsku poziciju, i bilo koja od amino-kiselina u zagradi moze da se nade na toj poziciji.
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