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Glosario de Abreviaturas

Ac: anticuerpo

ADN: &cido desoxiribonucléico

Ag: antigeno

AID: desaminasa inducida por activacién
(del inglés Activation-Induced Deaminase)
ARNmM: &cido ribonucléico mensajero
BCR: receptor de la célula B (del inglés B
Cell Receptor)

BLIMP-1: proteina de maduracion
inducida por linfocitos B (del inglés B
lymphocyte-induced maturation protein-1)
BSAP: proteina activadora especifica de
célula B (del inglés B cell lineage-specific
activator protein)

CCL.: quimiocina tipo CCo B

CCR: receptor de quimiocina CC

CDF: célula dendritica folicular

CDRS: region 3 determinante de la
complementariedad (del inglés
Complementarity Determining Region)
c-Kit: receptor transmembrana con
actividad tirosin quinasa

CpG: dinucledttido citidina-guanidina no
metilado

CSH: célula madre hematopoyética (del
inglés Hematopoietic Stem Cell)

CXCL: quimiocina tipo CXC 0 a

CXCR: receptor de quimiocinas CXC
FISH: hibridacidn in situ fluorescente (del
inglés fluorescence in situ hybridization)
FSC: dispersion frontal de luz (del inglés
forward light scatter)

GL.: ganglios linfaticos

GMSI: gammapatia monoclonal de
significado incierto

HLA: antigeno leucocitario humano o
molécula de histocompatibilidad (del inglés
Human Leukocyte Antigen)

Ig: inmunoglobulina

IGVH: region variable de la cadena pesada
de las Igs

IL: interleuquina

IRF-4: factor regulador de interferon 4 (del
inglés Interferon Regulatory Factor 4)

LB: linfoma de burkitt

LBDCG: linfoma B difuso de célula
grande

LCM: linfoma de células del manto
LCMuv: variante de linfoma de células del
manto

LF: linfoma folicular

LLC-B: leucemia linfética cronica B
LLCBP: linfoma linfocitico de célula B
pequefia

LLP: linfoma linfoplasmocitico

LMB: linfocitosis monoclonal de célula B
LNH-B: linfoma no-Hodgkin B

LPL-B: leucemia prolinfocitica B

LZME: linfoma de la zona marginal
esplénica

MALT: linfoma de tejido linfoide asociado
a mucosas

MM: mieloma multiple

MO: médula ésea

MW: macroglobulinemia de Waldenstrém
OMS: organizacién mundial de la salud
RAG: genes activadores de recombinacion
(del inglés recombination activating gene)
SCF: factor de células madre (del inglés
Stem

Cell Factor)

smlg: inmunoglobulina de superficie
SLPC-B: sindrome linfoproliferativo
cronico B

SP: sangre periférica

SSC: dispersion lateral de luz (del inglés
sideward light scatter)

TdT: deoxinuclotidil transferasa terminal
(del inglés terminal deoxynucleotidyl
transferase)

TL: tricoleucemia

TLR: receptor tipo toll (del inglés Toll-Like
Receptor)

TL-V: variante de tricoleucemia

VCAM-1: molécula vascular de adhesion
celular 1 (del inglés Vascular Cell Adhesion
Molecule)

VIH: virus de inmunodeficiencia humana
VLA-4: antigeno de activacion de aparicion
tardia 4 (del inglés Very Late Antigen)
XBP-1: proteina 1 de unién de segmentos
X (del inglés X-box binding protein 1)
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1.- ONTOGENIA Y DIFERENCIACION DE LOS LINFOCITOS B

El proceso de diferenciacion linfoide B se lleva a cabo en dos etapas principales,
en diferentes localizaciones. En una primera etapa ocurre la "maduracion B
independiente de antigeno™ (Ag), en la cual tiene lugar la diferenciacion desde un
precursor hematopoyético inmaduro al linfocito B maduro inmunocompetente (célula B
naive o virgen); inicialmente, este proceso ocurre en el saco vitelino y en el higado fetal,
desplazandose de forma completa después del nacimiento a la medula 6sea (MO) (1).
Cuando el linfocito B maduro se pone en contacto con su antigeno en los dérganos
linfoides secundarios (ganglios linfaticos -GL-, tejido linfoide asociado a mucosas -
MALT-, bazo y la propia MO) sufre un segundo proceso de maduracion (fase de
"maduracion B dependiente de Ag™) encaminado a la generacion de células B efectoras
(células plasmaéticas) y de memoria (2, 3).

En el micromedioambiente del 6rgano linfoide B primario del adulto (la MO) los
precursores linfoides B deben competir, tanto por factores inductores de diferenciacion
celular (p. ej.: citocinas especificas de linea celular, ligandos del receptor antigénico de
la célula B (BCR) vy, receptores de membrana de células del estroma), como por el
propio espacio fisico adecuado a su maduracién a linfocito B (4, 5), que expresa un
BCR completamente funcional (6). Los linfocitos B naive recién producidos abandonan
la MO a través de la sangre periférica (SP) y alcanzan los 6rganos linfoides secundarios,
desde donde recirculan constantemente hasta su muerte, que caso no exista contacto con
Ag, tiene lugar al cabo de unos pocos dias. Si por el contrario, el LB naive reconoce de
forma especifica a su antigeno a través del BCR en un ambiente adecuado, se pondra en
marcha la llamada reaccion del centro germinal (CG) en el 6rgano linfoide secundario.
En ella tiene lugar una intensa proliferacion linfocitaria, junto a una serie de procesos

clave en la respuesta B especifica de antigeno que ocurren en la zona oscura del CG: la
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hipermutacién somatica y el cambio del isotipo (“switch’) de la cadena pesada de la
inmunoglobulina (lg). Posteriormente, en la zona clara del CG, los LB que han
acumulado mutaciones somaticas en los genes que codifican para las regiones variables
de su Ig y que generan un incremento de su afinidad por el Ag, son seleccionados
positivamente y abandonan el CG (7). Por el contrario, si este proceso de maduracion
Ileva a que la afinidad del LB por su Ag sea menor, los LB mueren por apoptosis dentro
del propio CG.

Las células B con afinidad incrementada por el Ag que abandonan el CG
(células post-CG) pueden diferenciarse hacia dos tipos de célula B: (i) linfocitos B de
memoria que permaneceran mayoritariamente en el bazo o recirculan a través de la SP,
y; (ii) celulas B pre-efectoras (plasmablastos) que buscaran nichos de supervivencia en
otros organos linfoides secundarios, preferentemente en la MO o en el tejido MALT,
para posteriormente originar la célula efectora secretora de anticuerpos (Acs) -célula
plasmatica (CP)- (8).

A continuacion, en esta introduccion revisaremos de forma mas detallada los
eventos mas relevantes que ocurren en ambas fases de la maduracion linfoide B,
prestando especial atencion a aquellos que permiten definir los distintos estadios

fenotipicos y funcionales de las células B.

1.1. - Diferenciacion linfoide B en la MO (maduracion B independiente de

La formacion de las células B tiene lugar en la cavidad del hueso esponjoso,
donde la maduracion ocurre en sentido radial, desde el endostio hacia el seno venoso

central (5, 9). En este espacio, las células del estroma medular interaccionan entre si,
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formando una red intersinusoidal (5, 10) en la que se incluyen osteoblastos, osteoclastos
(11), linfocitos T (12) y otros leucocitos (p.ej.: células dendriticas) (13, 14). De este
modo, conforman un nicho especifico que proporciona el micromedioambiente
necesario para el desarrollo de la célula B, a través tanto de contactos directos célula-
célula (mediados por moléculas de superficie) como de proteinas solubles (citocinas).
Segun el estado de los genes de las cadenas pesadas y ligeras de las Ig y la
expresion de una gran variedad de proteinas de superficie e intracelulares, hasta la fecha
se han identificado en MO, cinco compartimentos madurativos B diferentes (Figura 1):
precursores pro-B, pre-B-I, pre-B-Il, linfocitos B inmaduros (o transicionales) y células
B naive. El proceso mediante el cual los precursores de MO adquieren un compromiso
madurativo a linea linfoide B se iniciaria con el establecimiento de interacciones entre
la célula precursora hematopoyética (CPH) y células del estroma, a traves de uniones
VLA-4/VCAM-1 y c-Kit/SCF (stem cell factor) (4, 5, 15) que inducirian la
diferenciacion a celula pro-B (4-6, 10). La célula pro-B expresa CD45 y CD22 de
forma débil, junto con marcadores de celula precursora como CD34 y niveles elevados
de CD38, mientras que CD19 todavia no se expresa en esta etapa madurativa (6, 7, 16).
El compromiso definitivo hacia la linea linfoide B ocurre cuando estas células migran a
nichos medulares que contienen células estromales capaces de producir y secretar
interleucina (IL)-7. La interaccién de la IL-7 con su receptor (CD127) expresado en la
célula pro-B promueve la activacion de varios factores de transcripcion (PAX-5, PU.1,
EBF-1, E2A) (17, 18) y la proliferacién de las células precursoras (5, 9, 19). A su vez,
los factores de transcripcion activados inducen la sintesis de la enzima nuclear
deoxinucleotidil transferasa terminal (Tdt) y de los productos de los genes activadores
de la recombinacion (RAG1 y RAG2), produciéndose ragl y rag2; ambas proteinas son

necesarias para la recombinacion somatica entre los genes de los segmentos D y J (de
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Diversidad y de Union) del locus de la cadena pesada de las Ig (IGH) (20-22), de
manera que durante la fase de célula pro-B se reordenan los segmentos génicos DH/JH
en ambos cromosomas (Figura 1).

La célula pro-B se multiplica y al expresar Pax-5, compromete su linaje a linea
B transformandose en célula pre B-I. En este estadio madurativo se detecta por primera
vez expresion de CD19, conjuntamente con un patrén  fenotipico
CD10"*CD38""'CD34"CD22*CyCD79a" y positividad para la enzima nuclear nTdt
(Figura 1) (6, 23, 24). Durante esta fase, la unién de un segmento “IGHy”” (de variable)
a un punto de union IGHp; ya reordenado completaria el reordenamiento del locus IGH.

La generacion de la cadena pesada Igu es debida a la union de un exén VDJ
funcional de los que se han formado, al exdn de la region constante de IGH. La proteina
Ign asi generada se acumula en el citoplasma, identificando este fenotipo (Cylgu®) la
célula pre-B-11 (Figura 1) (6). Respecto a la celula pre-Bl, la célula pre-B-Il expresa
niveles més elevados de CD19 y CD45, muestra menor reactividad para CD10, CD34 y
nTdT, y expresa CD20" de forma heterogénea (6). En esta etapa, la cadena Igu se
expresa en la membrana celular de forma débil conjuntamente con las moléculas VpreB
y A5 (que actian como sustitutos de la cadena ligera de la Ig, cuyo loci no ha sido
todavia reordenado en estos estadios de maduracién), y las proteinas de sefializacién
Iga-IgB (CD79a-CD79b). Todos estos elementos (Igu, VpreB/A5 y CD79a-CD79b)
conforman el pre-receptor de la célula B (pre-BCR), presente por tanto en pequefias
cantidades en la célula pre-Bll. A este nivel tiene lugar una primera seleccion positiva
de precursores B (confirmando asi que la cadena Igu generada es funcional) mediante la
cual se eliminan aquellas células que presentan reordenamientos IGH no funcionales y
gue constituyen aproximadamente la mitad de las células pre-B generadas (10, 25).

Ademas, el pre-BCR induce la expansion proliferativa de las células pre-B-1l (26) que
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hayan logrado un reordenamiento productivo de la cadena pesada y el inicio del
reordenamiento de los genes de la cadena ligera de las Ig (IGL) (10, 25).

Si dicha célula logra un reordenamiento productivo de los genes de la cadena
ligera, alcanza la fase de célula B inmadura/transicional, caracterizada por la
expresion de la molécula IgM completa en la membrana de la superficie celular (Sm).
En este momento, el linfocito B inmaduro ya tiene un fenotipo cercano al del linfocito B
naive maduro, incluyendo expresion fuerte de CD20 y CD45; no obstante, se diferencia
del linfocito B maduro en que ain conserva una expresion débil de CD10 y reactividad
fuerte para CD38 (Figura 1), y en que ademas expresa niveles mas elevados de sigM,
menor cantidad de slgD y presenta positividad homogénea para CD5 (6). Durante la
fase de linfocito B inmaduro tiene lugar el proceso de seleccién negativa, con la
finalidad de eliminar aquellos linfocitos B que expresan BCR autorreactivos (27, 28).
No obstante, antes de su eliminacién definitiva las células B inmaduras que reconocen
un Ag propio en la MO disponen de una segunda oportunidad para reordenar su loci
IGL y "reeditar” su BCR, de manera que solo si después de este proceso de "edicion™
del receptor las células B inmaduras siguen siendo autorreactivas, son inducidas a morir
por apoptosis, o quedan en un estado de incapacitacion funcional o anergia (10). Por el
contrario, si la célula expresa un BCR no autorreactivo (ya sea en la primera o en la
segunda oportunidad de reorganizacion de sus genes), esta sigue adelante en su
maduracion hacia linfocito B naive maduro (10). Esta célula coexpresa SmigM y
SmIgD, ha perdido la expresion de CD10, CD38 (Figura 1) y posteriormente también de
CD5 (6), y finalmente abandona la MO a través de las venas del endotelio alto para

alcanzar la SP y dirigirse a los 6rganos linfoides secundarios.
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Diferenciacion linfoide B
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Fig 1. Maduracion linfoide B. Caracteristicas inmunofenotipicas de los diferentes
estadios de maduracion de la célula B de humanos en la médula dsea, sangre periférica
(SP) y drganos linfoides secundarios. Las barras horizontales representan las fases de
la diferenciacion B en las que se produce reordenamiento de las cadenas pesadas
(IGH) vy ligeras (x y A) de las inmunoglobulinas durante el proceso de maduracion
(Adaptada de Pérez-Andres et al(29) y van Zelm et al(7))

1.2. - Maduracion linfoide B dependiente de Ag

La célula B naive CD27'CD20"CD19°CD38'slgM*slgD" (Figura 1) que sale de
la MO, circula a través de SP y entra en los érganos linfoides secundarios (por ejemplo,
a través de las venas endoteliales llega a en la zona T del GL), donde puede encontrarse
0 no con su Ag. En el caso que no haya interaccion con el Ag, el linfocito B naive
abandona el GL a través de las venas linfaticas y recircula continuamente entre la SP y
los 6rganos linfoides secundarios, muriendo por apoptosis al cabo de varios dias. Por el
contrario, si la célula B naive reconoce a su antigeno presentado por las células

dendriticas foliculares (CDF) y entra en contacto con células T activadas especificas de

8
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Ag, se activa y migra al CG (2, 3), donde las células B estan continuamente migrando
entre la zona oscura (rica en centroblastos) y la zona clara (rica en centrocitos) (30).
En la zona oscura la célula B sufre una proliferacion intensa y rapida y en ella tienen
lugar los procesos de hipermutacion somatica (HMS) de IGV y el cambio del isotipo de
IGH; en la zona clara la célula B se reencuentra con el Ag, produciéndose la
maduracion de la afinidad de su BCR por el mismo; con ello se aumenta la
supervivencia y proliferacion de aquellos clones de celulas B que presentan una elevada
afinidad del BCR por el Ag inductor de la respuesta B (2, 3).

En la actualidad podemos distinguir los linfocitos B del CG de otras células B
del GL, gracias a que las primeras expresan un patron de proteinas diferente. En
concreto, los linfocitos B del CG expresan niveles mas elevados de CD10, CD38, CD95
y HLADR, junto a menor cantidad de CD44 y Cybcl2; todo ello, junto a la positividad
heterogénea de marcadores relacionados con la maduracién del compartimento de
células B efectoras/memoria (como CD27), permite distinguir las células B del CG de
los linfocitos B naive, las células B de memoria y los plasmablastos (2). Ademas, se ha
sugerido que los centroblastos expresan CXCR4 (31) y CD77 (32) de forma mas intensa
que los centrocitos, si bien no se ha llegado a un consenso sobre cuales son las
diferencias fenotipicas exactas entre estas dos subpoblaciones de linfocitos B del CG
(2).

Como hemos mencionado previamente, la celula B que tiene una afinidad
incrementada por su Ag, abandona el CG y puede diferenciarse bien hacia linfocito B
de memoria (que permanece mayoritariamente en lugares de drenaje de Ag, como la
zona marginal del bazo y de los foliculos linfoides, y el epitelio de las mucosas de las
amigdalas, y una minoria recircula a través de la SP) o bien hacia plasmablastos, que a

su vez se diferencian a CP productora de anticuerpos (Ac) (8). La diferenciacion del
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linfocito B hacia una célula secretora de Ac se promueve tras la sobreexpresion de
factores de transcripcién como el factor regulador de interferon 4 (irf-4), la proteina de
maduracion inducida por linfocito B (Blimp) y la proteina 1 de union de segmentos X
(Xbp-1), que reprimen a los factores de transcripcion Pax-5, bclé y mitf (factor de
transcripcion asociado a microftalmia). Este nuevo programa de expresion genica inhibe
futuros procesos de hipermutacion somatica y de cambio del isotipo de la cadena pesada
de la Ig, estimulando la secrecion de Acs junto a cambios en el patron de expresion de
proteinas de la superficie celular y en las propiedades de ““homing™ de la célula B (3,
33).

La CP es una célula efectora terminalmente diferenciada, que muere por
apoptosis al cabo de unos dias, a no ser que logre asentarse en nichos especificos de la
MO o en tejidos tipo MALT, donde se induce su supervivencia y mantiene de forma
prolongada su capacidad de secrecion de Acs (33). EI compartimento medular de CP
tiene unas caracteristicas fenotipicas bien definidas, claramente diferentes al resto de los
compartimentos linfoides B. Asi, junto a la elevada expresion de CD38 y la positividad
para CD138 y Cylg (habitualmente de tipo 1gG o IgA y en menor proporcion IgM), la
célula plasmética normal de MO carece de reactividad para la mayoria de los antigenos
asociados a linea B (CD5, CD20/FMC7°, CD22", CD23", CD24", CD25", CD79b),
excepto CD19, CD21, CD27 y CyCD79a (34-36). Ademas, la CP expresa Blimp1, una
proteina que desempefia un papel clave en la diferenciacion del linfocito B a CP
productora de Acs (33, 37). Una proporcion variable de CP normales de MO puede
expresar de forma débil marcadores asociados a otras lineas hematopoyéticas, como

CD13, CD28, CD33 y CD56 (34, 38-40).

Ademas de estar presentes en los tejidos linfoides referidos, gran parte de las

poblaciones linfoides B descritas en este apartado circulan también en sangre, donde por
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tanto podemos encontrar poblaciones en transito: aquellas que acaban de salir del
organo linfoide primario (linfocitos B inmaduros y naive) o que simplemente no han
reconocido antigeno (linfocitos B naive), y poblaciones linfoides B post-CG (células B
de memoria y CP). Teniendo en cuenta que este trabajo de tesis doctoral se centra en la
deteccion y caracterizacion de células B aberrantes/clonales en muestras de sangre
periférica, consideramos conveniente revisar en mas detalle en esta introduccion la
distribucion y las caracteristicas fenotipicas mas relevantes de las subpoblaciones
linfoides B presentes en la SP de adultos, como marco de referencia a la hora de poder

identificar alteraciones en estos compartimentos de células linfoides B circulantes.

1.3. - Identificacion y caracterizacion de subpoblaciones linfoides B de SP de

adultos sanos

1.3.1. - Identificacion y distribucion relativa de las poblaciones

linfoides B presentes en SP de adultos sanos

La subpoblacién de linfocitos B més representada en SP normal de adultos son
los linfocitos B maduros naive, que constituyen entre 60% y 70% de todas las células
B circulantes. Estas células se caracterizan por coexpresar SmigM y SmlgD, son CD27
y carecen de mutaciones somaticas en la region IGV. Por el contrario, los linfocitos B
de memoria (~30%-40% de todas las células B de SP) han sufrido fendmenos de HMS
y aproximadamente la mitad de ellos muestran ademéas cambio de isotipo de IGH,
reflejado en la expresion de SmIgA y SmigG en entre 20% y 25% de las células B de
memoria de SP de adulto (41, 42). La otra mitad de las células de memoria coexpresan
SmIgM y SmigD; recientemente se ha identificado ademaés, dentro de las células B de
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memoria SmIgM* una poblacién minoritaria con mutaciones somaticas, caracterizada

por expresar Gnicamente smlgM en ausencia de smigD (smlgM*smlgD) (43).

Desde el punto de vista fenotipico, la identificacién de los linfocitos B de
memoria se ha basado durante mucho tiempo en la expresion de CD27 (44), ya que la
expresion de este marcador se correlaciona de forma directa con la presencia de
mutaciones somaticas en los genes de las 1g (41, 45, 46). No obstante, recientemente se
han identificado subpoblaciones de linfocitos B de memoria SmlgG* y SmIgA™ que son
CD27" (47); en concreto, alrededor de 20% de las células B de memoria slgG* y 10% de
las células B de memoria sIgA™ de SP de adultos sanos, no expresan CD27 (29).
Actualmente se desconoce el origen concreto de estas células B de memoria CD27" y su
relacion con los linfocitos B de memoria CD27"; no obstante, datos preliminares
sugieren que la frecuencia de mutaciones somaticas es mas baja en las poblaciones
CD27" y que podria deberse a mecanismos de generacion de memoria diferentes a la via
clasica del centro germinal (47, 48). Recientemente se han identificado en humanos
subpoblaciones de LB de memoria sIgE*(48); no obstante, estudios realizados en
modelos murinos sugieren que las CP secretoras de IgE podrian originarse directamente
a partir de LB de memoria SmIgG1* (49), aunque esta posibilidad sigue siendo motivo
de controversia y est& por demostrar de forma definitiva (50).

Ademas de los linfocitos B naive y de memoria, también pueden identificarse en
la SP de adultos células de linea B con caracteristicas morfoldgicas, fenotipicas y
funcionales de CP (51-53). Esta subpoblacion es muy minoritaria, ya que representa
aproximadamente el 1%-3% (1-5 células/uL) del total de células B circulantes en
adultos sanos, en condiciones normales (29, 51-53). Se cree que la mayoria de estas

células corresponden a plasmablastos recién generados en los GL, que circulan en la
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sangre durante un corto periodo de tiempo, hasta que puedan alcanzar un nicho en la
MO, bazo o tejido MALT (54).

Junto con estos plasmablastos, en ciertas condiciones de activacion inmune
también es posible detectar CP maduras circulantes que han abandonado la MO v las
mucosas (51, 52). A diferencia de lo que ocurre con los linfocitos B de memoria, la IgA
es la inmunoglobulina de superficie (slg) méas frecuentemente expresada por el
plasmablasto/CP de SP (50%-80%), lo que sugiere que la mayoria de éstas CP
circulantes podrian originarse en respuesta a productos de bacterias comensales de la
mucosa gastrointestinal (51, 55); alrededor de 20% y 15% de las CP circulantes,
expresan SmIigM y SmIgG, respectivamente, mientras que entre 15% y 20% de los
plasmablastos/CP circulantes de SP no expresan slg (Figura 1) (29, 51, 53). Ademas,
recientemente se ha descrito la presencia de plasmablastos/CP slgD"* sigM™ (<5% del
compartimiento de plasmablastos/CP) en la SP de adultos sanos (53), cuya presencia se
ha asociado con respuesta inmune en vias respiratorias altas (55).

Ademas de todas las poblaciones linfoides B antes referidas, en la SP de adultos
sanos se detecta también de forma sistematica, aunque en muy baja frecuencia (del 2%-
4% del total de celulas B en adultos; alrededor de 1-5 células/uL) linfocitos B
inmaduros (Figura 1) (29, 42, 53). Estas células se identificaron inicialmente como la
contrapartida fenotipica de las llamadas células B "transicionales™ del raton, y hoy se
sabe corresponden a linfocitos B inmaduros que abandonan la MO durante el proceso de
seleccion negativa. Asi, estas células muestran caracteristicas fenotipicas de un linfocito
B Smlg® inmaduro [CD19", CD10", CD24", CD38"] que coexpresa SmigM y SmligD,
carece de mutaciones de los genes IGH y presenta una capacidad in vitro para proliferar
y diferenciarse a célula secretora de Ac claramente inferior a la de las células B naive

maduras (42, 56, 57). En realidad se trataria de un compartimento celular heterogéneo,
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constituido por células que abandonan la MO y que pueden estar en diferentes fases de
maduracion, entre los estadios de célula B inmadura y de linfocito B naive maduro (58).
En este sentido, merece destacar que el namero de linfocitos B inmaduros se encuentra
aumentado en la SP de los nifios (59, 60) y de pacientes con enfermedades autoinmunes
y otras enfermedades de base inmunoldgica (p.ej. lupus eritematoso sistémico,
inmunodeficiencia comun variable y enfermedades linfoproliferativas ligadas al
cromosoma X) Yy durante el proceso de regeneracion de MO tras trasplante
hematopoyético (61), generalmente asociado a una disminucion del ndmero de
linfocitos B de memoria (42, 56, 57). Existe la posibilidad (ain no demostrada) de que
en humanos algunas de estas células puedan concluir su maduracion en la periferia,
actuando como células B reguladoras humanas (62), o que puedan sufrir un proceso de
transformacion neoplasica. Finalmente, merece resefiar que este compartimento de
células B inmaduras tiene una ratio x/A ligeramente mas elevada que las otras

subpoblaciones de células B circulantes (alrededor de 2,0 vs 1,5, respectivamente) (29).

1.3.2. - Caracterizacién inmunofenotipica de las poblaciones de células B de

SP de adultos sanos

A continuacion se describen de forma detallada las principales moléculas (de
membrana y/o intracelulares) que expresan las distintas subpoblaciones linfoides
presentes en la SP de adultos y descritas en el apartado anterior. La mayoria de las
moléculas a las que haremos referencia se encargan de regular el desarrollo y contribuir
a las funciones de las células B, como es el caso de los correceptores y otras moléculas

asociadas al receptor para antigeno, las moléculas que participan en la interaccion
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linfoide B-T durante la respuesta inmune y moléculas que dirigen el trafico de las

células B, entre otras (1) (Figura 1y Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas inmunofenotipicas de las diferentes subpoblaciones de células B
presentes en SP (29).

Linfocito B . . . .
Antigeno  inmaduro/ LlnfOFIIO B  Linfocito B Plasmablasto/
. naive de memoria CP
transicional
CD5 A -+ - -
CD19 + + + +d
CD20 ++ ++ ++ +d/-
Moléculas asociadas CD21 +/++ nwe ++ -
aBCR CD22 + + + -
CD45 ++ ++ ++ +/++
CD81 ++ + + +
sigH ++ + ++ +d/-
CD23 -1+ -1+ - -
Moléculas asociadas P22 ) ) * )
CD27 - - + ++
a la respuesta
: CD40 ++ ++ ++ +
inmune B
. CD86 - - - +
dependiente de
célulaT CD95 - - I+ *
CD200 ND + - ND
HLA-DR ++ ++ ++ +/++
Moléculas que Clelrte - * * )
P A fi CXCR4 -/+d + + -/+d
dirigen el trafico de
la célula B CXCR5 * + + -/+d
CD138 - - - -/+d
Receptores de TLRY ND " -+ +
tipo toll
CD10 + - - -
Otras moléculas CD24 + +d + -
asociadas a linea CD38 + -/+d -/+d ++/+++
linfoide B CD43 - - - +
CD53 + + ++ +d

Intensidad de expresion: (-) negativo; (+d) positivo débil; (-/+) expresion heterogénea de negativo a
positivo; (+) positivo; (++) positivo fuerte; (+++) positivo muy fuerte; ND: no descrito.

1.3.2.1. - Moléculas asociadas a BCR

Entre las proteinas de membrana mas relevantes asociadas al BCR
(SmIg/CD79a/B), cuya funcion es clave en la transduccion de sefiales a partir del

reconocimiento antigénico mediado por este receptor, se encuentran las moléculas
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correceptoras CD19, CD21, CD81 y CD225, las proteinas coestimuladoras CD20 y
CD45 (63, 64), y las moléculas CD5 y CD22 que se ha sugerido podrian actuar como
reguladores negativos de la sefializacion a través de BCR (64-66).

Los linfocitos B inmaduros y los linfocitos B naive de SP expresan ambos
niveles elevados y homogéneos de la mayoria de las moléculas asociadas al BCR (p.ej.:
CD19, CD20, CD22 y CD45). Se diferencian entre ellos porque los linfocitos B
inmaduros expresan niveles mas elevados de CD81 (53) y SmIgM y mas bajos de
SmigD (29, 42, 53, 57) y CD21 (58) y muestran positividad homogénea para CD5 (42),
en comparacion con los linfocitos B naive. Se ha sugerido -a partir de estudios en los
que se observa una baja respuesta in vitro de los linfocitos B inmaduros mediada por
BCR-, que la positividad para CD5 y la expresion debil de CD21 en esta poblacion
celular, podria inhibir su activacion en la circulacion periférica (42, 57). La gran
mayoria (~90%) de los linfocitos B naive son CD5", aunque se sabe que un subgrupo
minoritario de este compartimento celular expresa CD5, sin que se conozca hasta el
momento si los linfocitos linfocitos B naive CD5" son o no funcionalmente diferentes
de los CD5".

La expresion de moléculas asociadas a BCR en la subpoblacién de linfocitos B
de memoria circulantes es muy similar a la de los linfocitos B naive, con la excepcion
de CD5, ausente en las células de memoria (29, 53). En general, la mayoria de los LB
circulantes (naive y de memoria) expresan CD21 de forma intensa, si bien un porcentaje
minoritario de ambas subpoblaciones (=3% de los linfocitos B naive y 4% de los
+débil

linfocitos B de memoria) son CD21 (67); este rasgo se asocia ademas a un fenotipo

+débil +H++,

ligeramente diferente de los linfocitos de memoria CD21 respecto a los CD21™"":

células CD11c*/CD95%/CD23" vs. CD11¢/CD95/CD23™*, respectivamente (29).
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En los plasmablastos/CP circulantes la expresion de moléculas asociadas a
BCR es muy baja o estd ausente. Asi, estas células expresan de forma débil Smig (el
15% de las CP de SP son incluso Smlg’), CD19 y CD45, en ausencia de reactividad
para CD5, CD20, CD21 y CD22. Una excepcion seria CD81, que permanece positivo

en los plasmablastos/CP de SP (53).

1.3.2.2. - Moléculas asociadas a la respuesta inmune B dependiente de

células T

Los linfocitos B inmaduros, naive y de memoria expresan niveles elevados y
homogéneos de la proteina coestimuladora CD40 y de las moléculas HLA de clase Il
(p.ej.: HLADR) (42, 53); por el contrario, no expresan la cadena o del receptor de la IL-
2 (CD25), que solo estaria presente en un pequefio subgrupo de linfocitos B de memoria
(53, 68). La distincion entre células naive y de memoria -en lo que respecta a la
expresion de este grupo funcional de moléculas-, puede hacerse gracias a su diferente
patron de expresion de CD27, CD23 y CD200. Como hemos mencionado
anteriormente, la mayoria de los linfocitos B de memoria son positivos para CD27 (41,
46), mientras que las células inmaduras y naive son CD27". A su vez, CD23 se expresa
en la mayor parte (~70%) de los linfocitos B inmaduros y en una subpoblacion de los
LB naive, siendo negativo en el compartimiento de celulas B de memoria. Finalmente,
los linfocitos B inmaduros y naive son CD200", mientras que las células B de memoria
son mayoritariamente CD200".

El compartimento de plasmablastos/CP circulantes muestra un cambio claro en
el perfil de expresion de las moléculas asociadas a la respuesta B timodependiente vs.

los linfocitos B naive y de memoria (53); asi, estas células pasan a expresar niveles mas
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bajos de CD40, carecen de CD25, expresan HLADR de forma heterogénea, y muestran
una expresion elevada de las moléculas coestimuladoras CD27 y CD86 (53). Ademas,
la mayoria de los plasmablastos/CP de SP son CD95" (53), en contraposicion con los
linfocitos B de memoria circulantes, que no expresan este receptor de muerte, lo cual
probablemente es reflejo de que las células efectoras de vida corta (como los
plasmablastos) estan programadas para morir (69), a no ser que encuentren un nicho de

supervivencia (p.ej.: en la MO) (70).

1.3.2.3. - Moléculas que dirigen el trafico de las células B

El trafico fisiologico de los linfocitos B hacia diferentes tejidos -como el de los
leucocitos en general-, esta dirigido por las quimiocinas, de manera que ciertas
combinaciones de quimiocinas y sus receptores orientan a las células B hacia tejidos
especificos del organismo (71). A modo de ejemplo, las quimiocinas CXCL12 (SDF-1),
CXCL13, CCL20 y CCL19 atraen a los linfocitos B que expresan sus receptores
(CXCR4, CXCR5, CCR6, y CCR7, respectivamente) hacia el GL (71). De forma
similar, CXCR4 puede dirigir al linfocito B hacia la MO en respuesta a la secrecion de
CXCL12 por parte de las células del estroma medular (70, 71), mientras que CCR9 y
CCR10 participan en el homing de los linfocitos B hacia los tejidos periféricos (p.ej.:
tejido MALT) atraidos por las quimiocinas CCL25 y CCL28 (51), y CXCR3 dirige a los
linfocitos B a zonas de inflamacion (71).

Como cabria esperar, las distintas subpoblaciones de linfocitos B circulantes
presentan patrones de expresion de receptores de quimiocinas diferentes. Los linfocitos
B naive y las células B de memoria circulantes expresan CXCR4, CXCR5, CCR6 y

CCRY7, siendo en éstas Ultimas la intensidad de expresion de estos receptores un poco
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menor (53, 72). Asi mismo, los linfocitos B inmaduros de SP expresan CCR6 (53) y
con menor intensidad, también CXCR4 y CXCR5 (56). Por el contrario, en las CP de
SP se observa una expresion heterogénea (de negativo a positivo débil) de CXCR4,
CXCR5 y CCR6 (53, 55, 73). Ademas, algunos autores han descrito un aumento en la
expresion de CCR9 y CCR10 en los plasmablastos circulantes (51, 52, 73), aunque este

hallazgo no ha podido ser confirmado por otros grupos (53).

1.3.2.4. - Receptores de sefalizacion tipo toll

Los receptores tipo toll o TLR (toll-like receptors) son un grupo de
glicoproteinas que reconocen patrones moleculares altamente conservados, presentes en
microorganismos patdgenos (pathogen-associated molecular patterns, PAMPSs). Este
mecanismo de reconocimiento permite a la célula poner en marcha un sistema rapido de
defensa, aunque inespecifico, complementario pero diferente del inducido por BCR. No
obstante, la sefializacion a traves de estos receptores refuerza la activacion del linfocito
B y otras células inmunes que contribuyen a la respuesta especifica (74). Hasta la fecha
se han descrito 13 subtipos distintos de TLR en mamiferos (incluidos humanos), que se
designan desde TLR1 a TLR13. Las células B humanas expresan en la membrana
TLR1 y TLR6-10 (74) y presentan niveles intracelulares elevados de TLR9 (14). TLR9
es una proteina endosomal que reconoce secuencias citidina-guanidina no metiladas
(nucledtidos CpG); en el linfocito B del CG, las secuencias CpG procederian de Ags
procesados internamente, después de su reconocimiento especifico a través del BCR
(74). El hecho de que los linfocitos B de memoria/efectores expresen niveles
intracitoplasmaticos de TLR9 mas elevados que las células B naive (14), junto con la

observacién de que TLR9 no necesita activar BCR para promover el cambio de isotipo
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de la Ig en los linfocitos B de memoria (75), sugieren que este receptor podria tener un

papel relevante durante la respuesta inmune secundaria.

1.3.2.5. - Otras moléculas asociadas a linea linfoide B

Las moléculas CD10, CD24 y CD38 intervienen en la sefializacion intracelular
de la célula B, y caracteristicamente se sobreexpresan de forma transitoria durante su
maduracion, tanto en la MO como en el CG (Tabla 1). Respecto a sus funciones, CD10
y CD38 tienen actividad enzimatica sobre ciertos péptidos de sefializacion (CD10) (76)
y Ca2" (CD38) (77), induciendo un cambio en su concentracion intracelular; CD24
parece estar asociado con la restriccion de sefiales de activacion de la célula B a partir
de receptores no especificos de Ag (p.ej.: TLR) (78). La molécula CD53 es una
tetraspanina que proporciona una sefial positiva de supervivencia celular (79), aunque su
ligando vy las etapas de desarrollo de la célula B en las que participa permanecen aun sin
definir de forma precisa. Asi mismo, se ha sefialado que la molécula CD43 actuaria
como un marcador de activacion B, pero restringido a los compartimientos de CP y
precursores Pro-B (80).

Las células B inmaduras de SP conservan marcadores que son sobreexpresados
durante las fases tempranas del desarrollo de la célula B en la MO (CD10, CD24 y
CD38), y dejan de expresarlos (CD38/CD10) o los expresan de forma débil (CD24) en
los LB naive y de memoria (42, 53). Asi, cuando las células B inmaduras abandonan la
MO, las moléculas CD10, CD38 y CD24 pasan a expresarse de forma heterogénea a lo
largo de las etapas siguientes de su maduracion (expresion intensa en las células méas
inmaduras, y mas baja a medida que se diferencian hacia linfocitos B naive);

posteriormente, CD10 y CD38 vuelven a expresarse en el linfocito B del centro
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germinal, de forma transitoria (CD10) o con intensidad progresivamente mas alta en su
diferenciacion a CP (CD38). De forma similar, CD53 se expresa de forma intensa en los
LB naive, y su expresion va disminuyendo a medida que la célula madura hacia CP
(81). Por el contrario, los linfocitos B circulantes inmaduros, naive y de memoria son

CD437, mientras que las CP son CD43" (53).

1.3.2.6. - Diferencias fenotipicas entre plasmablastos y CP

Desde el punto de vista fenotipico, se han identificado algunas diferencias entre
las CP que se encuentran en nichos de la MO vy los plasmablastos/CP circulantes en la
SP. Los plasmablastos/CP circulantes expresan de forma débil y homogénea CD19 y
CD45, expresan de forma heterogénea Smlg, CD20 y CD138, son CD56 y muestran
unos niveles de CD38 ligeramente mas bajos, en comparacion con las CP de MO
(Figura 1 y Tabla 1) (51-53); ademas, mas del 75% de los plasmablastos/CP circulantes
expresan Smlg de forma débil (53). Por el contrario, las CP de MO se caracterizan por
la ausencia de marcadores pan-B (p.ej.: CD20 y CD22), expresion heterogénea de CD19
y CD45, expresion fuerte de CD38 y CD138, y son Smlg™; ademas, una pequefia parte
de ellas expresan CD56 de forma débil (82, 83).

Pese a estas diferencias fenotipicas, en la SP resulta complicada la distincion
entre los plasmablastos recién generados en 6rganos linfoides secundarios y las CP que
abandonan la MO vy recirculan en SP (53). Aln asi, estudios recientes han observado
qgue en la SP de sujetos sanos se diferencian dos poblaciones de CP con distinta
expresion de CD138 (CD138" y CD1387*%; las CP que expresan esta molécula de
forma mas intensa muestran un perfil fenotipico caracteristico de una célula mas madura

(expresion maés fuerte de CD38 y Cylg, y expresion mas débil de CD45) (53). Sin
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embargo, merece resefiar que ambos compartimentos celulares (tanto los plasmablastos
recién generados como los plasmablastos/CP circulantes) expresan el marcador de
proliferacion Ki-67 de forma intensa (53), lo que sugiere que estas células ain no han
completado su maduracién. A su vez, los plasmablastos recién generados después de
una vacunacion especifica (p. ej.: con toxina tetanica) son CD38""/CD138"/CD20",
comparado con el grupo de plasmablastos/CP circulantes presentes de forma sistematica
en la SP de sujetos sanos no vacunados (52). Por tanto, la expresién de CD138 parece
estar mas relacionada con la maduracion post-CG (53) o la migracién hacia la MO (84),
que con la discriminacion entre los plasmablastos recién generados que salen de los

organos linfoides secundarios y las CP circulantes que abandonan la MO.

1.4. - Linfocitos B y senescencia

1.4.1. - Concepto de inmunosenescencia

El término inmunosenescencia hace referencia a los cambios estructurales y
funcionales del sistema inmune relacionados con la edad avanzada; estos cambios se
manifiestan en una disminucion evidente de la respuesta frente a las infecciones a
medida que avanza la edad (la infeccion es la tercera causa de muerte en sujetos
mayores de 65 afios), en un aumento de la susceptibilidad a padecer cancer y en un
incremento de la incidencia de enfermedades autoinmunes (85-87)

En los Gltimos afios se han realizado numerosos estudios centrados en conocer
en profundidad los mecanismos de senescencia inmune, la mayor parte de los cuales se
han llevado a cabo en modelos murinos (88-92). Si bien es verdad que muchos de ellos

han contribuido enormemente a que conozcamos mejor los eventos que inducen
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respuestas inmunes deficientes, sabemos que existen diferencias entre el ser humano y
el raton, por lo que seria necesaria una comprension clara de estas diferencias para
poder extrapolar conceptos de una especie a otra (85). A su vez, el conocimiento preciso
de los mecanismos que llevan a la inmunosenescencia en el ser humano constituiria la
base fundamental para el desarrollo de estrategias encaminadas a paliar los efectos de la
edad sobre la funcion inmune. En los siguientes apartados de esta Introduccion se
revisan especificamente los cambios relacionados con la inmunosenescencia de los
linfocitos B, asi como los mecanismos moleculares involucrados conocidos hasta la

fecha, y las consecuencias de estos cambios sobre su funcion en la respuesta inmune.

1.4.2. - Cambios en la distribucion de las subpoblaciones linfoides B

relacionados con la edad.

En ratones ancianos se ha descrito una disminucion evidente de los progenitores
comprometidos hacia la linea linfoide B (88, 93, 94), pese a que en términos globales el
numero de CPH se encuentra incrementado con la edad (95). Aungue no se conocen
bien los mecanismos subyacentes que explican este cambio, se ha sugerido que la
reduccion del ndmero de progenitores linfoides a medida que avanza la edad seria
consecuencia de una combinacion de factores, entre los que cabe destacar: (a) factores
intrinsecos de la CPH (96), ya que se ha visto en ratones ancianos que el perfil de
expresion génica de estas células estd fundamentalmente orientado hacia genes que
promueven su compromiso hacia la linea mieloide, y; (b) factores dependientes del
micromedioambiente de la MO, ya que se ha referido que las células estromales de MO
de ratones ancianos tiene una capacidad de produccion de IL-7 disminuida respecto a la

de las células estromales de ratones jovenes (97), posiblemente unida a una menor
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sensibilidad de los progenitores linfoides a la IL-7 (98). Ademas se ha referido que la
expresion de Rag-2 en las células Pro-B murinas se veria influenciada por el ambiente
medular (99). La contribucidn relativa de todos estos factores es aun bastante imprecisa.
En cualquier caso, lo que si esta claro es que el envejecimiento se asocia con una
reduccion en la liberacion de células B desde la MO, que a su vez conlleva una
disminucion en la produccion de linfocitos B maduros, con un mantenimiento
paradojico del nimero total de linfocitos B (89); esto se ha achacado, bien a una
disminucion de la migracion de los linfocitos B maduros al bazo y otros organos
linfoides secundarios y un aumento en su retorno a la sangre (89), bien a una posible
expansion homeostatica de aquellos linfocitos B que han reconocido Ag, como los
linfocitos B de memoria y los linfocitos B de la zona marginal (ZM). (93)

Frente a la amplia informacion disponible en el raton, los trabajos realizados en
este campo en el ser humano son mucho menos numerosos. Ademas, en estos ultimos
estudios se pone de manifiesto, en contraposicion con lo descrito en el modelo murino,
que el porcentaje y numero absoluto de linfocitos B totales circulantes disminuye
claramente con la edad (100-102), aunque existe una gran variabilidad entre los
diferentes sujetos analizados (donantes sanos) (103-105). La literatura es menos clara (e
incluso contradictoria) en lo que se refiere a los cambios en la distribucion de las
subpoblaciones de linfocitos B con la edad. Asi, algunos trabajos sugieren que el
namero de linfocitos B de memoria (identificados de forma genérica como células
CD19°/CD27") aumenta (106, 107), mientras que otros estudios encuentran una
disminucion de este compartimento celular (100-102) a medida que avanza la edad.
Algo similar ocurre con la subpoblacién de linfocitos B de memoria que no han sufrido
cambio isotipico (células CD19"IgM*IgD*CD27%): mientras unos grupos han visto que

esta poblacion esta reducida en la SP de personas de edad mas avanzada (108), otros
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autores no han encontrado diferencias numeéricas significativas en esta poblacion celular
entre jovenes y ancianos (101). En contrapartida, parece mas claro que los linfocitos B
de memoria que han experimentado el cambio isotipico (definidos como células SmigD"
CD27") estarian reducidos (en nimeros relativos y absolutos) en el anciano (101, 108);
por el contrario, trabajos recientes sugieren que la poblacion de linfocitos B de memoria
SmigD'CD27" (47, 109) estaria aumentada en individuos ancianos (107).

Todas estas discrepancias pueden deberse, al menos en parte, a las diferentes
técnicas empleadas para el analisis de los linfocitos B y sus subpoblaciones mayoritarias
-incluyendo el empleo de distintos criterios de identificacion de las subpoblaciones
linfoides B-, ademas de otros factores dependientes de las series estudiadas, como
diferencias en la distribucion de los grupos de edad, en el tamarfio de la cohorte y en el
origen étnico de las poblaciones incluidas en el estudio y el area geografica de la que

proceden.

1.4.3. - Cambios moleculares relacionados con la senescencia de células B

En los procesos de desarrollo, maduracion, mantenimiento y funcion de los
linfocitos B intervienen mdltiples vias de sefializacion, que al ponerse en marcha
activan una serie de factores de transcripcion, que finalmente conducen a la expresién
de los genes necesarios para cada proceso. Pese al papel fundamental de las proteinas de
sefializacion y los factores de transcripcion en el control de cada etapa de diferenciacién
de la célula B, la informacion disponible en el momento actual sobre la expresion y
funcién de estas moléculas en el proceso de senescencia de los linfocitos B en humanos,

es muy escasa (85).
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Existen algunos datos obtenidos de modelos murinos, a partir de estudios
centrados en analizar los procesos de hipermutacion somatica y cambio isotipico en
funcién de la edad. Frasca y cols (110) demostraron que las células B esplénicas de
ratones ancianos estimuladas con anti-CD40 e IL-4 tenian una menor capacidad de
realizar el cambio de isotipo de lg, en comparacion con células B de ratones jovenes.
Este defecto se asocio a la enzima AID (citosina deaminasa inducible por activacion),
ya que vieron que su actividad estaba muy reducida en ratones mayores (110). Estos
mismos autores demostraron en un trabajo posterior (111) que el defecto de la enzima
AID dependeria de un déficit de expresion del factor de transcripcion E47 (fundamental
para inducir la activacion de AID) (110), a su vez condicionado por un aumento en la
expresion de la proteina tristetraprolina (un regulador negativo de la estabilidad del
ARNmM de E47), observada en los linfocitos B de ratones ancianos (112).

En humanos también se han llevado a cabo algunos estudios moleculares sobre
la capacidad de respuesta funcional de los linfocitos B, en relacion con la edad. Asi, la
respuesta proliferativa B a través de la via de CD40 parece estar disminuida con la edad
(113). Tambien se sabe que en donantes sanos con edad mas avanzada, los linfocitos B
estimulados in vitro (con anti-CD40 e IL-4) tienen una capacidad significativamente
menor de secrecion de 1gG, y de realizar el cambio de clase de Ig, respecto a células B
de sujetos jovenes. Al igual que en el raton, estos hallazgos se han atribuido a una
menor capacidad de induccién de AID, que posiblemente también sea consecuencia de
un defecto de expresion del factor de transcripcion E47 en células B de individuos
ancianos (101), aunque los datos resultan mas controvertidos que en el modelo murino.
Por tanto, es posible que la regulacion post-transcripcional de E47 sea un proceso
multifactorial, que tiene como Ultima consecuencia el fracaso del cambio isotipico

observado en las células B de los sujetos ancianos.
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La posibilidad de que exista un defecto inherente en la sefializacion a través de
la via de CD40/1L-4 de las células B senescentes -independiente de la funcion de E47-,
no se ha investigado en profundidad. La expresion de CD40 no estéd reducida en las
células B de ratones ancianos (114, 115) ni de humanos (116); sin embargo, la
intensidad de la sefial generada a partir de la estimulacion de CD40 es progresivamente
mas débil, a medida que avanza la edad. (115). Asi mismo, estudios recientes (117)
realizados en ratones, han demostrado que el envejecimiento disminuye no solo la
respuesta serica especifica contra el virus de la influenza in vivo, sino también in vitro,
asociandose a una menor expresion de AID a nivel de ARNm. De acuerdo con estos
hallazgos, la expresion de AID en células B estimuladas podria predecir la capacidad de
las células B para generar una respuesta optima frente a la vacuna de la gripe.

Otros factores de transcripcion que participan en los procesos de maduracion de
los linfocitos B también podrian tener un papel relevante en la inmunosenescencia B.
Como hemos mencionado en apartados anteriores de esta introduccion, entre los
factores de transcripcion relevantes en las etapas tempranas de la maduracion B destaca
PAX-5, tambien conocido como BSAP (B-cell-specific activator protein). Hasta la
fecha, solo se ha estudiado el papel de PAX-5/BSAP en el proceso de senescencia de
los linfocitos B en modelo murino, pero no en humanos. En estos trabajos, en los que se
evalud la expresion de ARNm de PAX-5a y de la proteina BSAP en ratones, no se
encontrd ningun cambio, ni en el estado del ARNm ni en los niveles de la proteina,
entre ratones de 18-20 meses y ratones jovenes (2 meses); sin embargo, si se pudo
comprobar que la capacidad de BSAP para unir secuencias de ADN en el promotor de
CD19 estaba claramente disminuida en los ratones ancianos (118). Este ltimo hallazgo
podria contribuir a explicar la disminucion de los progenitores comprometidos hacia la

linea linfoide B que se evidencia en ratones ancianos, y pone de manifiesto la
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importancia de entender los cambios que ocurren en la expresion de los factores de
transcripcion de las células B, relacionados con la edad.

Mas limitada aun, es la informacion de que disponemos acerca de los posibles
cambios en la expresion y funcion de factores de transcripcion que participan en etapas
mas tardias de la diferenciacion linfoide B (p.ej.: bcl6, irf4, xbpl y blimpl) en relacion
con la inmunosenescencia. En el Unico trabajo publicado al respecto, realizado en
modelo murino, se vio que la expresion de blimpl a nivel de ARN (inducido tras
estimulacion in vitro de linfocitos B con lipopolisacaridos) era similar en ratones
jévenes y ancianos (110).

En resumen, los resultados preliminares derivados de un nimero relativamente
limitado de estudios recientes muestran la existencia de un defecto intrinseco en la
capacidad de las células B de sujetos ancianos de llevar a cabo el proceso de
recombinacion somatica para el cambio de isotipo de Ig. Asi mismo, en relacion con
este defecto funcional, se ha constatado la existencia de una disminucion o alteracion
funcional del factor de transcripcion E47 como consecuencia del envejecimiento; esto
podria ser debido a una disminucion de la estabilidad del ARNm, la cual lleva a una
disminucion de AID, que a su vez se refleja en la disminucion del cambio de clase de Ig
en las células B activadas. Un mejor conocimiento de estos y otros cambios asociados a
la inmunosenescencia B, resulta fundamental para el establecimiento de nuevas dianas
diagnosticas y terapéuticas, cuya finalidad sea mejorar la respuesta inmune "humoral”
no solo en ancianos, sino también en sujetos inmunodeprimidos y en el contexto de la

respuesta inmune frente a vacunacion (117).

1.4.4. - Impacto de la inmunosenescencia en la funciéon B
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Estudios recientes basados en la secuenciacion de la region CDR3 de IGH, han
demostrado que el repertorio de los linfocitos B se va haciendo progresivamente mas
restringido a medida que avanza la edad, y que esta pérdida de diversidad resultaria de
la expansion de algunos clones dentro de ese repertorio B mas limitado (119). Desde
hace tiempo se conoce que tanto en ratones como en humanos de edad avanzada, es
frecuente detectar una Ig monoclonal en pequefia cuantia en plasma, situacion que desde
hace décadas se conoce con el término de "gammapatia monoclonal de significado
incierto” (GMSI) (120, 121). En concreto, en humanos la GMSI tiene una prevalencia
de alrededor del 2% en sujetos mayores de 50 afios, aumentando hasta casi el 7% en
sujetos por encima de los 80 (122). En el momento actual parece evidente que la GMSI
constituye una condicién previa al desarrollo de una neoplasia maligna de CP (mieloma
maultiple) (123), habiéndose referido de hecho una tasa de progresion anual a mieloma
de aproximadamente un 1%; no obstante, la gran mayoria de los sujetos con GMSI no
llegan a desarrollar la neoplasia maligna. Inicialmente se sugirié que la GMSI podria
resultar de la expansion de pequefios clones de linfocitos B reactivos (algunos trabajos
describen incluso la presencia de expansiones oligoclonales linfoides B en estos
pacientes), pero en el momento actual se desconoce el verdadero significado de la
emergencia de estas poblaciones con la edad (124).

Ademas de la restriccion progresiva del repertorio de células B, se ha sugerido
que con el envejecimiento se deteriora también la capacidad de los linfocitos B para
producir Ac eficaces. Experimentos realizados in vitro han demostrado que la secrecion
de 1gG se reduce con la edad tanto en ratones (125) como en humanos (101). Sin
embargo, in vivo se ha visto que en humanos la cantidad de 1gG e IgA (pero no de IgM)
plasmatica aumenta con la edad, (126) a pesar de la reduccién en el numero de células B

y de los defectos en el proceso de cambio de isotipo, antes descritos. Esta aparente
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paradoja podria reflejar un aumento en la produccién de Ac de baja afinidad en personas
ancianas, o la activacion de vias anomalas de sefializacion tras el reconocimiento
antigénico. Ademas, se sabe que con la edad existe un aumento de niveles de
autoanticuerpos (127); una posible explicacion a esta observacion es que exista un
descenso del proceso de seleccion positiva, de manera que si el nimero de células B que
se producen en la MO del anciano es progresivamente menor, habria menos
competicion por la supervivencia con un menor umbral para la seleccion de células B y
el consiguiente incremento de células B autorreactivas. Alternativamente, la produccién
de autoanticuerpos podria ser consecuencia de un estimulo especifico inducido por un
Ag externo, ya que se ha comprobado que, en sujetos de edad avanzada se incrementan
los niveles de autoanticuerpos en respuesta a la inmunizacion por influenza, de forma
paralela a la deteccion de Ac especificos del virus (128).

La principal consecuencia practica de estos cambios, en términos de estrategias
de salud publica, es la pobre respuesta de los ancianos frente a la vacunacion. La mayor
parte de las vacunas anti-infecciosas disponibles son menos eficaces en los adultos de
edad maés avanzada que en los jovenes, tanto en lo que se refiere a vacunas que inducen
preferentemente una respuesta T (como la vacuna de la gripe) como a aquellas con
respuesta predominantemente de anticuerpos (como la vacuna contra el pneumococco

sp) (129).

2. - SINDROMES LINFOPROLIFERATIVOS CRONICOS B (SLPC-B)

2.1. - Concepto, clasificacion y caracteristicas generales
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Los sindromes linfoproliferativos cronicos B (SLPC-B) constituyen un amplio
grupo de enfermedades clinica y biologicamente heterogéneas, que tienen en comun el
originarse a partir de la expansion clonal de células linfoides B de apariencia
morfolégicamente madura, bloqueadas en estadios relativamente avanzados de su
diferenciacion (130-132). Esta expansion y acumulacion celular puede cursar con
expresion predominante en MO y/o en SP, o puede tener lugar preferentemente en los
organos linfoides secundarios (133). La relativa facilidad con la que puede accederse a
la célula tumoral a partir de una puncion venosa de SP, MO o tejido linfoide, junto con
el desarrollo de una gran variedad de técnicas para el analisis de las caracteristicas
bioldgicas de dicha célula, han impulsado de forma notable los avances en el
diagnostico y evaluacion pronostica de los SLPC-B. Asi, la clasificacion diagnostica
actual de los SLPC-B incluye, ademés de los criterios clinico-bioldgicos,
citomorfologicos e histolégicos convencionales, la informacion derivada de los estudios
inmunofenotipicos y de analisis geneticos/moleculares, para la definicion de entidades
diagnosticas concretas (133-137) (Tabla 2).

De igual manera, el término de SLPC-B con expresion leucémica engloba tanto
las neoplasias linfoides crénicas B primariamente leucémicas como los linfomas
leucemizados (135). De este modo, y de acuerdo con la clasificacion de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), dentro de los SLPC-B primariamente
leucémicos se incluyen la leucemia linfatica cronica B (LLC-B), la leucemia
prolinfocitica B (LPL-B), y la tricoleucemia (TL), tanto en sus formas clasicas como
atipicas y variantes (134). En estas tres entidades habitualmente se infiltra primero la SP
y/o la MO, aungue a menudo se observa también afectacion del bazo y/o de los ganglios
linfaticos (132). A su vez, entre los linfomas primarios que méas frecuentemente cursan

con leucemizacion, merece destacar el linfoma folicular (LF), el linfoma de células del
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manto (LCM), el linfoma de la zona marginal esplénica (LZME), el linfoma B difuso de
célula grande (LBDCG) vy el linfoma linfoplasmocitico (LLP)/macroglobulinemia de
Waldestréom (MW) (135); en estas entidades son habitualmente los ganglios linfaticos
y/o el bazo, los érganos inicialmente afectados (132). El linfoma linfocitico de célula B
pequefia (LLCBP), aunque debuta como un linfoma ganglionar, presenta caracteristicas
superponibles a la LLC-B, por lo que queda englobado en la clasificacion de la OMS

junto con esta entidad (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de las neoplasias linfoides de células B maduras propuesta por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Adaptado de Harris, N.L., et al (134)

Leucemias crénicas de célula B maduras / periféricas

Leucemia linfatica crdnica de célula B/linfoma linfocitico de célula B pequefia
Leucemia prolinfocitica de célula B
Tricoleucemia

Linfomas de célula B maduras / periféricos

Linfoma de la zona marginal esplénica

Linfoma de la zona marginal extranodal tipo MALT?

Linfoma de la zona marginal nodal

Linfoma folicular

Linfoma de células del manto

Linfoma B difuso de célula grande

Linfoma plasmablastico

Linfoma de Burkitt

Linfoma de célula B inclasificable

Linfoma linfoplasmocitico/macroglobulinemia de Waldestrom

Neoplasias de células plasmaticas

Mieloma multiple / plasmocitoma

®Tejido linfoide asociado a mucosas.
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2.2. - Origen de los SLPC-B de acuerdo con la célula normal de la que

derivan

Las células B neoplésicas de pacientes con SLPC-B reflejan en general las
caracteristicas de células B normales de distintos tejidos linfoides, blogueadas en
estadios concretos de la maduracion B (138, 139). Por consiguiente, los estudios
inmunofenotipicos de los SLPC-B han estado dirigidos a la identificacion de aquellas
caracteristicas fenotipicas de las células neoplasicas que, por su similitud con las células
normales, permiten establecer la linea B de la célula expandida y su correspondiente
estadio madurativo (138, 139). Ello implica que para la correcta tipificacion de los
diversos SLPC-B se hace necesario el conocimiento de las caracteristicas normales de
las células B, no solo de SP o MO (cuyas caracteristicas fenotipicas han sido descritas
en los apartados anteriores de esta introduccion), sino también de otros tejidos linfoides;
en la actualidad, la informacion disponible acerca de las caracteristicas fenotipicas de
los linfocitos B de tejido linfoide normal o reactivo sigue siendo relativamente escasa.
Pese a esta limitacion, hoy se conoce que las células de la zona marginal del tejido
ganglionar normal o reactivo, muestran un fenotipo slgM*/slgD”, expresan bcl2
citoplasmatico de forma intensa y tienen positividad variable para los antigenos CD5,
CD10, CD23 y CD27, junto a una baja expresién de CD20 y CD38 y negatividad para
Ki-67 -fenotipo caracteristico de linfocitos B maduros en reposo- (140). La
heterogeneidad fenotipica de estas células se debe a la coexistencia de diferentes
subpoblaciones de células B. Asi, una pequefia proporcion de linfocitos B expresa
niveles elevados de slgD y CD23 junto a cantidades intermedias de CD21,
constituyendo el grupo de células B foliculares virgenes (sigD**, sigM*®! cD23",

CD21%), mientras que la subpoblacion mayoritaria presenta niveles elevados de CD21 y
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CD1d correspondiendo a células de la zona marginal (ZM) (slgM™, sigD™"" D23,

CD21**, CD1d") (141).
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Fig 2. Diferenciacion B en el Centro Germinal. Al entrar en el CG, las células B se
activan y transforman en centroblastos que proliferan y maduran hasta centrocitos.
Estos eventos estan acoplados a procesos de hirpermutacion somatica de los genes de
las Ig y al cambio de isotipo de la Ig producida. Las células B del CG que han
acumulado mutaciones de Ig que incrementan su afinidad por antigenos son
seleccionadas positivamente por los antigenos correspondientes y, por consiguiente,
sobreviven y abandonan con exito el CG. Por el contrario, las células que no son
seleccionadas positivamente por antigenos sufren apoptosis dentro del CG y se
eliminan. Las células que han abandonado el CG (células B post-CG) pueden tener uno
de dos destinos: diferenciacion a célula plasmatica o diferenciacion a célula B de
memoria. Ag: antigeno; CDF, célula dendritica folicular.

Tras el reconocimiento antigénico, la maduracidn de estas células dependiente
de linfocitos T supone la formacion del CG y la correspondiente transicién de células B
foliculares virgenes a células efectoras (142). En el CG los linfocitos B son
habitualmente CD5 y CD23" y muestran expresién débil de Smlg y bcl2 citoplasmatico,

junto a reactividad fuerte para CD10, CD20 y CD38 (Figura 2); ademas, estas células B

pasan a expresar CD27 y tienen una elevada tasa proliferativa (45, 143). Por su parte,
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las CP ganglionares tienen algunos rasgos fenotipicos diferentes de los plasmocitos de
la MO, incluyendo expresion variable (de débil a intensa) de bcl2 citoplasmatico, mayor
proporcion de células CylgM™ y escasa reactividad para CD138 (29, 144).

De acuerdo con el modelo de la maduracion linfoide B normal en lo que se
refiere a si los linfocitos B han sufrido o no el proceso de hipermutacion somatica en los
genes de Ig, se considera que los SLPC-B se originarian en células B que no han pasado
por el CG (carentes de mutaciones en los genes de las Igs) o en células B del CG o post-
CG (células B que han pasado a través del CG y que presentan mutaciones en los genes
de las Igs) (Figura 3) (142, 145). Por ejemplo, el LF, el linfoma de Burkitt (LB) y el
LBDCG serian SLPC-B derivados de las células B del CG, y de hecho muestran perfiles
de expresion génica asociados a células B del CG, a excepcion de algunos LBDCG
cuyos perfiles de expresion génica se asemejan mas a los encontrados en células B
activadas in vitro (146, 147).

Como se muestra en la Figura 3, el CG esta rodeado por una zona del manto
compuesta por linfocitos B naive, muchos de los cuales son CD5". En el momento
actual se piensa que la mayor parte de los LCM se originarian a partir de células B naive
CD5" de la zona del manto; sin embargo, en aproximadamente 20-30% de los casos se
detecta la presencia de mutaciones en los genes de la region variable de las Ig, lo que
sugiere que la célula B ya habria pasado por el CG.

Finalmente, en la zona marginal de los 6rganos linfoides (Figura 3) se encuentra
una poblacion heterogénea de células B (cuyo origen es aun discutido), que incluye
probablemente células B de memoria post-CG y células B naive implicadas en la
respuesta inmune independiente de células T. Actualmente se cree que los linfomas
MALT (nodal y extranodal) derivarian de estas células B de la zona marginal. El

LZME, comprende tanto a células B foliculares como células B de la zona marginal, y
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en este linfoma a menudo los linfocitos B tumorales no presentan mutaciones en los
genes de la region variable de las 1gs (148).

Respecto a la LLC-B, el origen de la célula B tumoral ha sido muy debatido en
el pasado. En aproximadamente la mitad de los casos las células B de la LLC-B
presentan mutaciones en los genes IGHV, ausentes en la otra mitad de los pacientes.
Actualmente se considera que las LLC-B que presentan genes IGHV mutados (en las
que por tanto ya ha tenido lugar el proceso de hipermutacion somatica) derivarian de
linfocitos B de memoria, presentes tanto en MO y SP como en los 6rganos linfoides
secundarios, mientras que los casos no mutados presumiblemente derivan de células B
naive que no han pasado por el CG (149).

Aunque las células tumorales de los SLPC-B se asemejan fenotipicamente a las
células B normales de su correspondiente estadio madurativo, es evidente que las
células neoplésicas con frecuencia presentan alteraciones en los patrones de expresion
de proteinas normales -fenotipos aberrantes- (150-152). En los SLPC-B, estas
alteraciones fenotipicas consisten habitualmente en: i) expresion asincrénica de
proteinas asociadas a maduracion celular (asincronismos madurativos), ii) reactividad
anormalmente elevada (sobre-expresion antigénica) o disminuida (sub-expresion
antigénica) de un antigeno y/o iii) fenotipos asociados a caracteristicas alteradas de
dispersion de luz (FSC, dispersion frontal de luz o tamafio celular, y SSC, dispersién
lateral de luz o complejidad interna de la célula) (150-152). A diferencia de lo que
ocurre en las leucemias agudas, en los SLPC-B la expresion en las células neoplasicas
de antigenos asociados a una linea celular distinta de la suya, constituye un hallazgo

relativamente poco habitual (150-152).

36



Wendy Grey Nieto Pérez Introduccién

=Linfoma de Células del Manto

CD19+, CD20+, 22+, CD79b+, SmIgM+ Y ‘gl y

yio Smigh, CDS, CDI3., CD38-/+

sLinfoma de la Zona Marginal s : @}; > %
Esplénica : JILCB N o
DI+, CDI0+, 22+, CDT9b+, Smlgt, H ¥ |{Eenes region ¥ 1o mutados) S T O)>

CD24-, FMCT+, Cybel2+, CD25-, CD5-,
CD10-, CD23-, CD11c+, CD43-/,

Célula plagméum

CD103-, HO2-, belf-, CD3E (variable) v
. LLP / MW E
; CD19+, CD24+, v
CD25+, CD20/FMCT+,
e ey *Micloma Miltiple
CylgMF, CDS#, Smlg+débil, CD20-
Smlght+, CDS-, CD23- f+débil, CDIBH,
. CD10-, CD3§ S B (T
(variable) CDS56++, CD22-, CDS-,

D23, CD4S-, CD19-,
CD1T-H+, CD2E-+,
CD33-/+, CDEL+débil,

Centro Germinal CD126+, CDB6+

Célula B naive

©

v

LLCB Céln‘ln? _dslmenmrh
W no mutados) L N sLeucemia Prolinfocitica
St CDI9+, CD23+, CD21+,

CDI19+, CD20H, 22-+déhil,

CDTOb+débil, Smlg-+ T& | CDIAE, CD2SE, CD2TH, SmigM

wo Smighd, CDE-F, CDES-,

CD24+, FMCT- ? ?
y 2 § CD103-, CD11¢ (variable
Cybelz++, CD25+, CD5+, K Zona Marginal . . s € (v )
CD10-, CDZ3+, CD11e-f+, 7 L i
D43+ ; Fl I v
v i
SLLC-B *Tricoleucemia
*Linfoma de Burkitt sLinfoma B Difuso de Célula Grande : CD19++, FMCT+, CD79b+, CD20+-+,
CD19+, CD20+, CD22+, CD79b+, Smig, CD194++, CD20/EMCT 4+, CD224+, H CD22++, Smigts, CD11¢+, CD25+,
Cybel-+déhil, CDS-, HLA-DR+, bels+, CD79b4-+, Smigi+, CDS-, CD10-4, H CD103+, HE2+, CDS-, CD10-, CD23-,
CDI0+, CD23-, CDA8+H, Tdt- cD3- i L3054+
! v
sLinfoma Folicular sLinfoma MALT
CD19-+, CD2EMCT 4+, CD22+, CD79b+, Smigh, Smilgt, CDI%H, CD224+, CD79b+,
Cybel2+-++, CDS-, CDL0+, CD23-, CD11c-, CDM3-, CD3E+ CXCR3+, CD5-, CD23-, CD10-, CD27-,
CD45RO-

Fig 3. Origen celular de los sindromes linfoproliferativos cronicos B (SLPC-B). En
funcién de las etapas de la maduracion de las celulas B normales y de la ausencia o
presencia de hipermutacion somatica, los SLPC-B pueden dividirse en: i) SLPC-B
derivados de células B pre-CG y carentes de mutaciones en los genes de las Ig,
(leucemia linfatica cronica, linfoma de células del manto, y linfoma de la zona marginal
esplénica), ii) SLPC-B derivados de células B que han pasado por el CG y que
muestran mutaciones de Ig (linfoma folicular, linfoma B difuso de célula grande,
linfoma de Burkitt), iii) SLPC-B derivados de células B post-CG (linfoma
linfoplasmocitico, mieloma mdltiple), y iv) SLPC-B derivados de células B de memoria
(leucemia linfatica crénica, tricoleucemia, leucemia prolinfocitica). Las lineas
continuas indican etapas o estadios madurativos de la célula B normal y las lineas de
puntos muestran los linfomas que presumiblemente se originarian a partir de cada
estadio de la diferenciacion normal. (Adaptado de Kuppers (153))

Por todo lo anterior, en la actualidad la caracterizacién inmunofenotipica de los
SLPC-B persigue no solo la identificacion de las similitudes existentes entre la célula B
neoplasica expandida y su contrapartida normal que permitan la identificacion de la
linea celular y estadio madurativo de la misma, sino también de sus diferencias (131).

Estudios recientes en neoplasias de precursores B y algunos subtipos de SLPC-B

sugieren que la expresion alterada de antigenos asociados a distintos estadios
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madurativos en las células de pacientes con SLPC, podria reflejar alteraciones genéticas
subyacentes o anomalias en la comunicacion entre la célula expandida y su
micromedioambiente (131).

En los apartados siguientes de esta Introduccidn se revisaran las caracteristicas
bioldgicas (fenotipicas, genéticas y moleculares) y los factores pronosticos mas
relevantes de los distintos SLPC-B, centrandonos especialmente en la LLC-B, que sera
nuestra referencia fundamental de estudio y comparacion al revisar en la tercera seccion

de la Introduccion de esta tesis doctoral a las linfocitosis B monoclonales.

2.3. - Leucemia linfatica cronica de células B (LL.C-B)

La LLC-B es un SLPC-B primariamente leucémico, caracterizado por la
presencia de una linfocitosis monoclonal absoluta y progresiva >5x10° células B/L.
Estas células B presentan apariencia madura y se localizan en SP, MO y/u otros érganos
linfoides (154). La LLC-B constituye la leucemia mas frecuente en los paises
occidentales, de forma que representa aproximadamente el 30% de todas las leucemias
y el 10% de todas las neoplasias hematologicas (155, 156), incrementandose claramente
esta incidencia a medida que avanza la edad (157).

Aunque en la actualidad se desconocen las causas que originan la enfermedad, se
sabe que la existencia de antecedentes familiares es uno de los factores de riesgo mas
evidentes que predisponen a padecer la neoplasia (158-160). En este sentido, entre el
6%-9% de los pacientes presentan antecedentes familiares de LLC-B (161-163), y
alrededor del 9%-12% tienen antecedentes familiares de otros SLPC-B diferentes de la
LLC-B (161-163). Estudios recientes han comparado las mutaciones de la region

variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGHV) de pacientes con LLC-B
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esporadica y familiar, y han comprobado que el repertorio de genes IGHV no presenta
diferencias significativas entre ambos grupos de pacientes, lo que se ha interpretado
como una evidencia de la existencia de un componente genético de la enfermedad, en
lugar de una etiologia medioambiental (164, 165); por otro lado, hasta la fecha siguen
sin existir evidencias convincentes acerca del papel de los factores medioambientales
relacionados con el desarrollo clinico de la enfermedad (155).

Desde el punto de vista clinico, la LLC-B es una enfermedad heterogénea, asi,
mientras que la mayoria de los pacientes que se diagnostican en la actualidad se
encuentran asintomaticos, en ocasiones la enfermedad se manifiesta clinicamente como
un SLPC tipico y los pacientes presentan sintomas constitucionales (p. ej.: astenia),
esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatias e infiltracion extranodal, y no es
infrecuente la presencia de anemia hemolitica autoinmune e infecciones (166). Ademas,
la heterogeneidad de la LLC-B se refleja sobre todo en una evolucion y pronostico
variables entre distintos pacientes, de forma que en aproximadamente la mitad de los
casos sigue un curso clinico relativamente indolente, mientras que en la otra mitad de
los pacientes progresa de forma mas rapida de lo esperado. Pese a ello, hoy se cree que
los pacientes con riesgo de progresion, diagnosticados en fase temprana de la
enfermedad, podrian beneficiarse de un tratamiento precoz de la misma, antes de que la
progresion ocurra. Por consiguiente, se hace necesaria la identificacion de marcadores
pronosticos fiables, sobre todo en las fases tempranas de la enfermedad, que permitan
evaluar la utilidad de nuevas opciones de tratamiento, como el empleo combinado de

guimioterapia y/o inmunoterapia, ya en las fases iniciales de la enfermedad (167).

2.3.1. - Caracteristicas inmunofenotipicas
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Las celulas neoplasicas de la LLC-B presentan un fenotipo caracteristico,
aunque a la vez relativamente heterogeneo, asociado a una escasa actividad proliferativa
(168-170). En las formas tipicas (LLC-B tipica), las células B neoplasicas CD19"
coexpresan de forma constante CD5, CD23 y CD200, y muestran una reactividad debil -
respecto a los linfocitos B maduros de SP normal- para CD20, CD22, CD79b, CD81 y
Smlg, en ausencia de expresion de FMC7 (169, 171); ademas, las células B clonales de
la LLC-B tipica son positivas para CD21, CD24, CD25, CD27, CD39, CD40, CD45RA,
CD62L, CXCR5 y slgM, y expresan de forma intensa Cybcl2 (144, 172). En las formas
atipicas de la enfermedad, este patron fenotipico puede verse modificado, adoptando
distintos perfiles (p.ej.: CD5, CD23", FMC7", Smlg" o CD79b")(173). Tanto en la
LLC-B tipica, como en las formas atipicas, el patron de expresion de otros marcadores
como CD11c, CD38, CD45R0, CD49d, CD80, CD95, CD124, CD126, CD130 y ZAP-
70 es heterogéneo y variable de unos casos a otros (172, 174). Ademas, merece destacar
que la reactividad para algunos de estos ultimos marcadores, como CD38 y CyZAP-70
(presente en casi la mitad de los casos), se ha asociado con el estado mutacional de los
genes IGH -ausencia de mutaciones somaticas- y/o un peor pronostico de la enfermedad
(175-178). Ademas, la expresion de CD49d en las células tumorales de las LLC-B no

mutadas se ha asociado también con un peor prondstico (174, 179).

2.3.2.- Caracteristicas genéticas

Al igual que ocurre con las caracteristicas fenotipicas, genéticamente la LLC-B
es también una enfermedad heterogénea, detectandose alteraciones cromosémicas en
aproximadamente 50-80% de los pacientes (180-183). La alteracion numérica mas

frecuente es la trisomia 12 (presente en el 15-25% de los casos), que puede aparecer
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aislada o junto a otras anomalias (184). Esta puede ser la primera alteracion genética
secundaria que, junto a otras anomalias cromosomicas, probablemente refleja una
evolucion clonal con progresion de la enfermedad; ademas, la presencia de trisomia 12
se ha asociado con una mayor frecuencia de LLC-B con morfologia atipica y/o un
incremento de la expresion de Smilg y/o FMC7/CD20 (184, 185). A su vez, la alteracion
estructural detectada con mayor frecuencia en los pacientes con LLC-B es la pérdida de
material genético del cromosoma 13, por delecion en la banda 13g14.3 presente en 35-
60% de los casos, seguida de deleciones en el cromosoma 11 a nivel de 11922.3~q23.3
(5-20% de los casos) y en el cromosoma 17p13 (5-16% de los casos) (168, 181, 183,
186).

En relacion con estas alteraciones genéticas caracteristicas de la LLC-B se han
identificado algunos genes candidatos asociados a tumor; entre ellos destacan dos genes
que codifican para micro-ARNs (miRNA) presentes en la region 13914.3 (miR-16-1 y
miR-15a), el gen ATM en la region 11g22-23 y el gen TP53 en la region 17p13 (183,
187, 188). Estos dos ultimos genes estan implicados en la regulacion de la muerte por
apoptosis y le confieren a la célula patoldgica resistencia a la quimioterapia, (p.ej.:
resistencia a fludarabina), mientras que se ha sugerido que los genes miR-16-1 y miR-
15a regularian la expresion de la proteina anti-apoptdtica bcl2 (189). Por otra parte,
estudios recientes sugieren que la proporcion entre la proteina bcl2 (inhibidora de la
apoptosis) y las proteinas de la familia de bax (inductoras de la muerte celular)
constituye uno de los mecanismos importantes en la homeostasis de la LLC-B, de forma
que cuando la proporcién bcl2/bax es alta, los linfocitos tenderian a acumularse mas y
ademas la enfermedad seria mas resistente al tratamiento. Estos mismos estudios
sugieren que este fendmeno podria estar asociado a la expresion de genes responsables

de resistencia maltiple a farmacos (164).
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En lo que respecta al impacto pronostico de las alteraciones citogenéticas,
merece destacar que la LLC-B con del(13q) o cariotipo normal suele presentar buen
prondstico; por el contrario, los enfermos con del(11q), del(17p) o cariotipo complejo,
muestran una peor evolucidn asociada a una supervivencia significativamente mas corta
y ademas, en el caso de la del(17p) a ausencia de respuesta al tratamiento convencional.
Las LLC-B con trisomia 12 presentan un prondstico intermedio (181, 183).

Aunque inicialmente se describid la presencia de t(11;14) en algunas LLC-B,
hoy se considera que dicha alteracion es altamente sugerente de linfoma de celulas del
manto (190, 191). Asi mismo, en una pequefia proporcion de las LLC-B (< 5%) se ha
descrito la presencia de t(14;18) tipica de los linfomas foliculares, en cuyo caso es
obligado hacer el diagndstico diferencial entre ambas entidades. En casos aislados se ha
detectado la presencia de t(14;19), relacionada con un cambio posicional del gen BCL3

(192).

2.3.3 - Caracteristicas moleculares

En los Gltimos afios, se ha demostrado que el proceso de hipermutacion somatica
de los genes IGHV es uno de los marcadores moleculares mas importantes en la LLC-B,
por su utilidad para definir dos subgrupos de pacientes con diferente prondstico. Asi, las
LLC-B que muestran una identidad de los genes IGHV > 98% respecto a la linea
germinal (LLC-B "no-mutadas") y que representan el 45% de los casos, presentan
habitualmente un curso clinico méas agresivo, con una supervivencia notablemente mas
corta; en ellas, la célula de origen de la leucemia parece ser una célula B naive pre-
centro germinal (193, 194). En contraposicion, los pacientes con una identidad de los

genes de IGHV <98% respecto a los genes de la linea germinal (LLC-B "mutadas") y
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que suponen el 55% del total de LLC-B, presentan un curso clinico relativamente
benigno y una supervivencia global mas larga; se piensa que estos casos derivarian de
una célula B de memoria post-centro germinal (193-195) (Figura 3). No obstante,
estudios recientes han demostrado que en ambos grupos de pacientes las células
tumorales tienen un fenotipo caracteristico de una célula B que ha reconocido Ag -
independientemente del proceso de hipermutacion de los genes IGHV-, y muestran
perfiles de expresion génica similares a los linfocitos B de memoria (196-199). En
definitiva, el origen celular de ambos subtipos de LLC-B sigue siendo incierto.

Ademas del estado mutacional los genes IGHV, otro aspecto relevante de la
enfermedad en relacion con estos genes, es el hecho de que las células de la LLC-B
muestren un uso preferencial de determinados genes IGHV (149, 196, 200, 201),
hallazgo que apoya la hipdtesis de la estimulacion antigénica en la ontogenia de la
enfermedad (202, 203). En concreto, se ha visto que los genes IGHV mas
frecuentemente compartidos por grupos de pacientes con LLC-B son los genes IGHV1-
69, IGHV4-34, IGHV3-7 e IGHV3-21, aunque sus frecuencias relativas varian entre las
distintas cohortes de pacientes (149, 196, 200, 201). Asi mismo, el proceso de
hipermutacién somatica no parece ocurrir uniformemente en pacientes que expresan
diferentes secuencias de los genes IGHV; p.ej.: aquellos casos que expresan el gen
IGHV1-69 se caracterizan por presentar muy pocas mutaciones, al contrario de lo que
ocurre en los casos que presentan los genes IGHV3-7, IGHV3-21, IGHV4-34, que
generalmente muestran un patron mutado (149, 196, 200, 201, 204). Ademas, parece
que el uso del reordenamiento IGHV3-21 confiere un peor prondstico, independiente del
estado mutacional del gen IGHV (200, 205), mientras que el uso de la region IGHV4-34

se asocia generalmente a un curso clinico més indolente (204, 206).
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Finalmente, merece destacar que trabajos recientes, (207, 208) en los que se ha
secuenciado por completo el genoma de la LLC-B han permitido identificar 4 genes que
se encuentran mutados de forma recurrente en los pacientes que presentan esta
enfermedad: NOTCH1, XPO1, MYD88 y KLHL6. Las mutaciones en MYD88 y KLHL6
se observan de manera predominante en los casos de LLC-B que tienen mutaciones en
los genes de las Ig (IGHV), mientras que NOTCH1 y XPO1 fueron identificados
principalmente en pacientes con Ig no mutadas. Al realizar un analisis detallado de los
patrones de mutacion somatica de estos pacientes, junto con sus asociaciones clinicas y
funcionales, se llego a la conclusion de que las mutaciones recurrentes de NOTCHL,
MYD88 y XPO1, estdn directamente relacionadas con la presencia de cambios
oncogenicos que podrian contribuir a determinar la evolucion clinica de la enfermedad.

De igual forma, estudios realizados por este mismo grupo, permitieron
identificar mutaciones en el gen SF3B1 asociada a una mayor tasa de progresion y una
menor supervivencia global de la enfermedad (208). En contrapartida, estos trabajos
(207, 208) proporcionan una primera evaluacion de las mutaciones somaticas presentes
en la LLC-B y sus asociaciones mas significativas con las caracteristicas clinicas de la
enfermedad y apoyan la hipotesis de que podrian existir diferentes vias de alteracién

molecular implicadas en la ontogenia y la progresion de la LLC-B.

2.3.4.- Factores prondsticos

La clasificacion convencional de los pacientes con LLC-B para estadiaje de la
enfermedad se basa en una serie de observaciones clinicas y pruebas de laboratorio
establecidas desde hace afos, propuestas por los grupos de trabajo de Rai y cols (209) y

Binet y cols (210) (Tabla 3).
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Ambos sistemas reflejan la carga tumoral global del paciente y permiten
establecer el prondstico en el momento del diagnostico de la enfermedad (Tabla 4).
Debido a su simplicidad y reproductibilidad, estos sistemas de clasificacion han sido
ampliamente adoptados durante décadas, y su valor pronostico validado en numerosos
estudios. Pese a ello, en la actualidad se considera que unicamente con la informacién
proporcionada por estos sistemas de clasificacion basados en el comportamiento clinico
del paciente y el recuento de sus células sanguineas, no es suficiente para predecir la
supervivencia o la necesidad especifica de tratamiento de los pacientes con LLC-B, al

menos a medio y largo plazo (167, 211).

Tabla 3. Estadios clinicos de la LLC-B segun las clasificaciones de Rai y cols (209) y de Binet
y cols (210)

G Mediana de
rupo de - . . X
riesgo Caracteristicas clinicas supervivencia
(meses)
Estadios de Rai
0 Bajo Sélo linfocitosis® >150
I Intermedio  Linfocitosis, linfadenopatia 101
I Intermedio Linfocitosis, _esplenomegalla y/o 71
hepatomegalia
11 Alto Linfocitosis, anemia® (Hb<110g/L) 19
Linfocitosis, trombopenia® (plaguetas
v Ao 1 hox10%L) 19
Estadios de Binet
. Sin anemia, ni trombopenia;
A Bajo < 3 reas linfoides® involucradas >160
B Intermedio Sin anemia, m_trombopenla; 84
> 3 areas linfoides involucradas
-ab
C Alto Anemia’ (Hb<100g/L) y/o 24

Trombopenia® (plaguetas <100x10%L)

Recuento absoluto de linfocitos en sangre >5x10°/L

® Con o sin aumento de tamafio de ganglios linfaticos, bazo o higado

“Con o sin anemia 0 aumento de tamafio de ganglios linfaticos, bazo o higado
dCinco areas linfoides posibles: axilar, cervical, inguinal, bazo e higado
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Por este motivo, a los sistemas de clasificacion anteriores se han afiadido otros
factores, entre los que se incluyen pardmetros biolégicos que permiten estimar la
evolucion de la enfermedad de forma mas precisa (Tabla 4). Entre estos nuevos
parametros prondsticos se encuentran el sexo y la edad del paciente (212). Respecto al
sexo, se ha observado que las mujeres tienen una supervivencia mas larga comparada
con la de los varones, aunque la razon exacta de esta diferencia sigue siendo
desconocida (212-214); respecto a la influencia de la edad en el prondstico, esta no esta
clara, porque por un lado se ha visto que la supervivencia general es mas larga en los
joévenes y mas corta en los pacientes mayores (214-216), pero por otro las muertes
relacionadas con la enfermedad ocurren mas a menudo en pacientes mas jovenes (157,
214).

La morfologia celular y el patron histologico de infiltracion de la MO se
relacionan claramente con el prondstico de la LLC-B: una morfologia celular atipica
definida por la presencia de prolinfocitos o linfocitos hendidos, se asocia con un peor
prondstico de la enfermedad (217, 218); a su vez, un patron de infiltracion difuso de la
MO se relaciona con una supervivencia significativamente mas corta, en comparacion
con los pacientes en los que se evidencia un patron de infiltracion medular no difuso
(219).

Los demas factores pronosticos estan constituidos fundamentalmente por
pardmetros bioldgicos, a la mayoria de los cuales ya se ha hecho referencia en las
secciones anteriores de esta memoria. De ellos (Tabla 4), se relacionarian con un peor
prondstico (curso clinico mas agresivo y una supervivencia mas corta) la ausencia de
mutaciones somaticas en los genes IGHV, el aumento en la expresién de ZAP-70 y de
CD38 en los linfocitos B neopléasicos vy las deleciones y/o mutaciones que involucran los

genes TP53 y/o ATM (220). La importancia clinica del estudio combinado de las
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mutaciones de IGHV y de la expresion de CD38 y ZAP-70 ha sido ratificada en otros
estudios (221, 222). No obstante, la mayoria de los autores esta de acuerdo en que antes
de ser incorporados de forma definitiva al proceso de toma de decisiones terapeuticas en
la practica clinica, debe hacerse un esfuerzo de estandarizacion y de validacion en
ensayos clinicos prospectivos que incluyan series grandes de pacientes, teniendo en
cuenta ademas que deben ser factores prondsticos independientes, y que permitan hacer
una evaluacion prondstica de los pacientes con LLC-B de forma simple y reproducible

(223-225).

Tabla 4. LLC-B: Factores prondsticos adicionales a los parametros individuales incluidos en las
clasificaciones de Rai y de Binet (211)

Riesgo clinico

Factor Prondstico

BAJO ALTO

Mayores
Sexo Femenino Masculino
Estadio clinico Binet A BinetBo C

Rai 0, | Rai 1, 111, IV
Patrén de infiltracion de MO Patrén no difuso Patrén difuso
Morfologia de los linfocitos Tipica Atipica
Tiempo de duplicacion linfocitaria >12 meses <12 meses
Expresion de CD38 (% celulas positivas) <20-30% >20-30%
Alteraciones genéticas Ninguna del(11q)

Nivel sérico de timidin kinasa
Estado de los genes IGHV
Expresién de ZAP-70

Otros

Nivel de 2-microglobulina en plasma
Nivel de CD23 soluble en plasma

del 13q (Unica)

Bajo (< 7,1UI/L)
Mutado
Baja

Bajo (< 2,5 mg/L)
Bajo (<574 U/mL)

Pérdida/mutacién TP53

Alto (> 7,1UI/L)
No mutado
Alta

Alto (> 2,5 mg/L)
Alto (>574 U/mL)

MO: médula 6sea

2.4. - SLPC-B con expresion leucémica diferentes a la LLC-B
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Entre los SLPC-B primariamente leucémicos diferentes a la LLC-B, se incluyen,
de acuerdo con la clasificacion de la OMS (133), la LPL-B y la TL, tanto en sus formas

clasicas como atipicas o variantes.

2.4.1. - Leucemia prolinfocitica B (LPL-B)

Durante afios, el diagnostico de sospecha de la LPL-B se ha basado en las
manifestaciones clinico-hematologicas de la enfermedad: linfocitosis elevada
(habitualmente >100 x 10%L) a expensas de una poblacién de linfocitos B grandes con
nucléolo prominente —prolinfocitos- asociada a esplenomegalia con o sin adenopatias
evidentes, y afectacion de la MO (131, 226). Desde el punto de vista fenotipico, los
prolinfocitos B son CD19*, CD20*/FMC7*, CD22*, CD79" y expresan niveles
elevados de SmIgM y/o SmligD; ademas, respecto a la LLC-B, presentan menor
reactividad para CD5 (20-30%), CD23 (10-20%) y CD25 (<50%), marcadores que con
relativa frecuencia son negativos en la LPL-B (Figura 3) (227-229). Asi, en términos
globales el prolinfocito presenta un fenotipo superponible al de un linfocito B activado
de SP, en un estadio madurativo posterior al de la LLC-B (130, 229). Aungue en
algunos casos puede plantearse el diagnostico diferencial con formas variantes de
tricoleucemia (TL-V) (230, 231), los prolinfocitos se diferencian de los tricoleucocitos
en que carecen de reactividad para CD103 y con frecuencia también para CD25, y
expresan de forma mas débil (aunque variable) CD11c y CD305 (LAIR-1) (132). Asi
mismo, debe hacerse el diagndstico diferencial con el linfoma de células del manto
(LCM), que puede presentar un cuadro clinico y morfol6gico sugerente de LPL-B; de
forma caracteristica las células B neoplasicas de los pacientes con LCM son CD200

hdébil cp23" CD5"/CD43" (230) y presentan la translocacion t(11;14)(q13;q932) (230).
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Finalmente, desde hace tiempo se conoce la existencia de formas variantes de LPL-B
con caracteristicas intermedias entre la LLC-B y la LPL-B (229, 232). Algunos de estos
pacientes representan formas evolucionadas de LLC-B, mientras que otros presentan ya
en el momento del diagnostico un porcentaje variable de prolinfocitos (entre 11% y
55%) con caracteristicas intermedias entre ambas entidades (133, 135, 229). Por todo
ello, ante la sospecha de una LPL-B, debe realizarse un cuidadoso diagndstico
diferencial con otros SLPC-B, especialmente con el LCM, la LLC-B atipica y formas
variantes de TL, siendo la verdadera incidencia de LPL-B claramente inferior a la
descrita inicialmente.

La expresion de CyZAP-70 y CD38 en estos pacientes se da en alrededor del 50-
60% de los casos, respectivamente; al contrario de lo que ocurre en la LLC-B, esta
expresion no esta relacionada con el estado mutacional de los genes IGHV (233).

En la LPL-B se han identificado diversas anomalias cromosdmicas, entre las que
destacan las alteraciones en el brazo largo del cromosoma 14 (a nivel de 1432, locus en
el que se localiza el gen IGH), presentes en el 60% de los casos. También se ha descrito
la presencia de la t(11;14)(q13;932) en el 20% de los enfermos con LPL-B, pero hoy se
sabe que estos casos son en realidad LCM con morfologia equivoca de prolinfocito
(136, 234, 235). En la LPL-B parece existir una alta frecuencia de mutaciones somaticas
en los genes IGHV, con predominio de la familia IGHV3, lo que sugiere una seleccion
antigénica y que por tanto, al menos en algunos casos, el prolinfocito tendria un origen
posterior al centro germinal (236, 237). Desde el punto de vista pronostico, el valor del
estado mutacional de los genes IGHV no esta claro. Otras anomalias genéticas descritas
en la LPL-B incluyen la t(6;12)(q15;p13) y deleciones en los cromosomas 1 y 6 (136,

235); ademaés, en 50% de los casos se detectan mutaciones del gen TP53 (238).
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2.4.2. - Tricoleucemia (TL)

Pese a su morfologia caracteristica y a su fenotipo unico, en la actualidad
seguimos sin conocer con precision cual es la contrapartida normal del tricoleucocito.
No obstante, sabemos que la célula neoplasica de la TL ha sufrido los procesos de
recombinacion IGH V(D)J e hipermutacion somatica (239), y que podria corresponder
a una celula B de memoria activada y/o presentadora de antigenos. Fenotipicamente los
tricoleucocitos son muy caracteristicos, no planteandose habitualmente grandes
problemas en el diagnostico diferencial entre la TL y otros SLPC-B. Asi, el
tricoleucocito presenta caracteristicas de dispersion frontal (FSC) y lateral (SSC) de luz,
anormalmente elevadas, reactividad para los antigenos CD25, CD103, LAIR-1
(CD305), CD123, T-bet, anexina Al y HC2, junto a sobrexpresion de los marcadores
CDl11c, CD19, CD20, CD22 y CD72 (130, 230, 231, 240). Ademas, el tricoleucocito
generalmente carece de reactividad para CD5, CD10, CD23 y CD24, es FMC7" y
CD79b" y, aunque generalmente expresa SmigM o SmigD, también puede ser positivo
para SmigG o SmIgA (Figura 3) (241, 242). Se trata de una neoplasia de bajo grado en
la que las células neoplasicas presentan una baja tasa proliferativa (243, 244).

Existe una forma variante de TL (230, 231, 241, 245) en la que, al igual que
ocurre en la forma clésica, los pacientes generalmente presentan en el momento del
diagnostico esplenomegalia, anemia y trombopenia, pero asociadas a leucocitosis (y no
a leucopenia, mas tipica de la TL clasica) en ausencia de monocitopenia (230, 231, 241,
245). Ademas, a diferencia de lo que ocurre en las formas clasicas, en la TL-V las
células B neoplasicas generalmente carecen de expresion de los antigenos CD25 y HC2
(246). Si bien la ausencia de ambos marcadores puede plantear en ocasiones el

diagnostico diferencial con el linfoma de la zona marginal esplénica, las células
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tumorales de la TL-V expresan CD103 y CD305 de forma clara, y tienen un patron de
expresion de CD24 diferente al de las células del LZME (246).

En consonancia con otros SLPC-B, la anomalia citogenética mas frecuente en la
TL consiste en alteraciones en el brazo largo del cromosoma 14 junto a trisomia 5,
alteraciones estructurales que afectan a la region pericéntrica de los cromosomas 5y 2y
anomalias en 1942 (235, 247). Aunque existe sobreexpresion de la ciclina D1, ésta no se
asocia con reordenamientos de Bcll o amplificaciones de PRAD1(248, 249). Desde el
punto de vista molecular, se ha descrito recientemente la existencia de mutacion
(V600E) del gen BRAF1 que estaria presente de forma sistematica en las formas
clasicas de TL pero ausente en la TL-V (250, 251). Asi mismo, en la TL se han

observado ademas deleciones monoalélicas de los genes TP53 y BCL6 (247).

2.5. - Linfomas no Hodgkin B (LNH-B) con expresiéon periférica.

Inicialmente, los LNH-B con expresion periférica se incluyeron bajo el término
de leucemia de células linfosarcomatosas. No obstante, hoy se sabe que corresponden a
formas leucemizadas de distintos subtipos de LNH-B. En principio, todos los subtipos
de LNH-B descritos hasta la fecha pueden leucemizarse, si bien la expresion periférica
es mas frecuente en algunos subtipos de LNH-B. Por ello, ante la sospecha de que una
linfocitosis a expensas de linfocitos B clonales con fenotipo diferente a la LLC-B o la
TL pueda corresponder a una fase de leucemizacién de un LNH-B, es aconsejable
realizar la biopsia ganglionar, para esclarecer el diagnéstico de LNH-B y definir su

correspondiente subtipo histologico.

2.5.1. - Linfoma de células del manto (LCM)
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El LCM representa el 5-10% de todos los LNH del adulto (228). En la mayoria
de los LCM, las células B neoplésicas presentan un tamafio pequefio 0 mediano y
aspecto maduro, similar al de la LLC-B; a veces, el nucleo es hendido con contorno
irregular, asociado o0 no a la presencia de nucleolos evidentes con cromatina dispersa y
escaso citoplasma, en ausencia de sombras de Gumprecht (252). Aunque estos rasgos
citoldgicos contribuyen al diagnostico diferencial entre ambas entidades, para ello es
clave el estudio histoldgico ganglionar y el analisis fenotipico y genético de las células
linfomatosas (253). Desde el punto de vista fenotipico, el LCM muestra caracteristicas
compartidas con la LLC-B, lo que sugiere que su origen podria ubicarse en un linfocito
B en un estadio madurativo inmediatamente posterior al de la LLC-B, que
histolégicamente se localizaria en la zona del manto de los organos linfoides
secundarios. Aproximadamente el 25% de los pacientes con LCM presentan genes
IGHV mutados (254), y esto ocurre con mayor frecuencia en los pacientes con
enfermedad ganglionar (90% vs. 40%) (254). A diferencia de la LLC-B, la presencia de
mutaciones IGHV no se relaciona con la supervivencia (254, 255). El uso de IGHV3-21,
y posiblemente IGHV4-59, podrian estar asociados con una mayor supervivencia de los
pacientes (255).

En el LCM, las células B neoplasicas CD19" generalmente coexpresan CD5,
junto a otros marcadores pan-B como CD20, CD22 y CD24 (130, 132, 150, 232, 246).
Por el contrario, a diferencia de la LLC-B, generalmente carecen de reactividad clara
para CD23 y CD200, al igual que para CD11c que estaria ausente en la gran mayoria de
LCM (256); asi mismo, pueden presentar una positividad mas intensa para SmigM y/o
SmlgD, CD18, CD20, FMC7, CD54 y sobre todo, CD79b; la reactividad para CD38 es
variable, aunque en términos generales superior a la detectada en la LLC-B tipica

(Figura 3) (133, 135, 150, 257).
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La variante blastica de LCM, asociada o no a la presencia de prolinfocitos en SP,
muestra un fenotipo superponible con la forma clasica de LCM, asociada con frecuencia
a un mayor tamafio y complejidad interna de las células B clonales (FSC y SSC),
ademas de expresion de CD10 en algunos casos Y tetraploidia de ADN, lo que podria
Ilegar a plantear el diagnostico diferencial con el LBDCG (258, 259).

Geneticamente, tanto en la forma clasica como en la variante blastoide, las
células B se caracterizan por presentar la translocacion t(11;14)(q13;932) en >95% de
los casos (252); como consecuencia de esta translocacion, el gen PRAD-1/CICLINA D1
localizado en 1113, se yuxtapone con la region de union (J) del gen de la IGH en el
brazo largo del cromosoma 14, en la region 14932 (191), lo que implica un aumento de
la sintesis de ciclina D1(191, 252).

Con ensayos moleculares convencionales, es posible detectar reordenamientos
de bcll en el 70% de los LCM (191, 260), mientras que mas del 95% de los LCM
muestran sobreexpresion de ciclina D1 (191). En los casos de LCM en los que no es
posible demostrar genéticamente la existencia de reordenamientos del gen BCL1(260),
es probable que el punto de ruptura se encuentre mas alla de las regiones cromosémicas
exploradas por los ensayos moleculares convencionales debiendo investigarse la
presencia de la translocacion mediante hibridacion in situ fluorescente (FISH). A
diferencia de las células del LBDCG (con el que a veces puede plantearse el diagnostico
diferencial, como se ha mencionado anteriormente), los linfocitos B neoplasicos del
LCM son bcl6 negativos. En el LCM, las células neoplésicas muestran una tasa
proliferativa relativamente baja, aunque superior a la de la LLC-B (261). Desde el punto
de vista evolutivo hoy se reconoce la existencia de formas indolente y agresiva de la
enfermedad asociada a distintos patrones de expresion génica (262, 263). En funcion de

definir claramente estos dos subtipos de LCM a través de criterios moleculares, estudios
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recientes (262) compararon las caracteristicas clinico-patolégicas, la expresion génica y
el perfil gendmico de pacientes con enfermedad indolente vs pacientes con enfermedad
convencional o agresiva. Lograndose identificar un patron molecular de 13 genes
(RNGTT, HDGFRP3, FARP1, CSNK1E, SETMAR, HMGB3, LGALS3BP, PONZ2,
CDK2AP1, DBN1, CNR1, CNN3y SOX11), que se encuentran altamente expresados en
el LCM agresivo, pero que estan poco expresados o practicamente ausentes (SOX11) en
LCM indolente (262). Estos resultados permitieron concluir que los pacientes con LCM
indolente mostraban una enfermedad leucémica sin infiltracion ganglionar, ausencia de
cariotipo complejo y, un alto porcentaje de mutaciones en el reordenamiento del gen
IGHV, junto con ausencia de la expresion del gen SOX11; lo que puede permitir un

manejo clinico méas especifico y menos agresivo para este tipo de pacientes (262).

2.5.2. - Linfoma folicular (LF)

De todos los linfomas primarios con infiltracion de SP, el LF es el mas
frecuente. Se estima que la incidencia global de leucemizacién en el LF oscila entre
10% y 40% de los casos (264), aungue el empleo de técnicas sensibles como la
citometria de flujo multiparamétrica y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
demuestran que las células B neoplésicas son detectables en la SP (al diagnostico o a lo
largo de la evolucion de la enfermedad) en una mayor proporcién de casos (264, 265).
Estas células pueden confundirse en ocasiones con las de la LLC-B, siendo util para su
diagnostico diferencial la demostracion de la existencia de linfocitos con ndcleo
hendido (centrocitos) y la presencia de cierto grado de polimorfismo celular, que supone

la coexistencia de células pequefias y grandes (centrocitos Yy centroblastos,
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respectivamente) en ausencia de sombras de Gumprecht con fenotipo caracteristico
(264). La histologia ganglionar es esencial para el diagnostico definitivo de LF (132).

Las células B neoplasicas del LF presentan generalmente un fenotipo similar al
del linfocito B del foliculo linfoide normal. Asi, ademas de presentar reactividad fuerte
para SmigM, CD20/FMC7, CD22 y CD79b, estas células coexpresan de forma
practicamente constante CD10, bcl6 y CD38 de intensidad intermedia (130, 143, 228,
246, 266). Por el contrario, habitualmente son negativas para CD5, CD11lc, CD23,
CD43, CD103, CD200, CD305 y HC2, y algunos casos muestran negatividad o
expresion anormalmente débil de CD19 (143, 228, 246, 266); de forma caracteristica, se
observa sobre-expresion de bcl2 intracitoplasmatico (Figura 3) (144). Aunque en la
mayoria de los LF, las células B neoplasicas son de pequefio tamafio (FSC) y tienen
escasa complejidad interna (SSC), en ocasiones se observa la coexistencia -e incluso el
predominio- de células B clonales de elevado FSC y SSC, lo que puede llegar a plantear
el diagnostico diferencial con algunas formas de LBDCG CD10°/CD305 (267). En la
clasificacion actual de la OMS (134) se incluye el LNH folicular cutaneo primario como
un subtipo particular de linfoma centrofolicular. A diferencia del LF tipico, las células
neoplasicas de este subtipo suelen carecer de Smilg, con mayor frecuencia son CD10" y
expresan Cybcl2 de forma menos intensa.

Desde el punto de vista citogenético, 80-90% de los pacientes con LF muestran
presencia de la translocacion t(14;18), en la que el gen bcl2 localizado en el brazo largo
del cromosoma 18 se transloca al cromosoma 14, en la region en la que se sitlan los
genes que codifican la cadena pesada de las Igs y su promotor (134, 264, 268); la
consecuencia de esta translocacion es una sobre-expresion de la proteina bcl2 en el
citoplasma celular (144). A su vez, la sobre-expresién de bcl2 en los linfocitos B

centrofoliculares con t(14;18) inhibe la apoptosis, prolongando la supervivencia de las

55



Wendy Grey Nieto Pérez Introduccién

células B neoplésicas, 10 que conduce a un aumento progresivo de la masa tumoral
(236, 269, 270), pese a que las células tienen una tasa proliferativa relativamente baja

(271).

2.5.3. - Linfoma B difuso de célula grande (LBDCG)

El LBDCG representa en realidad un grupo heterogéneo de linfomas en los que
su descripcion parte de criterios morfoldgicos e histoldgicos. Solo una pequefia
proporcioén de todos los LBDCG (<5%) presenta infiltracion de la SP en el momento del
diagnostico (264), generalmente asociada a la presencia de inmunoblastos grandes y/o
centroblastos. En la mayoria de los casos, las células B neoplasicas presentan
reordenamientos de los genes de las IG y mutaciones somaticas en las mismas (226). En
la clasificacion actual de la OMS (134), dentro del LBDCG se establecen mdltiples
variantes y subtipos, lo que refleja la gran heterogeneidad de este subgrupo de linfomas.

Los linfocitos B neoplasicos del LBDCG suelen tener unas caracteristicas de
dispersion de luz (FSC y SSC) elevadas (en comparacion con los linfocitos B
normales), asociadas a expresion intensa de moléculas pan-B, como CD19,
CD20/FMC7, CD22, CD79b y Smlg, siendo una proporcion elevada de casos
CD10*/CD305 (Figura 3) (130, 135, 257, 266). Entre estos Gltimos pacientes, se
incluiria un subgrupo de casos en los que, ademas de CD10, las células tumorales
sobreexpresan de forma clara Cybcl2, y que podria corresponder a aquellos pacientes
que, de acuerdo con su patrén de expresion gendémica estudiado con microarrays de
oligonucleétidos, muestran caracteristicas de célula B del CG y t(14;18)(932;q21) (144,
272). Tanto CD5 como CD23 suelen estar ausentes, aunque se han descrito casos con

expresion variable de ambos marcadores y que, en el caso de CD5, se han asociado con

56



Wendy Grey Nieto Pérez Introduccién

un peor prondstico de la enfermedad (133, 135, 273). Aquellos LBDCG que expresan
CD?5 se diferencian de los casos diagnosticados como variante blastica de LCM en que
no expresan ciclina D1 y carecen de la t(11;14)(g13;932). Algunos LBDCG presentan
un contenido de ADN aneuploide por citometria de flujo (274) y generalmente tienen
una tasa proliferativa intermedia o alta (274, 275), lo que contribuye a establecer el
diagnostico diferencial con otros SLPC-B. Puede observarse expresion de CD30,
especialmente en la variante anaplasica de LBDCG (276)

En una elevada proporcion (30%-40%) de pacientes con LBDCG se detectan
reordenamientos del gen BCL6 (277, 278), resultado de translocaciones cromosomicas
en las que esta involucrado el cromosoma 3 (concretamente la region 3q27) (277). El
aumento de expresion de bcl6 fuera del centro germinal se asocia con un bloqueo
madurativo a expensas de células B grandes y con la activacion transcripcional de genes
de proliferacion celular (236, 279). Desde el punto de vista prondstico, la presencia de
reordenamientos del gen BCL6 se ha asociado a un comportamiento clinico favorable
del LBDCG (278, 280-282).

Ademas, en otro porcentaje alto de casos (30-40%) se detecta la translocacién
t(14;18) o reordenamientos del locus BCL2 (283, 284), lo que podria reflejar la
ocurrencia de transformacion de un LF previo (269), aunque esta translocacion también
se ha demostrado en LBDCG de novo (285), con fenotipo asociado a linfocito B del CG
(285). Asi mismo, se ha descrito la presencia de translocaciones y/o reordenamientos

del gen C-MYC en un 5-10% de los LBDCG asociado 0 no a t(14;18) (286).

2.5.4. - Linfoma de Burkitt (LB)
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El LB es un linfoma B de células grandes agresivo, que se asocia a estados de
inmunodeficiencia grave, y cuyo pronostico se relaciona en gran medida con el grado de
extension de la enfermedad en el momento del diagndstico (287-289). Desde el punto
de vista fenotipico, el LB es muy caracteristico y con frecuencia reproduce los rasgos de
los linfocitos grandes centrofoliculares, de manera que, ademas de expresar moléculas
pan-B como CD19, CD20, CD22 y CD79b, los linfocitos neoplasicos son CD10",
CD77" y bcl6®, y expresan CD38 de forma muy intensa (290); por el contrario,
generalmente son negativos para CD5 y CD23 y muestran positividad débil para Cybcl2
(Figura 3) (144, 290). Es caracteristico el hallazgo de una elevada tasa proliferativa,
asociada a una mayor propension a sufrir apoptosis espontaneamente in vitro por parte
de las células B clonales (287, 291). Las caracteristicas de dispersion de luz
corresponden a las de un linfocito grande, habitualmente en ausencia de aneuploidia de
ADN que lo justifique. Se ha descrito una forma variante, inicialmente conocida como
linfoma Burkitt-like, con caracteristicas histopatologicas intermedias entre las del LB y
el LBDCG (133, 135). En la actualidad esta forma variante recibe varias
denominaciones, como linfoma de célula B inclasificable, con caracteristicas
intermedias entre el LB y el LBDCG incluyendo la coexistencia de alteraciones
geneéticas caracteristicas de ambas entidades (134). Aunque las células B de estos
pacientes expresan antigenos pan-B en ausencia de CD5, a diferencia del LB, suelen ser
CD10" y muestran mayor expresioén de Cybcl2, junto a positividad intensa para Ki-67
(133, 135).

En el 80% de los LB se detecta la presencia de la translocacion t(8;14)(q24;932),
en la que el gen C-MYC, localizado en el brazo largo del cromosoma 8, se transloca al
cromosoma 14, en la region en la que se sitlan los genes que codifican la cadena pesada

de las IG y su promotor; de esta forma, esta translocacion ocasiona una sobre-expresién
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de la proteina c-myc (287, 292). En el 20% restante de los casos, C-MYC se yuxtapone,
bien al gen IGK dando lugar a la t(2;8)(p11;924) (10% de los casos), o al gen IGL

originando la t(8;22)(q24;911) (10% de los casos) (287, 292).

2.5.5. - Linfoma de la zona marginal esplénica (LZME) y linfoma de la zona

marginal nodal (LZMN)

Clinicamente, el LZME presenta un curso benigno y en general los pacientes no
necesitan un tratamiento inmediato. En la SP, los linfocitos B neoplasicos son
morfologicamente mas grandes que las células B normales, presentan un nucleo
redondo, algo excéntrico, de contornos regulares, con cromatina condensada y a veces
con nucléolo, junto a un citoplasma basofilo con proyecciones vellosas citoplasmaticas,
generalmente dispuestas en un polo de la célula y menos numerosas que las de las
células B de la TL, aunque mas gruesas, largas y separadas (258). En el LZME, las
células B neoplasicas tienen unas caracteristicas fenotipicas que lo situarian en un
estadio madurativo cercano al de la TL. En la mayoria de los casos, las células B
muestran un fenotipo relativamente homogéneo, consistente en expresion fuerte de
Smlg y CD79b y positividad para CD19, CD20/FMC7 y CD22 (148, 293). Al igual que
en la TL, las células B clonales son positivas para CD11c, pero generalmente no supera
los niveles detectados en una pequefia subpoblacién (<5%) de células B circulantes
CD11c", de tamafo intermedio (151). Por el contrario, con frecuencia carecen de
reactividad para CD103, HC2 y CD25, y tienen un patrén de expresion de CD24 y
CD305 diferente del de los tricoleucocitos (Figura 3) (135, 293). Otros marcadores
caracteristicos de otros SLPC-B como CD5, CD10 y CD23, generalmente son negativos

en el LZME; CD38 y CD43 se expresan Unicamente en una pequefia proporcion de los
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casos (<25%), y no se observa reactividad para anexina A1, bcl6 o ciclina D1 (130, 228,
258, 293). Fenotipicamente, el linfoma de zona marginal nodal es similar al LZME,
pero a diferencia de éste Gltimo, suele ser SmigD".

Las alteraciones citogenéeticas mas frecuentes del LZME corresponden a
anomalias en los cromosomas 3 (trisomia 3) y 18 (translocaciones a nivel de 18g21) y
deleciones del brazo largo del cromosoma 7 (148, 235, 294). Desde el punto de vista
molecular, los genes que codifican para las regiones variables de las inmunoglobulinas
presentan hipermutacion somatica (295, 296), hallazgo que es consistente con el origen

de esta neoplasia en células B que ya han pasado por el CG.

2.5.6. - Linfoma de la zona marginal extranodal del tejido linfoide asociado

a mucosas (MALT)

El linfoma tipo MALT comprende aproximadamente el 7-8% de todos los
linfomas de células B y mas del 50% de los linfomas gastricos primarios (297, 298). En
estos pacientes, las células B expresan Smig (SmigM, SmIgA o SmigG) y en muchos
casos, coexpresan Cylg del mismo isotipo, junto a antigenos B como CD19, CD20,
CD22 y CD79b y CXCR3, habitualmente en ausencia de positividad para CD5, CD23,
CD10, CD27 y CD45R0O (299, 300). La expresion de CD11lc y CD43 es variable
(Figura 3) (299, 300). Algunos autores han asociado la expresion de CD5 con un
comportamiento mas agresivo de la enfermedad y un peor prondstico (301, 302).

Los genes IG estan reordenados y presentan mutaciones somaticas consistentes
con su origen en células B post-CG (226). En el 30%-50% de los linfomas MALT se
detecta la presencia de la translocacién t(11;18)(g21;q21), en la que se ven involucrados

los genes API2, localizado a nivel de 11921 y MLT1, localizado en 18921 (303). Con
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menor frecuencia, se detecta la presencia de la t(14;18), que lleva a la sobre-expresion
de maltl (304). De igual forma, la t(3;14) resulta en la expresion aberrante del factor de
transcripcion foxpl (305). También se pueden detectar las translocaciones
t(1;14)(p22;932) y t(1;2)(p22;p12), que involucran el gen BCL10 a nivel del cromosoma

1p22 (304, 306, 307).

2.5.7. - Linfoma linfoplasmocitico (LLP) y macroglobulinemia de

Waldenstrom (MW)

El LLP frecuentemente presenta infiltracion de MO; por el contrario, la
presencia de células B clonales en SP es menos habitual en esta entidad (130, 132, 228,
232, 246). En las muestras infiltradas (tanto en SP como en MO), a menudo coexisten
desde linfocitos pequefios clonales a linfoplasmocitos tipicos y células plasmaticas que
expresan el mismo isotipo de cadena ligera de Igs (130, 132, 171, 228, 232, 246). En la
mayoria de los casos se detecta un componente monoclonal, aunque a veces se necesitan
métodos sensibles como la inmunofijacion, para su identificacion (133, 135, 308). La
MW es una variante de LLP caracterizada por la presencia de paraproteinemia IgM (que
excede la concentracion de 15 g/L) y la acumulacion de células linfoplasmociticas en la
MO. En los estadios avanzados de la enfermedad, los pacientes desarrollan
organomegalias, anemia e hiperviscosidad sanguinea. La presencia del un componente
monoclonal IgM diferencia la MW de otras neoplasias con diferenciacion plasmocitoide
(309). Debido a sus caracteristicas morfoldgicas e inmunofenotipicas, la MW se incluyd
dentro del grupo mas amplio de LLP a partir de la clasificacion REAL (Clasificacién

revisada Europea-Americana) de los linfomas y SLPC-B, (133).
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El perfil fenotipico de los linfocitos B neoplasicos de los pacientes con
LLP/MW generalmente es superponible al de los linfocitos B CD5/CD23" maduros
predominantes en la SP: ausencia de reactividad para CD5, CD10 y CD23, expresion de
marcadores pan-B (CD19*, CD20*/FMC7*, CD22", CD24"), positividad constante para
CD25 y CD54 vy reactividad variable para CD38 (Figura 3) (130, 150, 246).
Caracteristicamente, en la MW se observa expresion de SmIgM en ausencia de SmigD
asociada a un predominio significativo de casos Smigk™ sobre los Smigi™ (cociente k/A:
5/1) (309); ademas, en alrededor de la mitad de los casos de MW se detecta en la MO
(junto con los linfocitos B maduros clonales) la existencia de células plasmaticas
clonales CD38"*, CD56°, CD19™ que coexpresan CD20 e IgM de membrana y
citoplasmatica (309).

Respecto a sus caracteristicas moleculares, el gen IG muestra reordenamiento
clonal y la mayoria de los pacientes presentan mutaciones somaticas dentro del dominio
IGHV (310). Aproximadamente 50% de los casos presentan la translocacion
t(9;14)(p13;932) (311, 312) que involucra al locus IGH en el cromosoma 14932 y al gen
PAX5 en el cromosoma 9p13 (311), y que puede ser de ayuda para el diagnéstico
diferencial entre el LLP y otras variantes de LNH. Presumiblemente, la t(9;14)
constituye la causa de la expresion alterada de PAX5, contribuyendo asi al desarrollo
tumoral. A diferencia de lo que ocurre en el LLP, en la MW no se detecta t(9;14) (313).
Este hallazgo se relaciona con la ausencia de paraproteinemia IgM en los LLP, debido a
que PAX5 bloquea la produccion del péptido J, un componente necesario para la
formacion de los pentameros de IgM, responsables a su vez de la presencia de la
hiperviscosidad observada en la MW (314). Por otra parte, PAX5 inhibe ademaés la

transcripcion del locus IGH (315).
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En los LLP también se han descrito alteraciones en el cromosoma 7, que
generalmente consisten en del(7g32), mientras que en la MW es relativamente frecuente

la presencia de del(6g21) (313).

2.6. - Incidencia de bi(multi) clonalidad en SLPC-B

Los SLPC-B generalmente resultan de la expansién monoclonal de un dnico
linfocito B transformado (131, 171, 228). Por consiguiente, los linfocitos B tumorales
constituyen habitualmente un clon en el que todas las células estan relacionadas por
presentar las mismas alteraciones genéticas primarias, y/o idénticos reordenamientos
VDJ del gen de la IgH junto a un uso restringido de la misma cadena ligera de las Ig (x
o A) que la célula B neoplasica original (316). No obstante, las células B tumorales de
un paciente pueden tener caracteristicas genéticas y fenotipicas diferentes entre ellas,
que se van adquiriendo durante la evolucion de la enfermedad. En este sentido, la
presencia simultdnea en un mismo paciente de dos o mas poblaciones de linfocitos
morfologicamente diferentes (al diagnostico o en diferentes momentos de la evolucion
de la enfermedad), generalmente se ha interpretado como consecuencia de la formacién
de nuevos subclones, resultantes de la adquisicion de anomalias genéticas secundarias
y/o a la existencia de diferentes bloqueos madurativos a lo largo de la diferenciacion de
las células B neopléasicas (317). Aungue en la mayoria de los SLPC-B, la existencia de
varias subpoblaciones linfoides B patoldgicas es el resultado de la evolucion intraclonal
a partir de la expansion de una misma célula transformada (origen monoclonal), se han
descrito auténticos casos de SLPC-B bi(multi)clonales, en los que coexisten varios
clones no relacionados de poblaciones linfoides B neoplasicas (318-321). En la serie

més larga de pacientes descrita hasta la fecha en la que se ha estudiado de forma
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sistematica la presencia de bi o multiclonalidad (n=477 pacientes), se ha comprobado
que en aproximadamente un 5% de los casos coexisten dos 0 mas clones de células B no
relacionados, con caracteristicas fenotipicas, genéticas y/o moleculares diferentes entre
ellos (322); en la mayoria de estos casos, la presencia de biclonalidad se sospecho al
estudiar las caracteristicas inmunofenotipicas de las células B neoplésicas por citometria
de flujo, ya que cada una de las dos poblaciones de células B coexistentes expresaban
diferente isotipo de cadena ligera de las Ig, ademas de otras diferencias en sus patrones
fenotipicos. Ademéas de la relativamente elevada incidencia de biclonalidad en este
grupo de neoplasias, se ha constatado la existencia de otro grupo de pacientes en los que
coexisten dos poblaciones de células B tumorales que presentan una gran
heterogeneidad morfologica y/o diferente contenido de ADN, pero con caracteristicas
fenotipicas similares entre ellas; estos casos generalmente reflejan la existencia de
diferentes estadios de evolucion de un solo clon de linfocitos B neoplésicos, y

corresponden a casos monoclonales que presentan evolucion intraclonal (323).

3. - LINFOCITOSIS MONOCLONAL DE LINFOCITOS B (LMB)

3.1. - Concepto

La linfocitosis monoclonal de linfocitos B (LMB) es una entidad caracterizada
por la presencia de pequefias poblaciones de linfocitos B monoclonales (<5x10%/L)
circulantes en la SP de adultos, por lo demas sanos -en ausencia de LLC-B u otro
SLPC-B, procesos infecciosos o enfermedades autoinmunes- (324). Es una categoria
diagnostica de descripcion relativamente reciente, incluida por el Grupo de Trabajo del

Instituto Nacional del Cancer/Taller Internacional de LLC-B (NCI-WG/IWCLL) en la
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ultima revision de las pautas de diagnostico y tratamiento de la LLC-B (325); su
significado clinico es por el momento desconocido.

La relacion existente entre la LMB y la LLC-B u otros SLPC-B ha sido un area
de investigacion intensa a lo largo de la ultima década. En el momento actual parece
claro -por los resultados obtenidos a partir de estudios poblacionales- que la LMB es un
estadio que precede practicamente siempre a la LLC-B, después de un periodo de
"latencia™ de varios afios (326, 327); no obstante, aparentemente la mayoria de las LMB
tienen una capacidad limitada de evolucionar a LLC-B, de manera que la tasa de
progresion anual a LLC-B u otro SLPCB clinicamente manifiesto se sitla en torno al
1% (328). Asi mismo, se ha descrito un incremento en la prevalencia de casos de LMB
en familiares de primer grado de pacientes con LLC-B (329-331). Todos estos hallazgos
sugieren que la presencia de clones linfoides B circulantes en sujetos sanos podria ser
un indicador util para el diagnostico precoz de la enfermedad; ademas, la observacion
de que la LMB antecede a la LLC-B (327) resalta la necesidad de estudiar los eventos
moleculares tempranos que conducen al desarrollo de la LLC-B, cuyo conocimiento a
su vez llevaria a la identificacion de nuevas dianas terapéuticas, que retrasen e incluso

prevengan la progresion a LLC-B.

3.2. - Antecedentes histéricos

La citometria de flujo multiparamétrica junto al empleo de los contadores
hematologicos, para la realizacion de hemogramas de rutina y recuento diferencial de
leucocitos ha constituido en gran medida la herramienta metodolégica fundamental que
ha permitido la identificacion y descripcion de la LMB como una nueva entidad. Los

primeros estudios, de mediados de los afios 80 (332-334), ya describian en algunos
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sujetos la presencia de un incremento de linfocitos B circulantes que cumplian los
criterios fenotipicos (pero no clinicos) caracteristicos de LLC-B, y que aunque
posteriormente podia evolucionar a una enfermedad maligna, habitualmente permanecia
estable durante largos periodos de tiempo (335). A esta situacion particular en la que se
constataba la presencia de células similares a las de la LLC-B, en ausencia de otros
criterios diagndsticos de la enfermedad, se le acufiaron diversos nombres como
linfocitosis monoclonal benigna de células B (332), linfocitosis cronica idiopatica
persistente (333) o linfocitosis B monoclonal de significado incierto (334, 336). Aunque
con menor frecuencia, en paralelo otros autores comprobaron la existencia de una
situacion similar en sujetos que presentaban linfocitos B CD5™ (332, 337-340).

En este periodo el empleo en paralelo de marcajes dirigidos a evaluar el
desequilibrio en la relacion «k:A de las cadenas ligeras de las Ig expresadas en las células
B CD19" con fenotipo de LLC-B, permitio confirmar la clonalidad de estas células B
presentes en cantidad de > 100 células/uL en individuos por lo demas sanos, que a veces
presentaban linfocitosis reactivas de células T (328). Posteriormente, el empleo de
técnicas de citometria de flujo multiparamétrica mas sensibles, basadas en el analisis
simultaneo de CD19, CD5, CD20 y CD79b, aumentaron la capacidad de identificacion
de células fenotipicamente similares a las de la LLC-B, presentes en SP en frecuencias
de hasta 1 célula entre 10.000 leucocitos normales (341, 342). En definitiva, la
sensibilidad progresivamente mas elevada de la citometria de flujo, ha facilitado la
identificacion de pequefios clones linfoides B circulantes en sujetos que no presentaban
evidencia de enfermedad, incluso en ausencia de linfocitosis B. Este hallazgo gener6 un
problema diagndstico, ya que estos sujetos no podian clasificarse como LLC-B, pero a

la vez seria inapropiado considerarlos como individuos completamente normales. Es
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entonces cuando surge por consenso internacional el término de *‘Linfocitosis B
monoclonal® para la identificarlos y diferenciarlos de la LLC-B y otros SLPC-B (324).

Uno de los primeros estudios en los que se refiere el término LMB, fue el
realizado entre 1991 y 1994 sobre poblacion general, por el Centro Nacional para la
Salud Medioambiental de EEUU, como parte de un amplio proyecto de investigacion
cuyo objetivo primordial se centré en determinar el impacto sobre la salud de un
entorno de vertidos de desechos peligrosos (343-345). El protocolo de estudio consistia
en un panel basico para el analisis inmunofenotipico de linfocitos de SP con marcadores
inmunoldgicos agrupados en combinaciones dobles que inicialmente no incluian el
analisis de la expresion de las cadenas ligeras de las Ig kappa y lambda. De un total de
1926 sujetos de entre 40 y 78 afios incluidos en el estudio, 11 presentaban linfocitos B
con fenotipo anormal en SP asociados en 10 de estos casos a un aumento del ndmero
total de células B circulantes.

Estudios posteriores confirmaron que estos linfocitos B fenotipicamente
anormales mostraban expresion restringida de cadena ligera k o A de Igs en su
membrana (346). Poco tiempo después del primer estudio de seguimiento un paciente
fue diagnosticado de LLC-B muriendo debido a progresion de la enfermedad dos afios
después de haberle detectado la poblacion anormal de células B. Un segundo sujeto fue
diagnosticado de macroglobulinemia de Waldenstrom, permaneciendo en este caso la
enfermedad estable hasta el Gltimo estudio de seguimiento referido. Varios afios mas
tarde, Rachel y cols (347) evaluaron también la presencia de linfocitos B
fenotipicamente anormales en la SP de 5141 donantes de sangre de entre 18 y 79 afios
de edad; para ello, emplearon una estrategia metodoldgica similar a la descrita en el
estudio anterior. En 7 casos de esta serie (0,14%) los autores detectaron linfocitos B

clonales circulantes (335, 347). La principal novedad de este estudio respecto al llevado
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a cabo por el Centro Nacional para la Salud Medioambiental de EEUU fue la
demostracion clara de que la LMB puede detectarse en ausencia de linfocitosis absoluta,
ya que el grupo de estudio de donantes sanos presentaban recuentos sanguineos de
linfocitos normales.

Posteriormente, dos estudios independientes realizados, uno en el Reino Unido y
el otro en Italia, investigaron la prevalencia de poblaciones linfoides B anormales en
muestras de SP de sujetos con un recuento normal de linfocitos en SP utilizando
técnicas de citometria de flujo mas sensibles que las empleadas en los trabajos
anteriores, basadas en marcajes cuadruples (124, 348). En el estudio del Reino Unido
(348) se incluyeron un total de 910 pacientes ambulatorios de hospital (425 varones y
485 mujeres) con una mediana de edad de 57 afios (rango: 40-90 afos), recuentos
sanguineos normales, sin antecedentes oncoldgicos ni sospecha de padecer cancer en
ese momento. En 32 de los 910 casos (3,5%) los autores identificaron células B clonales
circulantes con un fenotipo caracteristico de LLC-B en SP. La frecuencia de deteccién
de linfocitos B clonales era mayor en varones (proporcion hombre:mujer de 2,2:1) y su
frecuencia se incrementaba claramente con la edad, desde un 2,1% en sujetos de entre
40 y 60 afos, hasta 5% de los mayores de 60 afos. El recuento absoluto de células B
con fenotipo de LLC era en general bajo (mediana de 13 células/uL; rango de 3 a 1458
células/uL) y en la mayoria de los casos estas células representaban una proporcion muy
pequefia del total de los linfocitos B (mediana de 11%, rango: 3% - 95%). Ademas, se
identificaron 9 casos (1% de los 910 pacientes) en los que los linfocitos B
fenotipicamente anormales eran CD5". En estos casos la presencia de LMB CD5’, se
identifico gracias a la existencia de un desequilibrio en el cociente SmlIgk/SmIgA dentro
de los linfocitos B totales, correspondiendo estos pacientes a individuos de edad mas

avanzada (mediana de edad de 78 afios; rango: 49-88) (348).
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El estudio italiano (124) se llevé a cabo sobre poblacion general de una
comunidad rural del area de Turin. En él se incluyeron un total de 500 adultos (mediana
de edad de 74 afios; rango: 65 - 98 afios), de los cuales 231 eran varones y 269 mujeres,
y a los que se les realizé un analisis rutinario de sangre. Todos los individuos incluidos
en el estudio tenian recuentos sanguineos normales sin evidencia de linfocitosis, no
presentaban antecedentes oncoldgicos ni sospecha de padecer cancer en el momento del
analisis de sangre. Utilizando un protocolo sensible y especifico para la identificacion
de células B clonales de tipo LLC, se detectaron células con fenotipo de LLC-B en el
5,5% de los individuos, porcentaje similar al referido en el estudio del Reino Unido para
el grupo de sujetos mayores de 60 afios (348). Las celulas con fenotipo de LLC-B
representaban una pequefia proporcion del total de linfocitos B CD19" (mediana de
1,7%; rango: 0,7%-4%). Al igual que se habia observado en el estudio britanico, la
frecuencia con la que se detectaban células B monoclonales aumentaba con la edad de
los sujetos, siendo mas alta en individuos de >75 afos de edad (prevalencia de 2,4%
para los sujetos de entre 65 y 74 afios y de 5,7% para los de >75 afios). Ademas existia
también un predominio masculino, sobre todo en el Ultimo grupo etario. En este estudio
se describio también la presencia de un pequefio porcentaje de casos de LMB CD5
(1,4%). Por tanto, pese al diferente origen geogréafico y al distinto criterio de seleccion
de los sujetos estudiados (poblacidn general vs. pacientes ambulatorios de hospital), los
dos grupos de investigacion comunicaron resultados muy similares en lo que se refiere a
la frecuencia de deteccion de linfocitos B clonales circulantes y su distribucion por edad
y sexo en adultos con recuentos normales de linfocitos en SP.

En paralelo con las series anteriores, se ha descrito también que los familiares de
primer grado de pacientes con LLC-B presentan una prevalencia de LMB de tipo LLC-

B bastante més elevada que la poblacién general mayoritariamente no relacionada con
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pacientes de LLC-B. Es bien sabido que los familiares de pacientes con LLC-B y otros
SLPC-B tienen un mayor riesgo de desarrollar LLC-B (158, 349); de igual forma, los
primeros informes de LMB provienen de estudios realizados con familiares
aparentemente sanos de pacientes con LLC-B (350). Estudios méas recientes han
demostrado una elevada prevalencia de LMB de tipo LLC-B en individuos con historia
familiar de LLC-B y recuentos sanguineos normales (prevalencia de 13,5-18%) (329,
351). De hecho, el grupo britanico que llevé a cabo el estudio descrito anteriormente
aplico la misma metodologia de deteccion de poblaciones de LMB en la poblacién
general, a una serie de familiares de primer grado de pacientes con LLC-B, encontrando
una prevalencia cuatro veces superior de LMB en este Gltimo grupo de sujetos con
mayor predisposicion genética a padecer LLC-B (348, 351). Ademas de estos estudios
(329, 351) que muestran claramente que los parientes de primer grado de pacientes con
LLC-B familiar tienen una prevalencia mas alta de LMB que la poblacion general, otros
estudios recientes sugieren que también en los familiares de primer grado de pacientes
con LLC-B esporadica se detecta con mayor frecuencia que en la poblacion general, la
presencia de pequefios clones de linfocitos B circulantes, especialmente entre sujetos

con mas de 60 afios (330).

3.3. - Criterios diagnosticos y clasificacion de la LMB

El motivo que ha llevado al establecimiento de la LMB como una nueva entidad
diagnostica ha sido doble. En primer lugar, englobar bajo una categoria diferente a la de
los pacientes con SLPC-B, a todos aquellos sujetos en los que se detecta en SP una
poblacién clonal de linfocitos B pero que no cumplen los criterios diagndsticos actuales

de dichos SLPC-B. En segundo lugar, la definicion de la LMB como entidad suponia

70



Wendy Grey Nieto Pérez Introduccién

también el poder disponer de una plataforma idonea para investigar la enfermedad y
conocer el riesgo de progresion a un SLPC-B clinicamente manifiesto. Los criterios
diagnosticos propuestos originalmente para la LMB (324) se describen en detalle en la

Tabla 5.

Tabla 5. Criterios de diagndstico y subclasificacion de la linfocitosis monoclonal de linfocitos
B (LMB) (324, 352)

I.- Criterios Diagndsticos de LMB
1) Identificacion en sangre de una poblacién de linfocitos B monoclonal® mediante al
menos una de las siguientes técnicas:
a) Restriccion de cadena ligera de inmunoglobulina:
La proporcion global de la relacién de células B kappa*:lambda® > 3:1 0 <0.3:1 0
>25% de células B con expresion débil o ausente de Smig
b) Reordenamiento monoclonal del gen de las cadenas pesadas de las Igs (IGHV)
2) Presencia de un patron inmunofenotipico especifico de enfermedad linfoproliferativa”®
3) Recuento absoluto de células B <5x10°/L
4) Ninguna otra caracteristica de SLPC-B o enfermedad infecciosa/autoinmune
a) Examen fisico normal (ausencia de adenopatias u organomegalias)
b) Ausencia de sintomas B (p. ej.: fiebre, pérdida de peso y/o sudoracidn nocturna)
atribuibles a LNH
¢) Ausencia de enfermedades infecciosas/autoinmunes

I1.- Criterios para subclasificacion de LMB

A) Fenotipo tipo LLC-B
Coexpresion de CD5y CD19
Positividad para CD23, expresion débil de CD20; restriccion de cadena ligera con
expresion débil de Smlg (aunque es raro, algunas poblaciones B aberrantes pueden
ser oligoclonales y en consecuencia, no presentar restriccion de cadena ligera)

B) Fenotipo tipo LLC-B atipica
Co-expresion de CD5y CD19
Negatividad para CD23 o expresion intensa de CD20; restriccién de cadena ligera
con expresion de Smlg de intensidad moderada a elevada.
Excluir t(11;14), para descartar linfoma de células del manto

C) Fenotipo tipo no-LLC-B
CDS5 negativo
Expresion de CD20
Restriccion de cadena ligera con expresion de Smlg de intensidad moderada a
elevada

®Al repetir los ensayos, la presencia de la poblacién monoclonal de linfocitos B debe permanecer estable
durante un periodo minimo de 3 meses.

PEn ausencia de un patrén inmunofenotipico especifico de enfermedad, un desequilibrio en la relacién de
células kappa“:lamba” puede ser el resultado de un proceso reactivo.

Smlg: inmunoglobulina de superficie. LNH: linfoma no-Hodgkin.
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Ademas, en paralelo con la definicion de criterios diagndsticos, se establecio un
sistema de clasificacion de la LMB (Tabla 5) mediante el cual se diferencian tres
subtipos distintos de LMB en funcién de si el patron fenotipico de los linfocitos B
clonales identificados es similar o no al de la LLC-B. Las formas mas frecuentes son las
LMB de tipo LLC-B, caracterizadas por presentar un patron fenotipico de LLC-B tipica
(coexpresion de CD5 y CD23 junto con expresion débil de CD20, CD79b y Smlgs). Los
otros dos subtipos de LMB son mucho mas raros y muestran ausencia de expresion de
CD5 (LMB de tipo no-LLC-B) o positividad para CD5 en ausencia de un fenotipo
tipico de LLC-B consistente por ejemplo, en expresion fuerte de CD20, CD79 y/o
Smlg (LMB con fenotipo de LLC-B atipica). Dentro de este ultimo grupo -sujetos con
poblaciones monoclonales CD5" y CD23™- debe excluirse el diagndstico de linfoma de
células del manto mediante por ejemplo, el estudio genético/molecular de la
translocacion t(11;14) (Tabla 5).

En los siguientes apartados se describen las caracteristicas fenotipicas, genéticas
y moleculares mas relevantes de cada uno de los dos subtipos principales de LMB (tipo
LLC-B vs. no-LLC-B), y sus diferencias y similitudes con las células B tumorales de

sus correspondientes SLPC-B.

3.4.-LMB tipo LLC-B

3.4.1. - Caracteristicas inmunofenotipicas y genéticas

Como su nombre indica, las células clonales de la LMB tipo LLC-B tienen un
fenotipo similar al de la LLC-B tipica siendo CD5*, CD19*, CD20** cD23",

CD79b"%! gm1g T y FMC779 (348, 351). En los Gltimos afios diversos trabajos

72



Wendy Grey Nieto Pérez Introduccién

se han centrado en analizar las posibles diferencias en el perfil de expresion proteica de
las células B clonales de la LMB respecto a las de la LLC-B, evaluando un nimero
amplio de moléculas. De forma sistematica, no se han encontrado diferencias
significativas entre ambas entidades. A este respecto, uno de los estudios mas
representativos ha sido el llevado a cabo recientemente por Rawstron y cols. (353) en el
que se analizaron las posibles diferencias en el patron de expresion de 18 marcadores de
célula B en sujetos con LMB respecto a pacientes con LLC-B y otros SLPC-B, ademas
de en sujetos sanos (353). En términos generales, el analisis no supervisado de los datos
fenotipicos realizado por estos autores, confirmo la existencia de diferencias fenotipicas
entre la LLC-B y otros SLPC-B, pero no entre la LLC-B y la LMB tipo LLC-B,
formando estas Gltimas entidades un tnico cluster.

Desde el punto de vista genético, se ha demostrado la presencia de alteraciones
en ~40% de las LMB tipo LLC-B vs >50% de las LLC-B. En general, en los estudios
referidos en la bibliografia se ha detectado presencia de del(13g14) en una proporcion
significativa de LMB, siendo esta la anomalia genética mas frecuentemente encontrada
en este subtipo de LMB. En este sentido, mercece destacar que en las LMB portadoras
de esta alteracion genética, casi invariablemente ésta solo afecta a una parte de todas las
células B clonales que oscilaba entre 5% y 90% de las células B clonales entre los
pacientes ambulatorios con LMB y recuentos sanguineos normales estudiados por el
grupo de Leeds (328). Por el contrario, merece destacar que aquellas alteraciones
genéticas asociadas a peor pronostico en la LLC-B -del(11q) y del(17p)- solo estaban
presentes en <20% de las células B clonales de una minoria de casos de LMB, asociadas
en todos ellos a linfocitosis (Tabla 6). En la Tabla 6 se recoge a modo de resumen la

frecuencia de las diferentes alteraciones genéticas presentes en células B de sujetos con
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LMB tipo LLC-B respecto a la frecuencia encontrada en la LLC-B en las distintas series

estudiadas hasta la fecha.

Tabla 6. Alteraciones genéticas presentes en las células B clonales de sujetos con LMB tipo
LLC-B vs LLC-B (354)

Delecion 13q Trisomia 12  Del(11q) Del(17p)

LMB sin linfocitosis (HMDS,

Leeds (328)) 39(15/38) 18(4/22) 0(0/21) 0(0/10)
LMB sin linfocitosis y

familiares de pacientes con

LLC-B (Duke university 67(5/9) ND ND ND
(355))

LMB con linfocitosis (HMDS, g (19/33) 21(7/33) 6(2139) 3(1/3)

Leeds (328))

LMB con linfocitosis (Mayo
Clinic (356))

LLC-B (183) 54(178/238)  16(53/325)  18(58/235)  7(23/325)

Resultados expresados como porcentaje de casos (n° de casos/total de casos)
ND: No determinado

44(56/126)  18(23/126)  2(2/126) 3(4/126)

3.4.2. - Caracteristicas moleculares de los genes IGHV

Aunque los estudios referidos hasta la fecha deben considerarse como
preliminares y sus resultados estan lejos de ser difinitivos, en ellos se sugiere la
existencia de diferencias en el repertorio de las familias de los genes IGHV que
expresan las células B clonales de las LMB sin linfocitosis (poblacion general) vs LMB
con linfocitosis (poblacion hospitalaria). A su vez, los pacientes con LMB asociada a
una linfocitosis absoluta presentan un repertorio IGHV similar al de las LLC-B mutadas,
expresando en alrededor de la mitad de los casos las familias IGHV3-07, IGHV3-23 e
IGHV4-34 (328); este patron de expresion de genes IGHV tipico de LMB con

linfocitosis y LLC-B también se ha descrito en casos de LMB familiar (357). Ademas,
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los sujetos con LMB vy linfocitosis absoluta muestran predominantemente un patron
mutado de los genes IGHV (77-90% de los casos) (328, 356). Por el contrario, el
repertorio de genes IGHV de los casos de LMB en adultos sanos sin linfocitosis parece
diferente (358) al de la LMB "clinica" y la LLC-B, siendo en ellos poco frecuente el uso
de las familias IGHV1-69, IGHV4-34 e IGHV3-23 (358). Algunos trabajos sugieren
incluso el uso preferencial de la familia IGHV4-59/61 en la LMB de la poblacion
general, no estando especialmente representadas éstas familias de genes IGHV en la
LLC-B o la LMB con linfocitosis (358). No obstante, estos datos deben ser confirmados
en series mas amplias, que determinen si realmente las células B clonales de los sujetos
con LMB de la poblacion general (adultos sanos sin linfocitosis) muestran un repertorio
diferente de expresion de los genes IGHV.

Por otra parte, merece destacar que en alrededor de 20-25% de las LLC-B se
observan  secuencias estereotipadas de CDR3 (region determinante de
complementariedad 3) de la cadena pesada de las Igs, lo cual apoyaria la posible
existencia de un reconocimiento de epitopos antigénicos repetitivos, compartidos entre
pacientes que padecen LLC-B esporadica (no familiar) (199). Por el contrario, datos
preliminares sugieren que estas mismas secuencias estereotipadas de la region CDR3
solo estarian presentes en una pequefia fraccion (<5%) de individuos sanos con LMB,
constituyendo aparentemente ésta otra diferencia bioldgica con la LLC-B (358).

En conjunto, estos resultados apoyan la hipotesis propuesta por Ghia y cols
(358), que sostiene que el repertorio IGHV de la LMB con recuentos muy bajos de
células B clonales circulantes, podrian ser diferente al de la LLC-B y que dentro de
estas LMB, aquellos sujetos que expresan ciertas familias IGHV tendrian un mayor

riesgo de progresar a LLC-B.
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3.5. - LMB tipo "no-LL C-B tipica"

3.5.1. - Caracteristicas inmunofenotipicas y genéticas

Como hemos referido anteriormente, la gran mayoria de los datos publicados
hasta la fecha sobre LMB, se refiere a sujetos en los que las células B clonales muestran
un fenotipo tipo LLC-B, al ser éste con diferencia el subtipo mas frecuente de LMB. Por
el contrario, la informacion disponible acerca de los otros dos subtipos de LMB, en los
que las células B clonales circulantes tienen un fenotipo diferente del de la LLC-B tipica
es muy escasa (124, 324, 328). En parte, esto es debido a que estos casos son mucho
menos frecuentes (entre 1% y 2,5% de las LMB), sobre todo en la poblacion general
(LMB sin linfocitosis) (327, 352, 354). De hecho, hasta el momento de iniciar el
presente trabajo de tesis doctoral, solo dos grupos habian publicado series cortas de
sujetos con esta entidad. Ghia y cols (124) recogieron en su trabajo de 2004 un total de
10 casos de LMB de tipo no-LLC-B tipica, de los que 3 (30%) tenian un fenotipo
superponible al de una LLC-B atipica (CD5'/CD20"*/CD23"/slg™® ) y los 7 restantes
eran LMB de tipo "no-LLC-B" CD5,CD20"*,CD23",Smlg" (Tabla 7). En un trabajo
posterior, Amato y cols describieron 7 casos de LMB de tipo no-LLC-B (CD5
/CD207"/CD23") (359) (Tabla 7). Los casos del grupo italiano (124) se identificaron a
partir de un estudio realizado sobre 500 adultos sanos seleccionados de la poblacion
general sin linfocitosis (frecuencia de LMB tipo LLC-B atipica de 0,6% y de LMB tipo
no-LLC-B de 1,4%), mientras que los del estudio de Amato eran pacientes
hospitalizados por distintos motivos, en los que se detectd linfocitosis absoluta en un
andlisis de rutina. El resto de los casos de LMB de tipo no-LLC-B referidos en

publicaciones cientificas corresponden a casos aislados (< 2 sujetos por estudio)
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identificados por otros grupos, de los que con fecuencia ni siquiera hay referencia clara
a sus caracteristicas fenotipicas (327, 340, 348, 358).

Salvo en el estudio de Amato y cols (359), no existe una descripcion de las
caracteristicas geneticas de los casos de LMB no-LLC-B tipica. Respecto a los casos
referidos por Amato y cols (359) 5/7 presentaban alteraciones genéticas: en dos de estos
cinco casos se detectd la presencia de un isocromosoma 17q con peérdida de p53, otros
dos tenian alteraciones a nivel del cromosoma 7q y el quinto caso presentaba una

delecion en el brazo corto del cromosoma 12 (Tabla 7).
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Tabla 7. Datos clinicos y caracteristicas fenotipicas de las poblaciones de células B clonales de sujetos con LMB tipo no-LLC-B tipica descritos en la bibliografia

Mediana de Totalde  Prevalencia . Recuento PERFIL INMUNOFENOTIPICO
Referencia Grupo de estudio edad enafios  SUets de LMB de N0l Sexo  Edad (afios) Iin'\:ocdifos absoluto
p (rango) en gl tipo no-LLC caso® (x10°L) decélulas  CD5 CD10 CD20 CD23 CD38 CD79b CD103 FMC7  SIge  SIgh  SIgM
estudio (%) LMB/ul

Rawstron y cols.

Blood 2002 (351) v v v v v v v v
LMB d_e_tipo no LLC-B
e pamme e 45(23-79) 59 1,7% 18208 M 81 Normel 54 El fenotipo se informd como compatible con LZM NR NR NR
LLC-B

Rawstron y cols.

Blood 2002 (348) v v v v v v v v v
LMB de tipo no LLC-B NR No 78b
CDS5" de pacientes ) _ P ..
ggwlbg;?;zrilj’z i((i;:) hospital (> 40afios) 910 1% informado NR (49-88) NR NR Sin informacion detallada

Ghiay cols.

Blood 2004 (124) v v v v v v v v v
LMB de tipo LLC-B 74 10 M 78 Normal NR + - ++ + NR +d NR - + - +d
atipica de poblacién (65-98) 500 0,6% 11 F 65 Normal NR + - ++ + NR +d NR - + - +d
rural de ltalia 12 F 68 Normal NR + - ++ _+ NR +d NR NR + - +d

13 F 78 Normal NR - - ++ - NR NR NR T ¥ N i+
14 F 78 Normal NR - - ++ - NR + NR + R + +d/+
LMB de tipo no LLC-B 74 15 M 76 Normal NR - - ++ NR NR + NR NR + R +d/+
CD5" de poblacién rural (65-98) 500 1,4% 16 M 80 Normal NR - - ++ - NR + NR NR - + +d/+
de Italia 17 M 81 Normal NR - - ++ - NR + NR + + - +d/+
18° M 86 Normal NR - - ++ - NR + NR + + R +d/+
19° M 74 Normal NR - - ++ - NR + NR + + R +d/+
Amato y cols. Am J
Clin Pathol 2007(359) % v v \ v v v v v v v
1f M 75 8.2 NR - - + - - + - + +d - NR
2f M 72 53 NR - - + - - + - + + - NR
LMB de tipo no LLC-B 3f F 75 43 NR - - + - - + - - + - NR
e NA NA NA 4 M 56 9.4 NR - - + - + ; + + - AR
linfocitosis (>3,5x10%/L) 5 F 80 3.6 NR - - + - - + - + - + NR
6 F 72 48 NR - - + - - + - + -+ NR
7 M 79 4.1 NR - - + - + - + + - AR

Dagklis y cols.

Blood 2009 (358) v v v v
LMB de tipo LLC-B 55 No . B
atipica en poblacion (18-102) 1725 1,2% detallado NR Normal NR + Sin informacién detallada
rural (ltalia) B (n=20) b
LMB de tipo no LLC-B 55 No 70-79 o .

(cols' ;en poblacién rural (18-102) 1725 1,1% d?tallad)o NR Normal NR - Sin informacién detallada
Italia) " n=19

Landgren y cols.

NEJM 2009 (327) v v v v v
LMB de tipo no LLC-B
€DS en una cohorte de NA NA NA 89 NR NR NR NR - - NR NR NR NR NR NR + - NR

sujetos que
desarrollaron un SLPC?




# Los nimeros de esta columna corresponden al niimero del caso original (codigo de identificacion) proporcionado en la publicacion; v': indica que ese
marcador se ha empleado en el articulo correspondiente (ademéas de CD19), para caracterizar los linfocitos B). M: masculino; F: Femenino; LZM:
linfoma de zona marginal. NR: no referido.

P Mediana de edad / rango de edad. Expresion de antigenos inmunofenotipicos: —, ausencia de expresion; +d, expresion débil; +, expresion clara; ++,
expresion fuerte. La informacion precisa (individualizada) acerca de la expresion de los antigenos CD11a, CD11c, CD22, CD24, CD25, CD27 y CD43
no se proporciona en ninguna serie, a pesar de que algunos de estos marcadores se han empleado para la caracterizacién inmunofenotipica (CD11a,
CD22 y CD27 en (348, 351)).

¢ Casos biclonales: en estos dos casos coexiste un clon de LMB de tipo LLC-B con un clon no-LLC-B tipica (124).

9 No se proporciona informacion acerca de la intensidad de expresion de antigenos, excepto para las Smlg (359).

® El porcentaje de células LMB de tipo no LLC-B respecto del total de células B esta entre el 95% y el 99% (359). NA: no aplicable. Cariotipo (359):
Caso 1: i(17)(g10); Caso 2: del(12)(p11.3p13.1); Caso 3: t(2;7)(p11;q22); Caso 4: +5; i(17)(g10); Caso 7: del(7)(g31q34).

" Estos 3 casos también se han descrito en una publicacién previa realizada por el mismo grupo (339).

9 Estudio prospectivo realizado sobre una cohorte de adultos durante un largo periodo de tiempo. Cuarenta y cinco individuos (de una cohorte total de
77.469 sujetos adultos) fueron diagnosticados de LLC-B unos 7 afios después de la recogida de sus muestras de sangre; en 44/45 individuos se encontrd
un clon LMB en la SP recogida antes del diagndstico; en uno de ellos (caso n° 8 de esta serie) el inmunofenotipo de LMB fue compatible con LMB de
tipo no LLC-B CD5" (327).



Wendy Grey Nieto Pérez Introduccién

3.5.2. - Caracteristicas moleculares de los genes IGHV

La informacion disponible acerca de las caracteristicas moleculares (estado
mutacional y patron de expresion de familias IGHV) de los linfocitos B clonales de
sujetos con LMB tipo "no-LLC-B tipica” es por el momento muy limitada. Respecto al
estado mutacional de la IGHV, Amato y cols (359) detectaron hipermutacion somatica
(<98% de homologia con la linea germinal) de los genes IGHV en 6 de los 7 casos
referidos, lo que sugiere que estas poblaciones clonales derivan de células B del centro
germinal o post-centro germinal. En este mismo trabajo se describe el uso de la regién
IGHV3 en 3 de los 7 casos, familia que a su vez también se detecta con relativa
frecuencia en linfocitos B CD5 normales de SP (359, 360); los 4 casos restantes
presentaban las familias IGHV1, IGHV2 e IGHV4. En ninguno de estos casos se

identificd el uso de genes IGHV comunes en la LLC-B (361).

3.6. - Significado clinico de la LMB: relaciéon entre LMB v leucemia

linfatica cronica-B (LLC-B)

En 2005, cuando se establecieron los criterios diagndsticos de LMB no estaba
claro si los individuos con LMB de tipo LLC-B tenian 0 no un riesgo més elevado de
desarrollar LLC-B. No obstante, posteriormente se han referido varios estudios en los
que se busco determinar la posible relacion evolutiva existente entre la LMB y la LLC-
B. Las pruebas mas evidentes acerca de la existencia de dicha relacion provienen de
estudios llevados a cabo sobre individuos aparentemente sanos, de familias con
predisposicion genética a padecer LLC-B (357). Como hemos referido anteriormente,

en estos estudios se demostrd que el perfil inmunofenotipico de las células B de las
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LMB de tipo LLC-B es idéntico y superponible al de las células tumorales de la LLC-B,
para un amplio nimero de marcadores (353). De igual manera, se observo que los
linfocitos B clonales de casos con LMB con frecuencia presentan alteraciones genéticas
asociadas en la LLC-B a buen pronostico -del(13q14.3)- o pronostico intermedio
(trisomia 12), encontrandose estas anomalias en proporciones similares en ambas
entidades, independientemente del nimero absoluto de células B clonales tipo LLC-B
circulantes en las LMB (328, 362) (Tabla 8). Asi mismo, de forma similar a lo que se
observa en la LLC-B de buen pronostico, los linfocitos B clonales de la gran mayoria de
las LMB de tipo LLC-B poseen mutaciones somaticas de los genes IGHV (<98% de
homologia con la linea germinal), independientemente del nimero de células B clonales
circulantes (Tabla 8). Ademés, como la LLC-B, en la que las células neoplasicas
muestran un uso preferencial de algunas familias de genes IGHV respecto al repertorio
de los linfocitos B normales de SP (204), algunos estudios recientes han sugerido que
las LMB de tipo LLC-B asociadas a recuentos relativamente altos de células B clonales
tienen un patron de uso preferencial de familias IGHV del BCR similar al de la LLC-B
(328, 362). Por el contrario, las familias IGHV de las LMB de tipo LLC-B que
presentan recuentos bajos de células B clonales podrian ser diferentes al de la LLC-B.
Estos hallazgos sugieren que, podrian existir algunos subtipos de BCR especificos
capaces de inducir la expansion del clon B, mientras que la relacion entre el nimero de
células B con fenotipo LLC-B y no la capacidad de evolucion a LLC-B seria menos
evidente (358). De acuerdo con estos hallazgos, se comprobd también que sélo en las
LMB con nameros elevados de linfocitos B clonales circulantes (>1000 células/uL), se
detectaban alteraciones genéticas asociadas a mal pronostico en la LLC-B, -del(11q) y
del(17p)-, si bien dichas alteraciones normalmente solo se encontraban en una pequefia

proporcion de las células B clonales de un grupo minoritario de sujetos con LMB y
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linfocitosis absoluta (363). En conjunto, estos hallazgos sugieren la existencia de un
gradiente progresivo desde la LMB con "bajos recuentos” de células B clonales a la
LMB con linfocitosis B absoluta, y la LLC-B, siendo ademas la frecuencia relativa de

estos procesos progresivamente menaor.

Tabla 8. Caracteristicas bioldgicas de las LMB tipo LLC-B de acuerdo con el nimero absoluto
de linfocitos B clonales circulantes, en comparacion con las LLC-B (Adaptado de Rawstron et
al (364))

N° de células N° de células N° de células
tipo LLC-B tipo LLC-B >10 tipo LLC-B LLC-B
<10/uL y <1000/pL >1000/pL
Prevalencia en la >10% 3-5% 005% | <001%
poblacién adulta
Del(13914) 36% 39% 44-58% 54%
+12 8% 18% 18-21% 16%
del(11q) 0% 0% 2-6% 18%
del(17p) 0% 0% 3% 7%
Casos mutados con |
<98% de !
homologia de la 50-70% 70-90% 77-90% i 47-58%
IGHV con la linea |
germinal i
Familias de genes : 1-69, 3-07,
IGHV mas 4-59/61 3-07,1-69,4-34,  3-07,1-69,4-34, | 353 434,
3-23 3-23 |
frecuentes | 4-39
|
Ausencia de células No Ocasional Erecuente i Mayoria de

B normales | los casos

De acuerdo con esta hipotesis, diferentes estudios recientes basados en series
hospitalarias de LMB con linfocitosis, (327, 328, 356) han puesto de manifiesto un
riesgo mas elevado de los sujetos con LMB de progresar a LLC-B. La confirmacion
definitiva de la estrecha relacién entre ambas entidades se ha obtenido a partir de los
resultados de un ambicioso estudio prospectivo epidemioldgico llevado a cabo por
Landgren y cols sobre més de 77.000 adultos sanos de la poblacion general de EEUU
(327). Tras un periodo de seguimiento de mas de 6 afios, 45 de estos individuos fueron
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diagnosticados de LLC-B; en 44 de ellos, se pudo comprobar la presencia de pequefios
clones de linfocitos B en las muestras de sangre recogidas 6 o mas afios antes en el
momento del reclutamiento. Ello sugiere que practicamente todos los casos de LLC-B
asientan sobre una situacion previa de LMB, generalmente de tipo LLC-B (327).

No obstante lo anterior, el riesgo de que un individuo con LMB tipo LLC-B
desarrolle leucemia es muy bajo. Asi, en 2007 se sefialaba que dada la elevada
prevalencia de sujetos con LMB en la poblacion general respecto a la prevalencia de la
LLC-B (en estos estudios ya se mostraba que la prevalencia de la LBM es al menos 100
veces superior a la de la LLC-B), muy probablemente solo evolucionarian a LLC-B un
pequefio porcentaje de casos con LMB (365). Obviamente, la primera cuestion que se
planted a continuacion fue conocer qué proporcion de casos de LMB evolucionan o se
transforman en una LLC-B y qué factores o pardmetros condicionan un riesgo mas

elevado de transformacion de LMB a leucemia clinicamente manifiesta.

3.6.1. - Riesgo de transformacion de LMB a SLPC-B clinicamente

manifiesto

Desde el punto de vista practico, es fundamental conocer el riesgo de
progresion de LMB a SLPC-B para poder establecer la conducta clinica més adecuada a
seguir en estos sujetos. Hasta la fecha, cinco grupos han centrado su interés en este
objetivo. Asi, Fung y cols estudiaron durante un promedio de 2,5 afios la evolucion a
LLC-B de un total de 54 sujetos con LMB tipo LLC-B, en paralelo con 112 pacientes
diagnosticados de LLC-B en estadio 0 de Rai. Tras ese periodo, ninguno de los 54
sujetos con LMB mostrd transformacion a LLC-B siendo su supervivencia libre de

progresion mas prolongada que la de los pacientes con LLC-B en estadio 0 de Rai
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(326). Al incrementar el tiempo de seguimiento de los sujetos con LMB y linfocitosis,
en estudios posteriores se ha constatado que algunos casos progresan a LLC-B
clinicamente manifiesta o alcanzan cifras de linfocitos claramente asociadas a LLC-B.
En este sentido, el grupo de Leeds tras un seguimiento medio de casi 7 afios de una serie
de 185 casos con LMB tipo LLC-B con linfocitosis comprobd la existencia de
progresion a LLC-B clinicamente manifiesta (con linfoadenopatia, esplenomegalia,
anemia, trombopenia, duplicacion del recuento de linfocitos en <6 meses, infecciones
persistentes y/o sudoracidn nocturna) en un total de 28 casos (15%), de los que 13 (7%)
requirieron tratamiento quimioterapico. A su vez, en un estudio similar de la Clinica
Mayo, Mulligan y cols observaron un aumento del recuento absoluto de linfocitos
totales superior a 30.000/uL. en 18/220 LMB de tipo LLC-B (8%) (366) tras un
seguimiento medio de 4 afios. En conjunto, la tasa anual de sujetos con LMB tipo LLC-
B que desarrollaron LLC-B subsidiaria de tratamiento fue del 1,1% en el estudio del
grupo de Leeds (328) y del 1,4% en el estudio de la Clinica Mayo (325). En este
sentido, merece destacar que tras un seguimiento medio de 5 afios, este ultimo grupo
observo diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia libre de
tratamiento entre sujetos con LMB tipo LLC-B (n=302) y pacientes con LLC-B en
estadio 0 de Rai (n=313), sin que estas se tradujeran en diferencias en la supervivencia
global (325). Més recientemente, Rossi y cols comunicaron que 56/123 LMB de tipo
LLC-B seguidas durante una mediana de 55 meses, pasaron con el tiempo a cumplir
criterios de LLC-B (n=37) o linfoma linfocitico de célula B pequefia (LLBCP n=19).
Este grupo es el que ha comunicado una tasa de progresién a LLC-B/LLCBP con
necesidad de tratamiento citostatico méas alta: 4% al afio en los primeros 7 afios (367).
Segun estos autores, la elevada tasa de progresion observada en su serie podria ser

debida a que el tiempo de seguimiento de los sujetos con LMB era mas prolongado, y a
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que realizaban un rastreo mas riguroso de la presencia de adenopatias respecto al
efectuado en estudios previos.

En resumen, los resultados de los estudios publicados hasta la fecha permiten
afirmar que a los 5 afios del diagnostico de una LMB de tipo LLC-B (con linfocitosis),
la mayoria de los individuos (=75%) van a mostrar un recuento estable de linfocitos en
ausencia de enfermedad clinicamente manifiesta; por el contrario, alrededor del 1% de
los casos desarrollard anualmente una LLC-B que requiere ser tratada. Curiosamente
estos resultados son similares a los descritos previamente para sujetos con gammapatia
monoclonal de significado incierto que evolucionan a mieloma madltiple (368, 369). No
obstante, hay que tener en cuenta que el tiempo de seguimiento de las LMB tipo LLC-B
sigue siendo relativamente corto. Ante estos hallazgos, se requiere que el control
periddico de las LMB tipo LLC-B se realice a mas largo plazo, para poder establecer
con mayor precision la verdadera tasa de progresion anual de LMB a LLC-B.

Respecto al riesgo de progresion de las LMB tipo no-LLC-B, hasta la fecha en
nuestro conocimiento no existen datos fiables al respecto, al no existir series amplias de
sujetos en los que se hayan detectado linfocitos B clonales de tipo no-LLC-B. Aun asi,
en el Unico trabajo en el que se refiere la evolucion de sujetos con este tipo de LMB
(359), en todos los casos (n=7) de LMB tipo no-LLC-B (con linfocitosis) los linfocitos
B clonales permanecian en la sangre periférica después de un tiempo de seguimiento de
entre 4 y 16 afios, sin que ninguno de ellos hubiese sufrido progresion de la enfermedad

y/o hubiese requerido tratamiento.

3.6.2. - Factores de riesgo de transformacion maligna en la LMB

Algunos de los estudios referidos en el apartado anterior se han centrado,

ademas de en establecer la tasa de progresion de LMB a SLPC-B clinicamente
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manifiesto, en identificar factores de riesgo asociados a la transformacion maligna,
especialmente a LLC-B, centrdndose en parametros asociados al pronostico de esta
enfermedad. Asi, en series relativamente pequefias de casos, se ha observado una
asociacion entre la expresion de CD38 en los linfocitos B clonales y la necesidad de
tratamiento futuro (356, 367) hallazgo que sin embargo no ha podido ser confirmado
por otros autores (328). De igual forma, otros parametros prondsticos en la LLC-B,
como la presencia de mutaciones en los genes IGHV, la expresion de CD49d y la
presencia de trisomia 12, del(11q 22-923) y del(17p13) se han asociado también a una
mayor tasa de progresion a LLC-B, en una pequefia serie de casos de LMB tipo LLC-B
(367); de nuevo, estos resultados no han podido ser confirmados por otros grupos (328).
Por el contrario, el Gnico parametro que de forma recurrente se ha asociado con un
mayor riesgo de transformacion a LLC-B es un recuento elevado de linfocitos,
confiriendo una linfocitosis >4.000 células B clonales/uL un riesgo de transformacion
anual a LLC-B de 1-2% (328, 364, 370). Ante esta situacion, actualmente se aconseja
realizar un seguimiento anual de todos los sujetos con LMB dirigido a vigilar la cifra de
linfocitos de SP y la posible aparicion de sintomas y signos de SLPC (p. ej.: fiebre o
pérdida de peso, astenia, sudoracion nocturna y adenopatias); por el contrario, no se
recomienda la realizacion sistematica de otras pruebas analiticas o de imagen, que por el
momento no han demostrado ser de utilidad (352).

El riesgo de progresion de los individuos con LMB de tipo LLC-B atipica o
no-LLC-B estd menos definido ain si cabe, y tampoco se conocen los factores
asociados a un mayor riesgo de transformacién a SLPC-B en estos casos. De momento,
se recomienda hacer un seguimiento por parte de un hemat6logo cada 3-6 meses, a
aquellos individuos con LMB de tipo no-LLC-B con un fenotipo y/o estudio genético

compatible con el de un linfoma de células del manto u otro subtipo de LNH agresivo,
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en ausencia de adenopatias, u otra organomegalia y sin evidencia de infiltracion en la
biopsia de MO (371). Para los pacientes con LMB de tipo LLC-B atipica o0 LMB no-
LLC-B con caracteristicas fenotipicas de un subtipo de linfoma mas indolente (p. ej.:
linfoma de la zona marginal o linfoma folicular), se recomienda el seguimiento por un

hematologo cada 6-12 meses (352).
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La linfocitosis monoclonal de células B (LMB) constituye una entidad de
reciente descripcion, caracterizada por la presencia de una expansion leve a moderada
de linfocitos B (mono)clonales <5x10%L en la SP de individuos sanos, en ausencia de
sintomas constitucionales (p.ej.: fiebre, sudoracion nocturna, astenia, pérdida de peso),
adenopatias 'y organomegalias palpables sugerentes de una enfermedad
linfoproliferativa cronica subyacente. En la gran mayoria de los casos, los clones de
linfocitos B de la LMB muestran caracteristicas fenotipicas y genéticas superponibles a
las de las células tumorales de la LLC-B, si bien, existe un pequefio porcentaje de
adultos con LMB en los que, los clones de linfocitos B presentan un fenotipo distinto al
de la LLC-B. Esta heterogeneidad fenotipica, ha motivado la subclasificacion de las
LMB en distintos grupos, en funcion de si el patron fenotipico de los linfocitos B
clonales es similar o no al de la LLC-B: las formas mas frecuentes son las LMB de tipo
LLC-B, caracterizadas por presentar un patron fenotipico de LLC-B tipica CD5",
CD23", cD20"*! smig*®' y cD79b™**! vy en menor medida las LMB CD5 o LMB
de tipo no-LLC-B; ademas, se define un tercer grupo de LMB CD5" pero con un
fenotipo que no es tipico de LLC-B (LMB con fenotipo de LLC-B atipica).

Estudios recientes, en los que se han empleado técnicas de citometria de flujo
multiparamétrica, han demostrado la elevada frecuencia con la que se detectan estas
pequefias poblaciones de células B clonales en la SP de adultos sanos, oscilando su
prevalencia entre 3,5% y 7% (dependiendo de la sensibilidad de la técnica empleada
para su deteccion y del numero de células analizadas) de la poblacion general con
recuentos normales de linfocitos y un 13% de los adultos con linfocitosis absoluta. Asi
mismo, esta frecuencia se incrementa considerablemente hasta el 13% a 18% entre los

familiares de primer grado de pacientes con LLC-B.
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Aunque en la mayoria de los casos estas poblaciones clonales de células B
muestran un curso clinico estable e indolente, su deteccion en individuos sanos resulta
de gran interés y relevancia ya que de forma recurrente se ha observado una tasa de
transformacion de LMB con linfocitosis a LLC-B de alrededor del 1% anual, a la vez
que existe evidencia de que practicamente todas las LLC-B podrian ir precedidas de una
LMB. Este ultimo hallazgo sugiere que el desarrollo de la LLC-B (y posiblemente
también de otros SLPC-B) como enfermedad clinicamente manifiesta, podria estar
precedido de un periodo silente en el que podrian detectarse en SP pequefios clones de
células B de supervivencia prolongada. Inicialmente, la expansion clonal de estas
células B podria estar relacionada y/o condicionada por procesos de estimulacién
antigénica cronica mantenida a lo largo del tiempo; posteriormente, estas células
podrian acumular alteraciones genéticas que, en el contexto de una dotacion geneética
concreta, podrian conllevar una probabilidad incrementada de transformacion
neoplasica y de progresion maligna. Ello contribuiria a explicar la presencia de
pequefias subpoblaciones de células B (mono)clonales en una proporcion
significativamente alta de individuos aparentemente sanos, especialmente en adultos de
edad avanzada.

Por todo lo anteriormente expuesto, la identificacion de células
aberrantes/clonales en adultos sanos, sin evidencia de sintomas y signos de SLPC-B,
podria constituir una herramienta Unica de gran utilidad para el diagndstico precoz de la
enfermedad incluso en fases previas a la transformacion neoplésica y la progresion
maligna. Ademas, la identificacion temprana de estas células facilitaria el estudio de los
eventos y mecanismos involucrados en los procesos de progresion de la enfermedad y la
identificacion de marcadores fenotipicos, genéticos y moleculares hasta ahora

desconocidos, que puedan contribuir a conocer la historia natural y la evolucién de los
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SLPC-B, a semejanza de lo que ocurre en sujetos con gammapatia monoclonal de
significado incierto (GMSI) de los que aproximadamente una cuarta parte progresa a
mieloma multiple u otro SLPC-B en los 10 afios siguientes al diagndstico de su
gammapatia. En otras palabras, la caracterizacion exhaustiva de clon de linfocitos B
expandido en sujetos sanos con LMB podria contribuir, no solo a establecer nuevas
estrategias de diagnostico precoz de este desorden linfoproliferativo, sino también a
identificar grupos de riesgo que podrian beneficiarse de una intervencién terapéutica
temprana. En este sentido, merece destacar que de momento seguimos sin disponer de
ningun marcador de riesgo de progresion de LMB a SLPC-B clinicamente manifiesto,
especialmente en el caso de la LMB de la poblacion general (sujetos sin linfocitosis), y
asi esclarecer si la LMB en si constituye un proceso neoplésico pre-maligno o si por el
contrario representa una condicion fisiologica asociada a estimulacion antigenica
cronica y/o a la inmunosenescia de linfocitos B caracteristica de edades avanzadas,
constituyendo simplemente la contrapartida normal de las células B neopléasicas de la
LLC-B y otros SLPC-B portadores de alteraciones adicionales que en la actualidad

siguen siendo en gran medida desconocidas.

Ante estos antecedentes, en el presente trabajo doctoral nos hemos planteado

como objetivo general del mismo, profundizar en el conocimiento de la linfocitosis

monoclonal de células B de adultos sanos sin linfocitosis seleccionados de la poblacion

general de la provincia de Salamanca, a través de los siguientes objetivos especificos:

1.- Establecer la frecuencia de presentacion de poblaciones linfoides B
(mono)clonales en la circulacién sanguinea de adultos aparentemente sanos, mayores de

40 afios y con recuentos normales de linfocitos en SP, residentes en la provincia de
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Salamanca, empleando técnica de citometria de flujo multiparamétrica de alta

sensibilidad.

2.- Determinar si las poblaciones de células B CD5" con fenotipo tipo LLC-B
estan presentes de forma sistematica en la SP de adultos de edad avanzada, reflejo de su

posible origen y naturaleza fisioldgica vs patoldgica.

3.- Caracterizar en detalle desde el punto de vista fenotipico y genético, cada una
de las poblaciones de linfocitos B (mono)clonales detectadas en individuos
aparentemente sanos, comparando los hallazgos encontrados con las caracteristicas
fenotipicas y genéticas de las células B neoplasicas de pacientes con SLPC-B

clinicamente manifiesto.

4.- Investigar si en el plazo de al menos un afio tras su identificacion, se detectan

alteraciones numeéricas, fenotipicas y/o citogenéticas en el clon linfoide B de las LMB,

con el fin de conocer su comportamiento evolutivo a corto plazo.
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En la presente seccion de la memoria se describen los individuos estudiados,
los materiales y metodos empleados, y los resultados obtenidos en relacion con cada
uno de los objetivos propuestos, mediante la inclusion de los articulos publicados como
consecuencia del trabajo realizado. Cada uno de los articulos referidos esta precedido de
un breve resumen en castellano que facilita una revision rapida de la informacion

contenida en los mismos.

Los articulos incluidos en este apartado son los siguientes:

3.1.- Increased frequency (12%) of circulating chronic lymphocytic
leukemia-like B-cell clones in healthy subjects using a highly sensitive multicolor
flow cytometry approach.

Nieto WG, Almeida J, Romero A, Teodosio C, Lopez A, Henriques AF, Sanchez ML,
Jara-Acevedo M, Rasillo A, Gonzélez M, Fernandez-Navarro P, Vega T, Orfao A;
Primary Health Care Group of Salamanca for the Study of MBL.

Blood 2009; 114: 33-37.

3.2.- CLL-like B-lymphocytes are systematically present at very low
numbers in peripheral blood of healthy adults.
Almeida J, Nieto WG, Teodosio C, Pedreira CE, Lopez A, Fernandez-Navarro P, Nieto
A, Rodriguez-Caballero A, Mufioz-Criado S, Jara-Acevedo M, Romero A, Orfao A,

Primary Health Care Group of Salamanca for the Study of MBL.

Leukemia 2011; 25: 718-722.
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3.3.- Non-CLL-like monoclonal B-cell lymphocytosis in the general
population: prevalence and phenotypic/genetic characteristics.
Nieto WG, Teodosio C, Lépez A, Rodriguez-Caballero A, Romero A, Bércena P,
Gutierrez ML, Langerak AW, Fernandez-Navarro P, Orfao A, Almeida J; Primary
Health Care Group of Salamanca for the Study of MBL.

Cytometry Part B — Clinical Cytometry 2010; 78B (Suppl 1): S24-S34
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3.1.- ARTICULO 1: "Elevada frecuencia (12%) de deteccion de linfocitos B
clonales similares a los de la leucemia linfatica crénica en la sangre periférica de
adultos sanos, mediante el empleo de técnicas altamente sensibles de citometria de

flujo multiparamétrica”.

ANTECEDENTES. La linfocitosis monoclonal de linfocitos B (LMB) se
caracteriza por la presencia de linfocitos B monoclonales en pequefia cuantia
(<5x10%L) en la sangre periférica de sujetos adultos por lo demés sanos. Su
identificacion ha sido posible gracias a técnicas de citometria de flujo multiparamétrica,
que ademas han puesto de manifiesto que en la gran mayoria de estos casos las células
B clonales muestran un fenotipo superponible al de las células neoplasicas de la
leucemia linfatica crénica B (LLC-B). La frecuencia descrita en la literatura con la que
se detectan células B clonales de "tipo LLC-B" en adultos sanos, varia entre 3,5% y 7%
de los sujetos, dependiendo de la sensibilidad de la técnica de citometria de flujo
empleada.

OBJETIVO. En el presente trabajo nos propusimos investigar la frecuencia de
presentacion de células B monoclonales en la sangre periférica (SP) de adultos sanos
mayores de 40 afios con recuentos sanguineos normales, seleccionados aleatoriamente a
partir de la poblacion general residente en la provincia de Salamanca (Espafia),
empleando una técnica de citometria de flujo altamente sensible, basada por un lado en
el empleo de combinaciones de anticuerpos monoclonales en 8 colores y por otra parte,
en la evaluacion de >5x10° leucocitos/muestra.

METODOS. En el estudio se incluyeron un total de 608 adultos sanos mayores
de 40 afios (edad media de 62+13 afios; 47% varones y 53% mujeres), con recuentos

linfocitarios normales (2,2+0,7x10%L). Estos sujetos se reclutaron a partir de la
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poblacion general de la provincia de Salamanca, siendo seleccionados aleatoriamente a
partir del Sistema de Atencion Primaria de Salud. En todos los casos se realizd un
rastreo inmunofenotipico de la presencia de poblaciones B clonales circulantes, tras el
marcaje de una muestra de SP (alrededor de 1-4 ml/individuo) mediante técnica de
inmunofluorescencia directa, con las siguientes combinaciones de 8 anticuerpos
monoclonales conjugados con distintos fluorocromos: i) CD20/ CD45/ CD8+sIgh\/
CD56+slgk/ CD4/ CD19/ CD3; i1) CD20/ CD45/ CyBcl2/ CD23/ CD19/ CD10/ CD5/
CD38, vy; iii) CD20/ -/ SmIgh/ Smlgk/ CD19/ CD10/ CD5/ -. Posteriormente, las
muestras se adquirieron en un citémetro de flujo FACSCanto Il (Becton Dickinson
Biosciences -BDB), en dos pasos consecutivos. En el primer paso se almaceno la
informacién correspondiente a la celularidad global de la muestra (~1x10° células),
mientras que en el segundo paso se almacend Unicamente la informacion
correspondiente a los linfocitos B seleccionados a traves de una ventana de adquisicién
especifica de células CD19" y/o CD20*, hasta adquirir >5x10° leucocitos totales/tubo.
El analisis de los datos se realizd con el programa informatico INFINICYT™
(Cytognos SL). Para considerar que un grupo de eventos constituia una poblacion de
linfocitos B clonales se requirié un numero minimo de 50 eventos celulares.

En los casos en los que se detectaron clones de linfocitos B circulantes se
procedid a realizar su posterior caracterizacion fenotipica con un panel mas amplio de
anticuerpos monoclonales combinados en ocho colores. En estos casos, la confirmacién
del carécter clonal de la expansion linfoide se realizé mediante el analisis del patrén de
expresion de las cadenas ligeras de las Smlgk y Smlgh (n=73), el reordenamiento del
gen de la cadena pesada de las Ig (n=8) y/o mediante técnica hibridacion in situ

fluorescente (n=37); los estudios genéticos y moleculares se llevaron a cabo sobre la
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fraccion de celulas B aberrantes purificadas con un citometro de flujo FACSAria
(pureza mediana del 98%).

RESULTADOS. Mediante la estrategia descrita se detectd la presencia de
células linfoides B clonales con un fenotipo similar al de la LLC-B en el 12% de los
casos (73/608), lo que supone una frecuencia de LMB tipo LLC-B que practicamente
dobla a la descrita previamente por otros autores. Las células B clonales expresaban
Smigk en 48 de estos 73 casos (66%), y Smlghk en 11 (15%); en los 14 casos restantes
(19%) se evidencio la presencia de dos poblaciones B clonales distintas con fenotipo
LLC-B. En general, las células B clonales representaban una proporcion muy pequefia
de la poblacién total de las células B (mediana: 0,38%; rango intercuartilico: 0,14%-
4,2%), lo que explica que no se hayan encontrado diferencias estadisticamente
significativas en el nimero absoluto de linfocitos B de SP entre sujetos con y sin LMB.
Al igual que en otros trabajos, observamos que la prevalencia de LMB se incrementaba
progresivamente con la edad: 5,1% de LMB en sujetos de entre 40 y 49 afios, 5,2% en
sujetos de 50 a 59 afios, 17,5% en individuos de entre 60 y 69 afios, 21,7% en sujetos de
70 a 79 afios, 27,3% en el rango de 70 a 79 afios y 75% de los adultos mayores de 90
afios (p<0,05). Por el contrario, no hallamos asociacion entre la edad y el tamafio del
clon o entre la presencia de células B clonales circulantes y el sexo del individuo.
Merece destacar que en casi dos tercios de los casos (62%), el porcentaje de células B
aberrantes/clonales detectado era inferior al limite maximo de sensibilidad alcanzado
por otros grupos (<0,01%). La confirmacion de clonalidad por métodos citogenéticos y
moleculares pudo constatarse en 18 casos, de los que todos excepto uno presentaban
>0,01% de células B aberrantes/clonales. Al igual que en otras series, identificamos
casos que presentaban clones de células B de tipo no-LLC-B, con una frecuencia

ligeramente superior o similar a la referida por otros autores: 14/608 casos (2,3%).
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CONCLUSIONES. La incidencia de LMB tipo LLC-B en la poblacion general
de més de 40 afios es significativamente superior a la descrita previamente por otros
autores, incrementandose progresivamente a medida que aumenta la edad. Esta aparente
discrepancia se debe a que en nuestra serie, la mayoria de los casos presentan niveles de
linfocitos B clonales en SP que estan por debajo del limite maximo de sensibilidad de
las técnicas empleadas por otros grupos, lo que apoya la idea de que la deteccion de
clones de linfocitos B circulantes depende en gran medida de la sensibilidad de la

técnica de citometria de flujo empleada.
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Brief report

Increased frequency (12%) of circulating chronic lymphocytic leukemia—like
B-cell clones in healthy subjects using a highly sensitive multicolor flow

cytometry approach

Wendy G. Nieto,' Julia Almeida,! Alfonso Romero,? Cristina Teodosio,"' Antonio Lépez,! Ana F. Henriques,'
Maria Luz Sanchez,! Maria Jara-Acevedo,! Ana Rasillo,' Marcos Gonzalez,® Paulino Fernandez-Navarro,* Tomas Vega,>
Alberto Orfao,"! and the Primary Health Care Group of Salamanca for the Study of MBL5
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Monoclonal B-cell lymphocytosis (MBL)
indicates the presence of less than
5 x 109/L circulating monoclonal B cells
in otherwise healthy subjects. Recently, it
has been reported that circulating chronic
lymphocytic leukemia (CLL)-like B cells
can be detected using 4- or 5-multicolor
flow cytometry in 5% to 7% of adults with
normal lymphocyte counts. We investi-
gated the frequency of circulating mono-

clonal B cells in 608 healthy subjects older
than 40 years with normal blood counts,
using a highly sensitive 8-color flow cy-
tometry approach and systematic screen-
ing for total PB leukocyte count higher
than 5 x 108, We show that the frequency
of PB monoclonal B cells is markedly
higher than previously reported (12% for
CLL-like B cells, found at frequencies of
0.17 = 0.13 x 10° cells/L), the incidence

progressively increasing with age. Most
cases (62%) showed clonal B-cell levels
below the maximum sensitivity of the
techniques described by others (< 0.01%),
supporting the notion that detection of
MBL may largely depend on the sensitiv-
ity of the flow cytometry approach used.
(Blood. 2009;114:33-37)

Introduction

Monoclonal B-cell lymphocytosis (MBL) is a relatively recent
diagnostic category, that indicates the presence of low numbers of
circulating monoclonal B cells (< 5 X 10%L) in otherwise healthy
subjects (absence of a history or signs of B-cell chronic lympho-
cytic leukemia [CLL] or any other lymphoproliferative or autoim-
mune/infectious disease).! Although this entity has been recently
included in the revised National Cancer Institute Working Group/
International Workshop on CLL (NCI-WG/IWCLL) guidelines for
the diagnosis and management of CLL,?> whether MBL represents
an early stage of a chronic B-cell malignancy is still unknown,*”’
because no large series of subjects with MBL has yet been
prospectively followed for a long period of time (> 10 years). In
addition to MBL cases presenting with lymphocytosis, recently
several groups have reported that low levels of peripheral blood
(PB) monoclonal B cells can also be detected in healthy subjects
with normal lymphocyte counts. Accordingly, Rawstron et al® have
found monoclonal B cells phenotypically identical to CLL cells at
levels less than 3.5 X 10%L in the PB of approximately 5% of
healthy subjects (78/1520) older than 60 years, and a similar
percentage of cases showing circulating CLL-like B cells has been
found by Dagklis et al’ in cases older than 40 years (88/1322;
6.6%). In the present study, we investigated the frequency of
circulating monoclonal B cells in a total of 608 healthy subjects
older than 40 years and with normal blood counts who belong to a
population living in Salamanca (western Spain), using a highly

sensitive multicolor flow cytometry approach. We show that the
frequency of PB monoclonal B cells in these subjects is markedly
higher than that previously reported (12% for CLL-like B cells).

Methods

Subjects of study

A total of 608 healthy subjects (284 men [47%] and 324 women [53%])
older than 40 years (62 = 13 years, range: 40-97 years) randomly recruited
from the Primary Health Care system region of Salamanca (Spain) were
studied. The leukocyte and total lymphocyte counts were of 6.3 plus or
minus 1.6 X 10%L and 2.2 plus or minus 0.7 X 10%L, respectively, and the
absolute B-cell number was of 0.16 plus or minus 0.1 X 10%L. The
research protocol was approved by the Ethics Committee of the Cancer
Research Center of Salamanca and all participants gave their written
informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki.

Immunophenotypic analyses

A total amount of approximately 4 mL EDTA-anticoagulated PB per case
was immunophenotyped using a direct immunofluorescence stain-and-then-
lyse technique,'? with the following antibody combinations: CD20-Pacific
Blue (PB)/CD45-Pacific Orange (PO)/CDS8-fluorescein isothiocyanate
(FITC)+anti—sIg\-FITC/CD56-phycoerythrin  (PE)+anti—sIgk-PE/CD4-
peridin chlorophyll protein-cyanin 5.5 (PerCPCy5.5)/CD19-PE-cyanin 7

Submitted January 7, 2009; accepted April 22, 2009. Prepublished online
as Blood First Edition paper, May 6, 2009; DOl 10.1182/blood-2009-
01-197368.

The online version of this article contains a data supplement.

BLOOD, 2 JULY 2009 - VOLUME 114, NUMBER 1

The publication costs of this article were defrayed in part by page charge
payment. Therefore, and solely to indicate this fact, this article is hereby
marked “advertisement” in accordance with 18 USC section 1734.

© 2009 by The American Society of Hematology

33

103


http://bloodjournal.hematologylibrary.org
http://bloodjournal.hematologylibrary.org/subscriptions/ToS.dtl

34 NIETOetal

BLOOD, 2 JULY 2009 - VOLUME 114, NUMBER 1

A B, c D
- 2- ﬂ: -
3, : £ 2
o o 3 23 "
£ £ s s
g i S o s s
- o we " L v
[=) o L3 <, 1
8 8 3 @
O O =] n A .
== T T T ! T T T o
° 13 1E4 1ES 0 1E3 1E4 1ES 0 50000 150000 250¢ o 1E2 1E4
CD19 PerCP-Cy5.5 CD19 PerCP-Cy5.5 FSC-A CD45 Pacific orange
E = .
" - w
(&) 1] o
] o o~ o
g s < 2 # © 2
a - 2 . > g
7, 4 %) (8] X
o 1E3 1E5 -1E3 0 1E3 1ES [] 1E3 1ES o 1E3 1ES
CD19 PerCP-Cy5.5 CD20 Pacific blue cyBCL2 FITC Lambda FITC
F s - 5
a - = w
~N o w o
= a = i a ., ;
<8 < & Q& 2 g
Q8 0 a g
7 - 8 5 o* X
o0 1E3 1ES -1E3 0 1E2 1EE o 1E3 1ES o 1Ez2 1ES
CD19 PerCP-Cy5.5 CD20 Pacific blue cyBCL2 FITC Lambda FITC
G 3 E
s < 3
H L - w
o E w o
a O o o
S § g 2 g
@ R 2 9 . g
° 0 1E2 1ES 8 % 0 1EZ 1ES 0 1E3 1ES o 1E3 1ES

CD19 PerCP-Cy5.5

CD19 PerCP-Cy5.5

cyBCL2 FITC Lambda FITC

Figure 1. Inmunophenotypic identification of peripheral blood B-cell clones in otherwise healthy adults. Top panels (A-D) illustrate the sequential gating strategy used
to identify B cells in one representative sample: in a first acquisition step, a gate was drawn on the cell fraction positive for CD19 and/or CD20 (A); information from only those
events included in this gate was stored in a second step for more than 5 x 10 total leukocytes (B); finally only those events included in a wide gate drawn on a FSC/SSC and
CD45 versus SSC dot plots, corresponding to small and eventually large CD45" lymphocytes, were selected as B cells (C-D). lllustrative examples of 3 different samples
displaying aberrant/clonal B cells are shown in panels E through G (aberrant/clonal B cells are shown as black dots, and residual polyclonal B cells are shown as gray dots):
CLL-like cells present at low frequencies (0.01% of the whole cellularity of the sample and 0.7% of the whole B-cell population) are shown in panel E and CLL-like cells present
at very low frequencies (0.0015% of the whole cellularity and 0.1% of the whole B-cell population) are displayed in panel F; non—CLL-like B cells proven to be clonal by

polymerase chain reaction are shown in panel G.

(PECy7)/CD3-allophycocyanin (APC)/CD38-Alexa Fluor 700 (AF700);
CD20-PB/CD45-PO/cytBcl2-FITC/CD23-PE/CD19-PerCPCy5.5/CD10-
PECy7/CDS5-APC/CD38-AF700; and CD20-PB/anti—sIg\-FITC/anti—sIgk-
PE/CD19-PerCPCy5.5/CD10-PECy7/CD5-APC. Reagents were purchased
from Becton/Dickinson Biosciences (BDB) except for CD19-PECy7 (Beck-
man/Coulter), CD20-PB (e-Biosciences), CD38-AF700 (Exbio), CD45-PO
(Caltag Laboratories), and Bcl2-FITC, anti—sIg\-FITC, and anti—sIgk-PE
(Dako). Intracytoplasmic expression of bcl2 was evaluated after staining for
cell surface antigens, using the Fix & Perm reagent kit (Invitrogen),
according to the instructions of the manufacturer. Data acquisition was
performed on a FACSCanto II flow cytometer (BDB) using the BDB
FACSDiva software (V6.1), through a double-step procedure: first, informa-
tion on 1 X 10° events corresponding to the whole sample cellularity was
stored; in a second step, information was stored on CD19* and/or CD20*
gated events, containing a minimum of 5 X 10° leucocytes/tube (Figure
1A-D). Instrument setup and calibration were performed according to
well-established protocols'!; to check for the consistent performance of the
cytometer, and to ensure reliable and accurate results, a daily quality control
program was strictly followed, based on the use of cytometer setup and

tracking (CST) beads and CST module (BDB), according to the recommen-
dations of the manufacturer. As isotype controls were not used, those cells
that did not express a certain marker were considered as negative control for
positive cells. In tubes 2 and 3, in which CD3 was not present in the panel
of antibodies, the possibility that coincident T-cell events were included
within the CD19/CD20 gate was excluded by the pattern of FSC/SSC,
together with a phenotype incompatible with B/T-lymphocyte doublets (ie,
CD5%/CD19%/CD20"° vs CD5"/CD19*/CD20"; Figure 1E-F). The mini-
mum number of cellular events considered to constitute a clonal B-cell
cluster was 50 (Figure 1F).

Analysis of IgH gene rearrangements

Assessment of clonality was performed on FACSorted B cells (purity:
98% = 0.8%) in 8 cases. Genomic DNA preparation, polymerase chain
reaction amplification, heteroduplex analysis, and sequencing and analysis
of IgHV genes were performed following well-established protocols,
previously described in detail.'?
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AGE RANGE (years)

Total
40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 >90
Cases showing 0.17£0.10 0.16+0.09 0.16+0.08 0.14+0.09 0.10+0.06 0.02 0.16+0.13
no B-cell clones (0.01-0.68) (0.01-0.42) (0.02-0.41) (0.02-0.78) (0.03-0.30) ' (0.01-0.78)
CLL-like MBL 0.18+0.10 0.25+0.15 0.24+0.27 0.13+0.08 0.14+0.08 0.06+0.01 0.17£0.13
cases (0.08-0.40) (0.07-0.46) (0.08-1.27) (0.03-0.32) (0.05-0.29)  (0.05-0.307 | (0.03-1.27)
Non-CLL MBL 014 0.20+0.50 0.14+0.17 0.39+0.52 0.05 0.27+0.36
cases ’ (0.15-1.18)  (0.03-0.43)  (0.09-1.01) ’ (0.03-1.18)

Results expressed as meant standard deviation (range: minimum-maximum) of the absolute number of peripheral blood B cells (x109/L). Single values
indicate that only one case was studied. P-value >0.05 for all statistical comparisons performed.

Figure 2. PB B-cell counts and frequency of cases with monoclonal B cells in healthy subjects older than 40 years with normal lymphocyte counts, grouped
according to age. (A) Frequency of PB monoclonal B cells in healthy subjects older than 40 years with normal lymphocyte counts, grouped according to age. Bars represent
the percentage of cases within each age subgroup (from 40 to 97 years) displaying circulating B-cell clones. The numbers inside the picture represent the proportion of cases
displaying circulating B-cell clones per decade: 40 to 49, 50 to 59, 60 to 69, 70 to 79, 80 to 89, and older than 90 years. (B) Peripheral blood absolute B-cell counts according
to age of otherwise healthy adults without and with both CLL-like and non—CLL-like circulating clonal B cells.

Interphase fluorescence in situ hybridization studies

The most common genetic abnormalities associated with both CLL and
non—CLL-B-chronic lymphoproliferative disorder were screened by multi-
color interphase fluorescence in situ hybridization, performed on slides
containing fixed, FACSorted (purity: 98% = 0.8%) aberrant B cells (n = 37),
as previously described.!3

Statistical methods

Descriptive and comparative statistics (either the Pearson x> test or the
Student ¢ test or the Mann-Whitney U test) were performed using the SPSS

10

software program (SPSS 15.0; SPSS, Chicago, IL). P values less than .05
were considered to be associated with statistical significance.

Results and discussion

By applying a highly sensitive multicolor flow cytometry ap-
proach, we have found that the frequency of circulating monoclo-
nal B cells with a CLL phenotype in healthy subjects older than
40 years showing normal lymphocyte counts was at least double
than previously reported®® (73/608 subjects from a population-
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based cohort; 12%); of note, the proportion of cases displaying
circulating CLL-like monoclonal B cells remained stable through-
out the recruitment period (12 months): 10%, 10.5%, 14%, and
12.2% in the first 150, 300, 400, and 500 cases, respectively.
Forty-eight (66%) of those 73 cases expressed surface kappa light
chain immunoglobulins (sIgk™*) and 11 (15%) expressed sIg\; such
an imbalance in favor of sIgk™ cases was significantly different
(P < .05) from the expected frequency for normal and CLL B cells.
In the remaining 14 cases (19%), 2 clonal B-cell subsets were
detected (one being sIgk™ and the other sIgA™ in 13 cases and
2 distinct sIgk™ B-cell subpopulations in 1 case). Interestingly, no
statistically significant different PB B-cell counts were found
between subjects with and without circulating clonal B cells
(Figure 2B); actually, clonal B cells represented a minor proportion
(median: 0.38%; interquartile range: 0.14%-4.2%) of the whole
B-cell population. In line with other recent reports,*® the frequency
at which PB clonal B-cell populations were detected progressively
increased with age (Figure 1), whereas no association was found
between age and the size of the clone, or between the presence of
circulating clonal B cells and sex (11% of women vs 13.8% of men;
P > .05). The higher frequency at which we detected PB clonal
B cells in otherwise healthy subjects is most likely due to the higher
sensitivity of the flow cytometry approach applied versus that used
by others, as we have screened at least 10 times more PB nucleated
cells/sample (5 X 10%case vs 2 X 10° and 5 X 10%/case®®) and
used 8-color staining panels versus 4-color® or 5-color® protocols.
This is supported by the fact that in more than half of the cases
(62%) the percentage of aberrant/clonal B cells was below the
maximum sensitivity of the latter approaches (< 0.01%). However,
clonality was confirmed only by additional methods in 18 cases, all
except one with more than 0.01% aberrant/clonal B cells (median
percentage of CLL-like B cells: 0.10%; interquartile range: 0.025%-
0.68%). Clonality was confirmed by the presence of clonal /IGH
gene rearrangements (8/8 cases tested) and/or the presence of
concordant genetic abnormalities: del(13q14.3) in 10 of 37 cases
tested (including 1 case showing 0.007% CLL-like cells) and/or
trisomy 12 in 2 of 37 cases tested. IGHV sequencing was per-
formed in 7 cases that used the following IGHV genes (% mutation
from germ line): VH1-01 (4%); VH1-2 (0%); VH1-3 (1.5%);
VHI1-08 (1.8%); VH3-21 (0%); VH3-23 (0%); and VHS5-51*%01
(6%). There are insufficient data to make definitive conclusions
about whether they show different VH repertoire versus CLL, as
previously suggested.® Of note, all biclonal cases analyzed dis-
played 2 different molecular markers. As in other series,>%!* we
also detected additional cases showing non—CLL-like B-cell clones,
at a frequency similar to that found in other studies® (14/608,;
2.3%), and not as high as we expected from our results on CLL-like
MBL,; a possible explanation is that the 8-color panel used here
might not be optimal to detect aberrancies other than CLL-like, in
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addition to the fact that for the unequivocal identification of certain
B-cell chronic lymphoproliferative disorder groups (ie, those
derived from marginal zone), neither specific nor highly suggestive
phenotypic marker profiles exist. Because it has been suggested
that there is no cutoff point that could be used for a 100% efficient
discrimination of those subjects at risk of progression and that the
fundamental biologic issue is the presence of a clonal population,'
the precise identification of cases having circulating clonal B cells
using highly sensitive flow cytometry becomes a key question.
Nevertheless, given the high frequency of such cell populations
(> 100 times more frequent than CLL), and the fact that this
frequency strongly depends on the sensitivity of the approach used,
prospective, long-term follow-up studies!® are needed to define the
natural history of MBL.
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3.2.- ARTICULO 2: "La presencia un pequefio nimero de linfocitos B
clonales fenotipicamente similares a los de la leucemia linfatica crénica es un

hallazgo sistematico en la sangre periférica de adultos sanos".

ANTECEDENTES. La leucemia linfatica cronica B (LLC-B) es el tipo mas
comun de leucemia en el mundo occidental. Afecta principalmente a adultos mayores de
40 afos y se caracteriza por la presencia en sangre periférica (SP) de linfocitos B
clonales (>5x10%L) CD5", CD23" y Smlg™®! que ademas infiltran la médula ésea y
frecuentemente también otros oOrganos linfoides. Por otro lado, la linfocitosis
monoclonal de linfocitos B (LMB) se caracteriza por la presencia de un pequefio
nimero (<5x10%el/L) de linfocitos B clonales circulantes en sujetos sanos, sin
evidencia de enfermedad linfoproliferativa, autoinmune o infecciosa. En la mayoria de
las LMB, los linfocitos B clonales son fenotipicamente similares a los de la LLC-B.
Hoy sabemos que la LMB de tipo LLC-B es un hallazgo relativamente frecuente en la
poblacion general adulta de mas de 40 afios, situandose su incidencia entre el 5% vy
12%, dependiendo de la sensibilidad de la técnica de citometria de flujo empleada para
su deteccion. La relevancia clinica de la deteccion de LMB en sujetos sanos viene
determinada por la comprobacién de que aquellos sujetos con LMB y aumento del
namero absoluto de linfocitos en SP, presentan una tasa de transformacién a LLC-B de
alrededor del 1% al afio, mientras que segin datos recientes, practicamente todas las
LLC-B irian precedidas de una situacién previa de LMB.

OBJETIVO. El presente estudio parte de la hipétesis de que, al aumentar la
sensibilidad de la técnica, la frecuencia de deteccion de clones de linfocitos B
circulantes y por tanto también de LMB en la poblacién general, se incrementaria de

forma significativa. Con el fin de comprobar esta hipétesis, en el presente trabajo
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investigamos las variaciones en la frecuencia de LMB tipo-LLC-B en la poblacion
adulta mayor de 40 afios de la provincia de Salamanca cuando se analizaban volumenes
crecientes de SP de cada sujeto.

METODOS. En este trabajo evaluamos de forma retrospectiva un total de 639
muestras de adultos sanos >40 afios que presentaban recuentos normales de linfocitos,
procedentes del area de salud de Salamanca. En todos los casos se realizO un rastreo
inmunofenotipico de la presencia de clones de linfocitos B tipo-LLC-B sobre muestras
de SP empleando técnica de citometria de flujo de alta sensibilidad, basada en el anélisis
multiparamétrico de >5xI0° leucocitos con combinaciones de 8 anticuerpos
monoclonales. A partir de los datos reales obtenidos de cada muestra de sangre
analizada se construyd un modelo matematico predictivo con el fin de estimar el
porcentaje de casos en los que se detectarian clones de linfocitos B constituidos por
> 50 eventos celulares, si se hubieran analizado volimenes de muestra superiores a los
realmente estudiados.

Posteriormente, en un subgrupo de 9 donantes sanos mayores de 70 afios en los
que no se identificaron células B clonales en la fase de rastreo inicial, se evalud la
presencia de clones de linfocitos B en la fraccion de linfocitos B purificados mediante
procedimiento inmunomagnetico, a partir de 50 mL de SP; para ello empleamos una
combinacidn de los anticuerpos CD20, CD45, anti-slg-A, anti-slgk, CD79b, CD19, CD5
y CD3.

RESULTADOS. El analisis de las 639 muestras correspondientes al estudio
retrospectivo (volumen medio de SP de 1095+143puL; rango: 900 a 1200uL) mostré la
presencia de linfocitos B clonales (>50 eventos celulares) con un fenotipo superponible
al de la LLC-B (CD19"*, CD5*, CD20"*! cD23*, CD79b**! FMC77+4bil gpmjgtobil

CD10) en el 12,5% de los casos (80/639). Como ya se habia descrito anteriormente
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para los primeros 608 casos (Nieto et al, Blood 2009), la frecuencia de LMB tipo LLC-
B se incrementaba de forma significativa con la edad: 5,4% en sujetos de entre 40 y 59
anos, 15,5% entre los 60 y 69 afios y 19,2% en los individuos de > 70 afios.

A partir de estos datos reales, obtenidos de ~1 ml de muestra de SP de cada
individuo, el modelo matematico predictivo elaborado revelaba que si se hiciera un
rastreo sobre volumenes de sangre superiores a 46 mL, podrian detectarse clones
linfoides B de tipo LLC-B en el 100% de la poblacion general mayor de 70 afios.
Ademas, segun este modelo, en el caso hipotético de que dicho volumen fuera rastreado
y analizado para cada sujeto, la frecuencia estimada de individuos de la poblacién
general que portarian clones de tipo LLC-B seria del 32% para el rango de 40-59 afios
(intervalo de confianza del 18% al 46%) y del 62% para sujetos de entre 60 y 69 afios
(intervalo de confianza del 36% al 88%), con una proporcion estimada del 100% para la
serie completa. Para verificar esta hipotesis, se marcaron 50 mL de SP de 9 sujetos
sanos >70 afos, en los que no habiamos detectado células LMB al analizar 1 mL de
sangre en el estudio anterior. Dicho analisis demostré la presencia de clones de
linfocitos B de tipo LLC-B en las muestras de SP de 8 de estos 9 individuos. Ademas
merece destacar que en 4 de ellos se identificaron 2 poblaciones distintas de células B
de tipo LLC-B (una Smlgk" y otra Smlg\") asociadas en uno de estos sujetos a un
cociente de células B CD5", Smlgk"/SmIg\’ normal.

CONCLUSION. Nuestros resultados muestran que la presencia en SP de
células B clonales con un fenotipo similar al de la LLC-B puede constituir un hallazgo
habitual en la poblacidn general adulta, especialmente a partir de los 70 afios. Ante estos
hallazgos, se requiere de estudios adicionales que determinen si estas células

constituyen la contrapartida fisiol6gica de la LLC-B, o si de acuerdo al concepto vigente
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en la actualidad, representarian la célula tumoral ancestral sobre la que en algunos

sujetos tendria su origen una LLC-B.
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(UPN 23) and three patients did not show additional alterations
(UPNs 24-26). However, one patient of the latter group had
already presented an additional NRAS codon 12 mutation at
initial MDS diagnosis. One patient developed a second RUNXT
mutation along with trisomy 13 (UPN 22). Interestingly, both
patients who gained a chromosome 13 (UPNs 1 and 22) had
antecedent mutations in RUNXT. According to current litera-
ture, RUNXT mutations occur at a frequency of about 15% in
MDS,” thus the rate of RUNXT mutations is increased in our
patient cohort, which is defined by leukemic evolution. Thus,
our results suggest that the detection of RUNXT mutations in
MDS comes along with a propensity to leukemic transformation.
FLT3-ITDs occurred only after progression to s-AML in our
cohort. Both patients who gained FLT3-ITDs in the progression
from MDS to s-AML presented antecedent mutations in RUNXT.
These two patients fit nicely into the two-hit hypothesis for the
pathogenesis of AML with RUNXT mutations altering gene
expression (type | mutation) and FLT3-ITDs leading to enhanced
proliferation (type Il mutation).? In the present study, RUNXT,
a known cancer gene, is located in a region affected by UPD.
In this patient, a heterozygous RUNX1 mutation has been found
at MDS diagnosis. LOH of the remaining healthy RUNXT allele
due to UPD was accompanied by progression to s-AML within
less than 6 months after initial MDS diagnosis. The contribution
of UPD to s-AML evolution sheds light on a novel aspect
regarding the progression from MDS to s-AML. The second
genetic hit is neither an additional mutation nor a cytogenetic
alteration but rather the duplication of a RUNXT-mutated allele
leading to LOH of the unaffected allele.

From a genetic point of view, MDS and AML show an
overlapping pattern of cytogenetic and molecular genetic
abnormalities. With the exception of AML-specific recurrent
balanced rearrangement, mostly unbalanced abnormalities
occur both in MDS and AML.

In conclusion, our data demonstrate that 60% (23/38) of
patients acquired additional genetic abnormalities during
progression from MDS to s-AML. One group (24%) preferen-
tially gained additional chromosome abnormalities while the
other group (26%) was characterized by additional molecular
mutations. Four patients (11%) presented both additional
cytogenetic and molecular genetic changes, one of which
acquired UPD(21q) with RUNXT-LOH in the course of s-AML
development. While RUNXT mutations already occurred at a
high frequency at MDS stage, mutations in FLT3 were seen only
after progression to s-AML.
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CLL-like B-lymphocytes are systematically present at very low numbers in peripheral

blood of healthy adults

Leukemia (2011) 25, 718-722; doi:10.1038/leu.2010.305;
published online 14 January 2011

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common type
of leukemia in the Western world. The disease is typically
diagnosed in adults >40 years old, who show an expansion
(>5x 107 cells per ) of clonal B-cells with a unique CD5 ™,
CD23 ™, B-cell receptor (BCR)'™ immunophenotype in periph-
eral blood (PB) and bone marrow, frequently in association with
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involvement of other lymphoid tissues, disease symptoms
and a heterogeneous clinical outcome. In parallel, monoclonal
B-cell lymphocytosis (MBL), typically characterized by an
expansion of clonal CLL-like B-cells (<5 x 10° cells per 1), has
been also frequently reported in otherwise asymptomatic
subjects.'? Increasing evidence suggests that this could repre-
sent a pre-leukemic condition, as CLL frequently develops in
individuals with previous history of MBL, and MBL cases
progress to CLL at a rate of 1% per year.”?
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Interestingly, in addition to MBL cases presenting with adults (>40 vyears old) with normal lymphocyte counts,
lymphocytosis, very low numbers of clonal B-cells with a representative of the population living in the area of Salamanca
CLL-like immunophenotype and cytogenetic profile, are also (Western Spain), in whom we investigated the association
present in healthy subjects with normal lymphocyte counts.? between the frequency of CLL-like MBL and the volume of
Initially, a frequency of CLL-like clones among healthy adults of ~ sample analyzed. These subjects included a series of 608
around 3-6% was reported. Despite this relatively high previously reported individuals plus 31 new subjects recruited
incidence, controversial results have been reported about the according to the same criteria and who were investigated for the
precise frequency of CLL-like MBL in the general popula- presence of CLL-like MBL in between 0.9 and 1.2ml of PB,
tion.>*> Such variability has been related to genetic and using previously described flow cytometry approaches;* in a
microenvironmental differences, as well as to technical vari- subgroup of nine donors aged >70 years, who did not show
ables associated with different sensitivities of the distinct evidence of CLL-like B-cells in the screening phase, a second
methods applied.*® Accordingly, we have recently shown that ~ 50ml PB sample was obtained and further investigated for the
the actual frequency of MBL cases presenting with normal presence of CLL-like B-cell clones (see Supplementary text for
lymphocyte counts could increase to as high as 12% of the more detailed information).
general adult population >40 vyears,* depending on the Overall, 80/639 subjects studied (12.5%) showed CLL-like
sensitivity of the method and the volume of blood screened, in clones defined by the presence of >50 cellular events with a
addition to age. Altogether, these observations raise the question ~ CLL-like aberrant phenotype (CD19*, CD5", CD20 "™
about the actual frequency and significance of such small B-cell CD23 7, CD79b*4im ppmC7 *dim CybcIZh' and restricted expres-
clones in normal subjects, as regards their pathological vs sion of immunoglobulin ligh-chain ™ ™ in the absence of CD10)
physiological nature. in the overall sample analyzed (median PB volume: 1200 pl;
Here, we provide further evidence about the great prevalence range: 900-1200 ul). Among these 80 MBL cases, the absolute
of small numbers of CLL-like B-cells among adults of increasing count (median of 0.47 clonal B-cells per pl; interquartile range:
age, supporting the notion that they might be present among 0.13-1.60 clonal B-cells per pl) and the percentage of CLL-like
virtually every subject older than 70 years. Our results are based B-cells from all PB B-cells (median of 0.42; interquartile range:
on the analysis of the frequency of CLL-like MBL in 639 healthy 0.13-1.42), lymphocytes (median of 0.027; interquartile range:
(A) MEASURED DATA (B) CALCULATED DATA
100% — .
1 Whole series 100% = ..100%
50% — -
00/0 n T L) T 1
0.01 0.1 1 5 10 20 30 40 50
100% ¥ 40 - 59 years
g 50%] 46%
3 . — 9%
5 = ________________._.,-_.—_—'——’:" iyt " 18%
() 0% — === T T Ty T T T T T T T J
g 0.01 0.1 1 5 10 20 30 40 50
0:3 100% 7 60 - 69 years
& ] 88%
50% — e T 62%
] L me— 36%
0% e . .
0.01 0.1 1 5 10 20 30 40 50
100% — E : e
4 >70 years 100% 100% e I 100%
500/0_: /
: ._.—o—'—";-'ﬁ///
0% e : : - T - T - T - )
0.01 0.1 1 5 10 20 30 40 50
PB Volume (mL)
Figure 1 Real and calculated frequency of healthy subjects with detectable CLL-like B-cells on the basis of PB measurements and the statistical
prediction model applied, respectively. Curves in the left (column A) correspond to the percentage of cases actually carrying CLL-like B-cells, after
increasingly higher volumes of PB (up to 1200 ul of sample) were analyzed for each subject (MEASURED DATA); in turn, curves in the right
(column B) correspond to the calculated percentage of cases with CLL-like B-cells, if increasingly higher volumes of PB had been stained
(CALCULATED DATA). Both measured and calculated data are shown for the whole series (n=639; upper curves) and for three groups of the same
subjects stratified according to age (40-59 years, 60-69 years and >70 years are shown in intermediate upper, intermediate lower and lower
panels, respectively). Green lines represent the (measured and calculated) percentage of cases with CLL-B-cells, whereas red and blue lines
represent the higher and lower 95% confidence interval bounds.
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0.010-0.101) and leucocytes (median of 0.008; interquartile
range: 0.002-0.028) was similar to that reported for the first 608
cases.* As for the initial 608 cases,* a progressively higher
frequency of individuals carrying CLL-like B-cell clones was
detected in parallel to increasing age: 5.4% of subjects aged
40-49 years, 15.5% in the 60-69 age range and 19.2% in those
older than 70 years.

Based on the sequence of acquisition of data in the flow
cytometer for single PB leucocytes, then we determined for
each MBL case the specific number of cells that were measured
(and the corresponding volume of PB) to reach the pre-
established threshold of 50 CLL-like B-cells to consider that
case as MBL. As shown in Figure 1 (Column A), a progressive
increase in the frequency of cases with CLL-like B-cell clones
was detected, according to the volume of sample interrogated
(from 1 to 1200 pl) from 0 to 15.8-95% confidence interval (Cl):
13.8-17.9%—, respectively. Upon grouping the subjects
according to age, similar profiles were observed, but with
significantly higher frequencies for adults aged >60 years, and
particularly those aged =70 years vs subjects aged 40-59 years:
18.6% (95% Cl: 15.8-21.4%) for cases =60 and <70 years,
and 24.8% (95% Cl: 21.2-28.4%) for those aged >70 years vs
6.7% (95% Cl: 5.9-7.4%) for subjects <60 years (Figure 1,
Column A).

According to the overall pattern of increase in the frequency
of positive cases observed when progressively higher volumes
of sample were measured, a mathematical model was then built
to predict whether PB CLL-like B-cells could be detected in
virtually every case, if larger volumes of PB had been screened
for each subject (Figure 1, Column B). Based on the 95%
lower Cl bound, this model predicted that CLL-like B-cells could
be detected in every subject >70 years if around 50ml of
their PB would had been analyzed (the lower limit of the 95%
ClI reached 100% for PB volumes of around 46 ml). According
to this model, in the hypothetical case that the same volume of
PB (46 ml) would be stained and analyzed for each subject in
the other age groups, the estimated frequency of cases carrying
CLL-like clones for subjects studied at 40-59 years of age was of
32% (95% Cl: 18-46%) and of 62% for cases with 60—69 years
(95% Cl: 36-88%), with an estimated rate of 100% for the
whole series (lower limit of the 95% CI of 70%) (Figure 1,
Column B).

Based on this prediction, AutoMACS-enriched B-cell prepara-
tions were obtained from another ~50ml of PB from nine
subjects aged >70 years (median of 77 years, from 72 to 88
years) who did not show detectable CLL-like B-cells when
between 0.9 and 1.2ml of their PB had been analyzed, and
were further investigated (Supplementary Material). Our results
confirmed the presence of CLL-like B-cells in all but one of them
(Table 1 and Supplementary Figure 1). Noteworthy, both slgk +
and slgh + CLL-like B-cell populations were detected in 4/9 of
these MBL cases, even with a normally balanced slgk/sigh
ratio in one of them (Case no. 8 in Table 1). Based on these
results it could be speculated that the systematic presence of
CLL-like B-cells at very low numbers in adults with advanced
age (for example, >70 years), more likely represents the
normal counterpart of CLL malignant cells than a leukemic
B-cell precursor.

In the last decades, an increased degree of genetic pre-
disposition with familial cases has been reported for some CLL
patients. However, this does not explain the occurrence of most
(sporadic) CLL and/or MBL cases. In this regard, recent
epidemiological data,® together with studies showing that CLL
and MBL B-cells frequently display stereotyped B-cell recep-
tors,® suggest that antigen-driven immunological responses
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Characteristics of CLL-like B-cells identified in 50 m| of PB from nine healthy subjects older than 70 years, who did not show MBL when 0.9-1.2 ml of PB had been screened

Table 1

% of CLL-like B cells No. of CLL-like

from all PB B-cells

% of CLL-like

No. of
CLL-like events

Ratio «/°

slg light

No. of CLL-like

No. of total
B-cells stained B-cell populations® chain restriction

Case No. Age (y)/Sex Volume PB No. of lymphocytes

x 10° per |

B cells per ul

B-cells from
WBC (x 1079

stained (mi)

Monoclonal cases

0.066
0.036
0.112
0.009

0.041
0.05
0.08
0.013

0.8
0.73
1.3
0.14

124
997
1483
114

NA
NA
NA
NA

KR ¥ ¥

One
One
One
One

1042628
2440204
2167683

966 381

3.00
1.61
3.02
2.37

55
49
46
42

78/M
73/M
77T/M
88/M

]
2
3
4

0.0018
0.0009
0.007

0.002
0.001

0.28

51

20

Two

145465

2.38

77/F

Multiclonal cases
5

0.014
0.08

0.11

0.006
0.008
0.02
0.01

0.009
0.009
0.004

0.18
0.95
0.49
0.27
<0.0006

0.018
<1x107®

0.032

0.009
<1.1x10°®

0.016

¥R ¥R ¥

Two

1.22 936185

55

72/F

Two

1.33 610711

30

82/F

Two

2.92 2321116

48

73/M

NA NA

ND

ND

900792

2.19

87/M
Abbreviations: F, female; M, male; NA, not applicable; ND, not detected.

aCLL-like B-cells were identified as those cellular events expressing CD19*, CD5*, CD20*“™ CD79b*¥™ and surface immunoglobulin light-chain Ig*™.

PRestricted to CLL-like B-cells (considered to be altered when ratio k/A>3.1 or <1:3)."



could contribute to trigger the expansion (and potentially also
the malignant transformation) of small CLL-like B-cell clones.
In contrast to CLL, information currently available about the
immunoglobulin heavy chain variable repertoire of CLL-like
MBL B-cell clones in the general population is limited and does
not allow any definitive conclusion.” However, preliminary data
about the immunoglobulin heavy chain variable repertoire of
CLL-like clones from subjects with MBL and normal B-cell
counts, point out a relatively low frequency of usage of those
immunoglobulin heavy chain variable segments, which are
more frequently observed in CLL and MBL associated with
absolute B-cell lymphocytosis.” The potential association in
these latter cases of CLL-like clones with a physiological process
related to chronic immune stimulation would be further
supported by the reported increase in the frequency of CLL-
like clones with age.* Previous studies have shown that marked
age-related changes occur in the PB B-cell compartment,
particularly among individuals >60 years, with a significant
decrease in both memory B-cells and circulating plasma cells.
Such changes cannot be attributable to a decreased B-cell
production, but more likely they reflect either a decreased
recruitment of naive B lymphocytes or a low ability of the
memory B-cell compartment to expand. In such a case,
immunosurveillance against chronic immune stimuli could only
be effective if long-living cells are formed, that is, antigen-
specific B-cells could enter into a long-living ‘senescent-like’
status. Therefore, a crucial question remains about whether
these changes are actually found under physiological conditions
in every subject, at least once a certain age is reached. Based on
the increasing frequencies of CLL-like clones detected for
individual subjects through the measurement of increasing
volumes of PB, we have built a mathematical algorithm that
would allow prediction of the frequency of MBL cases carrying a
small CLL-like clone, if larger volumes of blood from individual
subjects would have been screened. Based on this model, our
results suggest that the vast majority of healthy adults would
have a detectable clone of CLL-like B-cells if larger blood
volumes had been screened. In fact, the frequency of expected
MBL cases among healthy subjects would raise up to 100% for
subjects older than 70 years. Confirmation of the presence of
CLL-like B-cell populations in 8/9 adults who were initially
negative, through the analysis of large volumes of PB (for
example, 50ml), confirms this hypothesis; the exact frequency
remains to be determined in this as well as in the other younger
age-groups. Interestingly, among these cases, a high frequency
of subjects in whom both slgk * and slgh* CLL-like B-cells were
present, was found. In-line with these findings, recent results in
relatives of CLL patients also found multiclonal CLL-like B-cells
in 4/6 MBL cases with low MBL counts.® Altogether, these
results support the hypothesis that the presence of CLL-like
B-cells may be a physiological phenomenon in adults with
normal lymphocyte counts. If this holds true, it could be
expected that (i) CLL-like B-cell numbers would be lower among
multiclonal vs monoclonal cases and (ii) the frequency of
CLL-associated genetic abnormalities would significantly
decrease at lower MBL counts. In-line with this hypothesis, in
14/35 fluorescence-activated cell sorter-purified CLL-like B-cell
populations investigated for cytogenetic abnormalities (purity
>97%) by interphase fluorescence in situ hybridization,
cytogenetic changes were detected—trisomy 12 in 2 (6%) cases
and del(13qg) in 12 (36%) subjects— and these MBL cases
showed an absolute number of CLL-like B-cells significantly
higher than that found for the other 21 MBL cases in whom no
cytogenetic abnormalities were detected by interphase fluores-
cence in situ hybridization: median of 32 (minimum-maximum
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values of 8 and 56) and 11.5 (minimum-maximum values of
0.55 and 1172) CLL-like B-cells per pl in those cases carrying
trisomy 12 and del(13q), respectively, vs a median of 0.56
(minimum-maximum values of 0.1 and 8) CLL-like B-cells per
ul for the other cases with no cytogenetic abnormalities by
interphase fluorescence in situ hybridization (P=0.001); nota-
bly, none of the cases carrying trisomy 12 and only 2/12 cases
with del(13g) showed less than 1 PB CLL-like B-cell per ul,
whereas 11/21 cases without detectable genetic abnormalities
were ‘low-count’ MBL (<1 circulating CLL-like B-cell per pl).
Whether the higher tendency to be monoclonal vs polyclonal,
and to have detectable genetic abnormalities, as the number of
CLL-like MBL cells increases would be relevant in the outcome
of MBL, requires further investigation. Further studies in which
the functional role of these CLL-like cells is investigated are
necessary to confirm this hypothesis and determine the potential
nature of the chronic antigen stimuli leading to the emergence
of CLL-like B-cells in healthy adults and transformation to
CLL; however, these are not easy to perform, because of the
limited number of cells that can be obtained in cases with very
low MBL counts.
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Non-malignant B cells and chronic lymphocytic leukemia cells induce a pro-survival
phenotype in CD14 " cells from peripheral blood

Leukemia (2011) 25, 722—-726; doi:10.1038/leu.2010.306;
published online 18 January 2011

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a malignant disease
characterized by the accumulation of mature CD5* B cells in
the blood, bone marrow and secondary lymphoid organs.'
Unlike most tumor entities, there is only a small proportion of
CLL cells that proliferate.? This has led to the hypothesis that the
accumulation of CLL cells in vivo is not due to increased
proliferation rates, but rather due to resistance to apoptosis.' In
CLL, resistance to apoptosis is supported by microenvironmental
signals, as CLL cells cultured without support in vitro rapidly
undergo apoptosis. In vitro, apoptosis of CLL cells can be
prevented by co-culture with supporting cells, either indirectly
through soluble factors and/or by direct interaction through cell-
surface receptors.’

From peripheral blood monocytes (PBMCs) of CLL
patients, a subset of cells (CD14* cells) differentiate in vitro
into large, round, adherent cells (‘Nurse-like cells’, NLCs) that
assist in survival of CLL cells.* Cells that are morphologically
and immunophenotypically similar to NLCs can also be
differentiated from CD14" PBMCs of healthy donors by
cultivating them in vitro with CLL cells.” In vivo, NLCs have
been described to be present in the spleen and lymph nodes of
CLL patients, suggesting that NLCs might promote survival of
CLL cells also in these tissues.”® Several proteins that are
involved in the pro-survival capabilities of NLCs have been
identified: CXCL12,* CXCL13,° BAFF (B-cell activating factor of
the tumor necrosis factor family),” APRIL (a proliferation-
inducing ligand)” and CD31 (PECAM1).® NLCs have an
expression profile of surface and cytoplasmic antigens that is
distinct from that of other cells of the myelo-monocytic lineage.”
NLCs have a significantly higher CD68 expression compared
with monocytes, macrophages and dendritic cells from healthy
donors.> What remains unclear is whether the differentiation of
NLCs is specific to CLL or whether non-malignant B cells
can also convert CD14" PBMCs to cells with pro-survival
capacities.

We hypothesized that if non-malignant B cells can convert
CD14™" PBMCs to cells similar to NLCs, then lymphatic tissues
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of both CLL patients as well as healthy donors should be positive
for cells expressing markers present on NLCs like CD14 and
CD68. In order to validate that cells presenting these markers
are also present in vivo, we stained lymph node sections of CLL
patients for cells positive for CD68 (Figures 1a—c) and CD14
(Figures Te-g). We found that NLCs might indeed help in the
survival of CLL cells in the lymph node as reported previously.®
Interestingly, non-malignant tonsil and lymph node sections
from healthy individuals were positive for these markers as
well (Figures 1d and h). Although it is known that NLCs have
higher CD68 intensities than macrophages and dendritic cells,
immunohistochemistry is not well suited for a quantitative
analysis. Ideally, markers specific to NLCs will be required
to make a definitive statement about the exclusive presence of
NLCs in the lymphatic tissues of CLL. Nevertheless, our results
give rise to the possibility that NLC-like cells are present
in the lymphatic tissues of healthy individuals as well as CLL
patients.

For functional analysis of a CLL-specific phenotype of
NLCs, we generated these cells as previously described® (please
refer to Figure 2a for a schematic of the experimental setup).
Similar to NLCs, after culture, in vitro CD14™" cells differen-
tiated by CLL cells (CD14¢y, cells) as well as CD14™" cells
differentiated by non-malignant B cells (CD14g cells) were
positive for CD68, CD14 and negative for both CD1a (blood-
derived dendritic cell marker) and CD15 (granulocyte marker)
(data not shown).

One of the central phenotypic capabilities of NLCs is their
potential to support survival of CLL cells. However, so far it is
unclear whether this competence is specific for CLL or can also
be induced in monocytes by non-malignant B cells. In order to
test whether CD 145 cells are capable of supporting survival, long-
term allogeneic co-cultures of either CLL cells or non-malignant B
cells with CD14* PBMCs from healthy donors were initiated
(Figure 2a). After 18 days of co-culture, survival of suspension
cells was compared between continued co-culture on differ-
entiated adherent cells (NLCs, CD14¢;, cells and CD14g cells)
and culture of suspension cells with medium alone.

All  cultures with medium alone led to significant
loss of viability of suspension cells (34.6+16.1% (without
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3.3.- ARTICULO 3: "Linfocitosis monoclonal de linfocitos B de tipo no-
LLC-B en la poblacién general: prevalencia y caracteristicas fenotipicas y

genéticas".

ANTECEDENTES. La linfocitosis monoclonal B (LMB) es una condicion
relativamente frecuente, caracterizada por la presencia de <5x10° células B clonales/L
en la SP de adultos sanos. En la gran mayoria de los casos, los linfocitos B clonales
presentan caracteristicas fenotipicas y genéticas similares a las de la leucemia linfatica
cronica B (LLC-B) (LMB tipo LLC-B), y solo en un pequefio porcentaje de las LMB
(entre 1% y 2,5% de los adultos con y sin linfocitosis) se identifican clones linfoides B
de "tipo no-LLC-B". Hasta la fecha, nuestro conocimiento acerca de las caracteristicas
clinico-biologicas de este ultimo grupo de LMB es muy limitado, y ademas se restringe
de forma casi exclusiva a casos que cursan con linfocitosis.

OBJETIVO. El objetivo del presente trabajo fue doble, centrandose por un lado
en establecer la prevalencia de LMB de tipo no-LLC-B entre un grupo de 639 adultos
mayores de 40 afios (y con un recuento normal de linfocitos) seleccionados de forma
aleatoria de la poblacion adulta residente en el area de salud de la provincia de
Salamanca, y por otra parte, en describir las caracteristicas inmunofenotipicas y
citogenéticas de las células B clonales de estos sujetos.

METODOS. En conjunto, se incluyeron en el estudio un total de 639 adultos
sanos mayores de 40 afios (edad media de 62+13 afios; 46% varones y 54% mujeres),
con recuentos linfocitarios normales (2,1+0,7x10%L). En cada sujeto se obtuvo una
muestra de sangre periférica (SP) (1-4 ml/individuo) para analisis mediante técnica de
citometria de flujo de elevada sensibilidad, de la presencia de células B

aberrantes/clonales. Para ello empleamos combinaciones de anticuerpos monoclonales
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de 8 colores y se analizaron un minimo de 5x10° leucocitos totales/muestra. En los
casos en los que se identificaron células B clonales circulantes, se procedio a realizar su
caracterizacion inmunofenotipica detallada con un panel méas amplio de anticuerpos. La
definicion de LMB de tipo no-LLC-B se baso en la presencia de al menos una poblacién
de linfocitos B clonales, compuesta por un minimo de 50 eventos celulares, en ausencia
de un patron fenotipico de LLC-B tipica o atipica. La confirmacion de la naturaleza
clonal de estas células se realizé en un subgrupo de LMB mediante el analisis del
reordenamiento del gen de la cadena pesada de las Ig y/o mediante hibridacién in situ
fluorescente sobre células B aberrantes previamente purificadas por citometria de flujo
(pureza media de 98%:=0,8%).

RESULTADOS. En 13 de los 639 adultos sanos mayores de 40 afios estudiados
(2,0%) se detectd al menos una poblacion clonal de linfocitos B con caracteristicas
fenotipicas diferentes de las de la LLC-B; de ellos, 9 eran varones y 4 mujeres. Estos
sujetos tenian una media de edad de 73+10 afios, claramente superior a la de los
donantes sanos que no presentaban LMB (61+13 afios; p=0,001); ademas, la frecuencia
con la que se detectaron clones linfoides B de tipo no-LLC-B aumentaba claramente
con la edad: 0,4% de los sujetos de entre 40 y 59 afios, 3% de los que tenian de 60 a 79
anos, y 5,4% de los individuos mayores de 79 afios. EI nimero absoluto medio de
células B clonales de tipo no-LLC-B fue de 180+345 células/uL (mediana: 47 células/
uL; rango: 0,59-1132 células/uL), representando éstas el 34,6%+34,5% (mediana: 32%;
rango: 0,45%-96%) del total de linfocitos B de SP de los sujetos con LMB de tipo no-
LLC-B. Pese a la presencia de células B clonales entre los casos con LMB, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas en el recuento de linfocitos B
totales entre estos sujetos y aquellos que no presentaban células B clonales circulantes.

En 9 de los 13 casos de LMB de tipo no-LLC-B (69%) se identificd una Unica
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poblacion clonal de linfocitos B de tipo no-LLC-B, mientras que en los otros 4 casos
(31%) se detectaron dos poblaciones diferentes de células B clonales, sumando en
conjunto un total de 17 poblaciones celulares. Desde el punto de vista inmunofenotipico
estas poblaciones se agrupaban del siguiente modo: (i) 9/17 poblaciones de tipo no-
LLC-B (4 pertenecientes a casos monoclonales y 5 a casos biclonales) eran CD5’, de las
cuales una mostraba un fenotipo superponible al de una tricoleucemia variante
(coexpresion de CD25 y CD103 en parte del clon linfoide), y otras cuatro presentaban
un fenotipo consistente con LMB de tipo linfoma no Hodgkin (LNH) derivado de la
zona marginal (CD11c*/CD237/CD25/CD27/CD103); el perfil fenotipico de las 4
poblaciones restantes de LMB CD5 no permitid su subclasificacion segun las
similitudes fenotipicas con las categorias actuales de SLPC-B de la clasificacion de la
OMS (LMB de tipo no-LLC-B inclasificables) pese a que en una de ellas se identifico la
presencia de la del(7qg) en 80% de las células B clonales, sugerente de un perfil genético
asociado a la zona marginal; (ii) tres poblaciones de LMB de tipo no-LLC-B mostraron
expresion débil y heterogénea de CD5 siendo su perfil fenotipico compatible también
con LMB de tipo LNH de zona marginal o linfoma linfoplasmocitico; (iii) Las 5
poblaciones linfoides B restantes expresaban CD5, dos de ellas, que se correspondian
con casos biclonales en los que una poblacion clonal era de tipo LLC-B y la otra de tipo
no-LLC-B, mostraban un fenotipo de LMB de tipo LLC-B, mientras que las otras tres
presentaban un perfil fenotipico concordante con LMB de tipo LNH de células del
manto, asociado en una a la presencia de t(11;14).

La clonalidad de las poblaciones de LMB de tipo no-LLC-B se confirm6 en 11
de 15 poblaciones clonales B purificadas mediante el analisis del reordenamiento de los

genes de las IGH; no observandose uso preferencial de familias IGHV en estos casos.
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En la mayoria de los sujetos con LMB de tipo no-LLC-B (12/13 casos) se
realizd una reevaluacion al afio del primer estudio. En todos ellos seguian detectandose
las poblaciones linfoides B clonales identificadas en el estudio inicial siendo en media
sus niveles significativamente mas elevados que los detectados inicialmente, tanto en
términos relativos respecto al recuento total de leucocitos (p=0,03), como en ndmeros
absolutos (p=0,003).

CONCLUSIONES. En términos globales, nuestros resultados muestran que
2,0% de la poblacion general adulta mayor de 40 afios es portadora de clones de
linfocitos B circulantes fenotipicamente diferentes a los de la LLC-B. Con relativa
frecuencia, estos subtipos de LMB de tipo no-LLC-B son biclonales y presentan un
perfil inmunofenotipico superponible al de los LNH de la zona marginal, linfoma
linfoplasmocitico o linfoma de células del manto, aunque en algunos casos resultan
fenotipicamente inclasificables. De forma similar a lo que ocurre en la LMB de tipo
LLC-B, la prevalencia de la LMB de tipo no-LLC-B se incrementa progresivamente con

la edad, y predomina en el sexo masculino.
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Background: Monoclonal B-cell lymphocytosis (MBL) indicates <5 x 10° peripheral blood (PB) clonal
B-cells/L in healthy individuals. In most cases, MBL cells show similar phenotypic/genetic features to
chronic lymphocytic leukemia cells—CLL-like MBL—but little is known about non-CLL-like MBL.

Methods: PB samples from 639 healthy individuals (46% men/54% women) >40 years old (62 =+
13years) with normal lymphocyte counts (2.1 = 0.7 x 10%L) were immunophenotyped using high-sensi-
tive flow cytometry, based on 8-color stainings and the screening for >5 x 10° total PB leukocytes.

Results: Thirteen subjects (2.0%; 9 males/4 females, aged 73 = 10 years; absolute lymphocyte
count: 2.4 = 0.8 x 10%L) showed a non-CLL-like clonal B-cell population, whose frequency clearly
increased with age: 0.4%, 3%, and 5.4% of subjects aged 40-59, 60-79, and >80 years, respectively.
One single B-cell clone was detected in 9/13 cases, while two B-cell clones were found in 4/13 (n =
17 MBL populations). Nine MBL cell populations showed a CD5~ phenotype (usually overlapping with
marginal zone-derived (MZL) or lymphoplasmacytic (LPL) non-Hodgkin lymphoma (NHL) B-cells, or an
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unclassifiable NHL), but CD5~/*% (n = 3) and CD5" (n = 3 non-CLL-like MBL, consistent with a
mantle-cell lymphoma (MCL)-like phenotype, and n = 2 CLL-like) MBL were also identified; iFISH sup-
ported the diagnosis in most cases. No preferential IGHV usage of B-cell receptor could be found.
Twelve cases reevaluated at month +12 showed circulating clonal B-cells, at mean levels significantly

higher than those initially detected.

Conclusions: Non-CLL-like MBL cases frequently show biclonality, in association with MZL-, LPL-,
MCL-like, or unclassifiable phenotypic profiles. As with CLL-like MBL, the frequency of non-CLL-like MBL
increases with age, with a clear predominance of males. © 2010 International Clinical Cytometry Society

Key terms: monoclonal B-cell lymphocytosis; MBL; non-CLL-like MBL; chronic lymphocytic leukemia;

CLL; flow cytometry
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Monoclonal B-cell lymphocytosis (MBL) is a relatively
frequent condition characterized by the presence of <5
x 10° clonal B-cells/L in peripheral blood (PB) in other-
wise healthy subjects, in the absence of symptoms and
signs of a B-cell chronic lymphoproliferative disorder (B-
CLPD) (1). Although most studies that have been pub-
lished so far have focused in the analysis of cases pre-
senting with absolute lymphocytosis (2-6), several
reports indicate that MBL could be a relatively frequent
condition in the general population. In this regard, an
overall frequency of between 3.5% and 14% of adults
older than 40 years has been reported, depending on
the sensitivity of the assay used to detect the B-cell
clones and population age (2,6-10).

A more detailed analysis of circulating clonal B-cells
typically shows that in most cases their immunopheno-
type and genetic features largely overlap with those of
patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL)—CLL-
like MBL (2-10). However, in a smaller fraction of MBL
cases, between 1% (6,7) and around 2.5% (9,10), in
healthy adults with normal and increased lymphocyte
counts, non-CLL-like B-cell clones are also detected.
Until now, non-CLL like MBL has been arbitrarily divided
into two major groups: CD5" and CD5~ MBL cases.
Although in several reports specific reference is made to
the phenotypic and even the cytogenetic characteristics
of some MBL cases presenting with lymphocytosis
(4,11), little information is provided about non-CLL like
B-cell clones in subjects who have MBL and normal B-
cell counts (6,7,9,12,13). In addition, limited data exists
concerning the outcome of subjects with non-CLL-like
MBL either detected in population screening studies
(9,13) or during investigation for lymphocytosis (2,4,11).

Here, we report on the immunophenotypic features
of clonal B-cells from a group of 13 MBL cases identified
in a population-based study in the Salamanca area in
Western Spain, who showed either a CD5" or CD5",
non-CLI-like immunophenotypic and genetic profile. In
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addition, we compared our observations to those previ-
ously reported in the literature about the phenotypic
and genetic features of non-CLL-like CD5~ MBL cases.

MATERIALS AND METHODS
Subjects of Study

A total of 639 healthy individuals, 292 men (46%) and
347 women (54%), older than 40 years (median age of
62 + 13 years; range: 40-97 years), were randomly
recruited from the Primary Health Care area of Sala-
manca (Spain) and included in this study. The total leu-
kocyte and lymphocyte counts were of 6.3 &= 1.6 x 10°/
L and 2.1 + 0.7 x 10°/L, respectively, with an absolute
PB B-cell number of 0.16 + 0.1 x 10°/L. The frequency
of MBL clones in the first 608 cases included in this
study was previously reported (10). The study was
approved by the Ethics Committee of the Cancer
Research Center of Salamanca (Salamanca, Spain), and
all samples were obtained according to the Declaration
of Helsinki, after written informed consent had been
given by each subject.

Immunophenotypic Studies

A total amount of around 4 ml/case of EDTA-anticoa-
gulated PB were immunophenotyped using a previously
described direct immunofluorescence stain-and-then-lyse
technique (14,15), with the following multicolor anti-
body stainings: (1) CD20-pacific blue (PB)/CD45-pacific
orange (PO)/CD8-fluorescein isothiocyanate (FITC)+anti-
surface immunoglobulin (sIg)A-FITC/CD56-phycoerythrin
(PE) + anti-sIlgk-PE/CD4-peridinin chlorophyll protein-
cyanin 5.5 (PerCPCy5.5)/CD19-PE-cyanin 7 (PE-Cy7)/
CD3-allophycocyanin (APC)/CD38-AlexaFluor 700 (AF700);
(2) CD20-PB/CD45-PO/Cybcl2-FITC/CD23-PE/CD19-
PerCPCy5.5/ CD10/-PE-Cy7/CD5-APC/CD38-AF700; and
(3) CD20-PB/anti-sIgh-FITC/anti-sIgk-PE/CD19-PerCPCy5.5/
CD10-PE-Cy7/CD5-APC. In those cases in which a clonal
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(imbalanced slgk:sIgh ratio of >3:1 or <1:3) and/or an
aberrant B-cell population was detected, the study was
extended with the following additional 5- and 6-color
stainings (PB/FITC/PE/PerCPCy5.5/PECy7/APC): (1)
CD20/CD22/CCR6/-/CD19/CD5; (2) CD20/CD103/
CD25/CD5/CD19/CDl11c; (3) CD20/CD43/CD79b/CD5/
CD19/CD49d; (4) CD20/sIgM/CD27/-/CD19/CD5; (5)
CD20/FMC7/CD24/-/CD19/CD5; and (6) CD20/CD3/
Cyzap70/-/CD19/CD5. For the staining of Cybcl2 and
Cyzap70, the Fix & Perm™ reagent kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA) was used, following the recommendations
of the manufacturer. All reagents were purchased from
Becton/Dickinson Biosciences (BDB; San Jose, CA),
except for CD19-PECy7 (Beckman/Coulter, Miami, FL),
CD20-PB (e-Biosciences, San Diego, CA), CD38-AF700
(Exbio, Prague, Czech Republic), CD45-PO (Invitrogen,
Carlsbad, CA), CD79bPE, CD24PE, and CD43FITC
(Immunotech, Marseille, France), and anti-bcl2-FITC,
anti-IgM-FITC, anti-sIgA-FITC, and anti-sIgk-PE (DAKO,
Glostrup, Denmark). Data acquisition was performed for
>5 x 10° leukocytes/tube on a FACSCanto II flow cy-
tometer (BDB) using the FACSDiva software (v6.1; BDB),
as described elsewhere (10). Instrument setup and cali-
bration were performed according to well-established
protocols (16), and a daily quality control program was
followed, using the Cytometer Setup and Tracking
(CST)TM Beads and CST Module (BDB). Data analysis was
performed using the INFINICYT™  software program
(Cytognos SL, Salamanca, Spain). The minimum number
of cellular events required to define the presence of a
non-CLL-like clonal B-cell cluster was of 50 cells. The defi-
nition of a non-CLL-like MBL phenotype was based on
the occurrence of a clonal B-cell population with either a
CD5 or CD5" phenotype, in the absence of a typical or
atypical CLL phenotypic pattern (17).

Analysis of IGH Gene Rearrangements

Assessment of clonality was performed on FACSorted
non-CLL-like B-cell populations (purity: 98% =+ 0.8%) from
11/13 cases through the analysis of IGH gene rearrange-
ments. Genomic DNA preparation, PCR amplification, het-
eroduplex analysis, sequencing and analysis of IGHy; IGHp,
and IGH; genes were performed following well-established
protocols, which have been previously described in detail
(18,19). Sequences containing >2% deviation from the
germline sequence were considered as somatically mutated
rather than genomic polymorphisms (20).

Interphase Fluorescence In Situ Hybridization Studies

The most common genetic abnormalities associated
with both CLL and non-CLL B-CLPD were screened by
multicolor interphase fluorescence in situ hybridization
(iFISH), performed on slides contaning fixed, FACSorted
(purity: 98% + 0.8%) non-CLL-like aberrant B cells (n =
46), as described (21). The specific probes used for the
cytogenetic characterization of non-CLL-like MBL sam-
ples are listed in Table 1. The number of hybridization
spots was evaluated using a BX60 fluorescence micro-
scope (Olympus, Hamburg, Germany) equipped with a

Table 1
Interphase Fluorescence In-Situ Hybridization DNA Probes
Used for the Genetic Characterization of Non-CLL-Like
MBL Samples

Genetic alteration Probe
trisomy 12 CEP12, D1273

del(11922.3) LSI ATM (11g22.3)

del(11g23) LSI MLL (11923.3)

del(17p13.1) LSl P53 (17p13.1)

del(7q) LS| D75S486/D771
(7931/7p11.1-q11.1)

del(13q14) LS| 13/RB1 gene (13ql14)
and LSI D13S25 (13q14.3)

t(14q32) LSl IgH

t(18qg21) LSI MALTI

t(11;14)(q13;932) LSI IgH/CCND1

t(3927) LSI BCL6

del(6qg21) 6921 specific / a-satellite

6 Probe Cocktail

All probes but “6qg21 specific/a-satellite 6 Probe Cocktail”
were purchased from Vysis Inc (Downers Grove, IL); 621 spe-
cific/a-satellite 6 Probe Cocktail was purchased from QBio-
gene (Montreal, Quebec, Canada).

100 x oil objective and scored according to conventional
criteria (21).

Statistical Methods

Relative frequencies, as well as median, mean, stand-
ard deviation (SD), range and the 25th and 75th percen-
tiles were calculated using the SPSS software program
(SPSS 15.0, Chicago, IL), for categorical and continuous
variables, respectively. To establish the statistical signifi-
cance of differences observed between groups, either
the Pearson’s > test or the Wilcoxon or Mann-Whitney
U-tests were used for categorical and continuous varia-
bles, respectively. P-values <0.05 were considered to be
associated with statistical significance.

RESULTS

Frequency of Healthy Subjects with Non-CLL MBL
B-Cell Populations

Circulating monoclonal B cells were detected in 95/
639 (14.8%) otherwise healthy subjects aged >40 years,
from who 82 (12.8%) showed a CLL-like phenotype and
the remaining 13 (2.0%), a non-CLL phenotype. From
these latter 13 subjects, nine were males and four were
females (frequency of clonal non-CLL-like B cells in men
vs. women of 3.0% vs. 1.1%, respectively; P > 0.05).
These subjects had a mean age of 73 £ 10 years, which
was significantly (P = 0.001) higher than that of non-
MBL healthy donors (61 + 13 years). The frequency of
non-CLI-like MBL according to age was as follows: 0%
(0/140) among cases who were between 40 and 49
years old; 0.7% (1/135) of subjects aged 50-59 years; 3%
(4/135) of cases in the 60-69 age range; 2.9% (5/174) of
those between 70 and 79 years; and 5.4% (3/55) for sub-
jects >80 years old.

All but three cases (Cases No. 1, No. 4, and No. 12 in
Table 2) had absolute lymphocyte counts within the

Cytometry Part B: Clinical Cytometry



‘PUNO} BJ9M SBSED TGN 9Y1[-77D-UOU [BUO|DIQ PUB |EUOIO0UOW UaMIaq Sadualapiip Juediyiudis Ajjeoal}
-S11e1s ON "dS F ueaw a8y} 91e|ndjed 0} papn|oul Usag jou aAeY Jeyl ‘,ZT pue ,0T Sased woJj suole|ndodqns g x11-770 Ing ‘paispisuod Ajejeledss usaq sey 1asqns |99 g 9Y!1|-T7D-uUou yoed,
"san|en 98ejuad4ad se passaldxa si YdIym ‘xas 1o} 3dadxa ‘(JS) UoIjelndp plepuels sUO F Ueaw Sse passaldxs ejed,
‘anIjedau sem g/ dezA) pue
01dD o uoissaidxa ‘paIpnis sased |[e U] 'S|[9d poo|q aHym g “selkooydwA| [[90-g [euojdouow TGN ‘elwayna| d13kooydwA| d1uoiy) 79 "sesed |euo|dlq ul uolje|ndod [|82 TGN Pu0ILS By,
‘paulw.alep
Jou :pu |\ uljngojSounwwi 8deuns :NS|S "uleyd Y31 epquwe| ulngojdounwwi adens y3|s ‘uleyd 3l eddey uingojdounwiwl 8deyns :IZ|S (S|9A9] 90UBISAION|} PUNOJSYIeq JOA0 UBSIuUe
1ey} Suissaidxa S|199 9y1]-77D-uou jo adejusdiad :s}eyoelq ul eled (000001 < I4IN) uoissaidxe Suois Aan ‘+++ {(000'00T PUe Q00‘G Usamiaq 4o |4|A) uoissaidxa 3uoiis ‘++ {(000'G Pue 000'T
usam}aq JO |4[\) uolssaidxe ajesspowl ‘+ {(000‘T Pue 00G uUoemiaq Jo |{|N) uoissaidxe wip ‘p+ {(00G pue Q usamiaq Jo (]4|N) Alisusiul 8ouadsalon|y ueaw) uolssaidxe Jo aoussge ‘- (y11'29¢
0} Q0 wody 3uiduel SyUN Jeaul| aAlle|a) AJediigie Ylim 8|eds A}ISUBIUI 90U8JSaJ0N|) B WOJL Usye]) 9|edS dAlleliluenbiwes e ul pasajal SI usdijue yoes Jo uolssaldxe UaSIluy ‘sjews) 4 ‘|lew :|A

SGPEF GVEF LI8EF  €E80F 0O F 1€

a|qedl|dde 0N 08T 9've LT'¢ e €L /69 qlel0L

+++  pt + - pu - + - - + - + - + ++ - - 6G5°0 8¢ 10°0 €l
++ + + —  (%8E)+/— - + - = (%EEPTt/— - - - + + (%0L)+/— - v LT L0°0 G9'1T 8L W €l
++ p+ - pt - - - - + + + p+ + p+ P+ (%LT)H/— + GeE'T 810 c0'0 eCl
+ + - + + - + - - - - (%ET)+/— - + +  (%8E)+/— - 7v8 €6 ot €8¢ 08 4 ¢l
L e + + - + p+ - + - + (%0€)+/— + +  (%vY)+/— + 6T'T 9¢'1l 4080] el
pu pu - + + pu pu pu pu pu - (%VE)H/— (%1E)T/— + ++ + - €1 8¢'1 €00 09°¢ g6 4 11
++ - Pt - - - - - + p+ p+ + + p+ P+ (%09)+/— + 7'e 4 900 01
++ + - + + - ++ - = (%8T)+/— - (%€C)+/— - + + - - 1€9L 144 €1 vi'e g9 N 0T
(t = u) seseo |euojolg

+++  pu - + pu pu ++ - pu + - (%94)+/— - + t+ (BID)H/— - ¢9'0 Sv'0 100 0ce 86 I 6
++ pu - + pu pu pu - pu  (%9€)+/— pu pu (%0¥)+/— pu ++ - - G'19 ov L0 Gc'c VA || 8
++ - + - + (%09)+/— + - - - (%G2)t/— - (%€2)+/— ++ + + - €891 43 L0 vi'e 9 N L
+ + - + + - + - - - - (%EV)+/— - + + + (%GT)+/— 62799 9 €1 8¢€'1 8 4 9
++ + + - + - + p+ - + + + (%0L)+/—  + + (%02)+/— (%c2)t/— LTT 6€ S'1 vee 09 N S
++ + + - (RSO~ - + - - + (%GE)t/— + (%ve)t/— + + (%€ t/— (%0T)P+/— 91'99¢€ 06 8"V 99'¢ 9, 4 14
+ + - + ++ - + - - (%9t~ - - - ++  ++ + - S0t ¢l 900 28’1 . W €
++ A+ = + + - + - = (%09)+/— + + (%GY)+/—  + + - + LE'T 8¢ c0'0 L9'T 0oL W 14
++ + - + + - + - - + + + (%0€)+/— + ++ - ++ ZeT't 96 cl GL'€ 89 I !
(6 = U) Saseo [euojooUOH

2199h) N3Is (8IS MBS /ON4  €0TAD 96/00 8€AD €¥AD  £2AD Gcad ¥72dd €¢d0 ¢¢dd 0¢Aad °I11dd Gao Ts1199 si192-g  0dM (1/g0Tx) @83y xes  ou

79N 0 |B10} WOl Junod ase)
Jjaquinu - woJdy  19IN% 91Ko0oydwA|
9|1j04d o1dAjousydounuiwi| a1n10sqy 19IN% a1n|osqy

(ST = ) sase) TGN &I T-T70-UON Woij (£ = V) suoljeindod [j80-g [BU0JO gd JO Salisiaioeleyd dldAiousyd pue ereq [ealulj)
Z alqel

126



S28

normal range (< 3.5 X 10°/L); the three subjects with
slightly increased absolute numbers of lymphocytes dis-
played 3.75 x 10° lymphocytes/L, 3.66 x 10° lympho-
cytes/L, and 3.83 x 10° lymphocytes/L, respectively.
The mean percentage of non-CLL-like B-cells from all PB
B cells, lymphocytes and leukocytes was of 34.6% =+
34.5%; (median: 32%; range: 0.45-96%), 7.7% + 12%;
(median: 2.9%; range: 0.03-36.9%) and 2.17% =+ 3.81%;
(median: 0.7%; range: 0.01-12%), respectively (Table 2).
The mean absolute count of clonal non-CLL MBL cells
was of 180 + 345 cells/mm’ (median: 47; range: 0.59-
1,132 cells/ul); no statistically significant differences
were found in the overall PB B-cell counts between indi-
viduals with and without circulating clonal non-CLL
B-cells (P > 0.05).

Immunophenotypic and Genetic Features of
Non-CLL MBL B-Cell Populations

In nine of the 13 MBL cases (69%) one single non-CL-
like B-cell clone was detected (six cases expressing sur-
face kappa light chain immunoglobulin (sigk™) and the
other three expressing sIgh), while in the remaining
four cases (31%) two different clonal B-cell populations
were identified (Table 2): one B-cell population was
slgkt and the other sIlgh™ in one case, two distinct
sigk™ MBL B-cell subpopulations were found in two
cases and two distinct sigh” MBL B-cell subpopulations
were found in the remaining case. Two of these latter
four biclonal MBL cases showed one non-CLIL-like B-cell
population plus one CLL-like B-cell population (cases
No. 10 and 12 in Table 2) while in the other two cases
(cases No. 11 and 13 in Table 2) both clonal B-cell popu-
lations displayed a non-CLL phenotype.

The complete immunophenotypic profile of all clonal
B-cell populations identified in the 13 non-CLLlike MBL
cases (n = 17 B-cell clones) is detailed in Table 2. Nine
MBL populations (four from monoclonal cases Nos. 3, 7,
8, and 9, and five from biclonal cases 10, 11, 12, 13, and
13%) showed an overlapping CD5~, CD10~, CD20"/**,
CcD22*"" CD437, CD387, CD79b"*F EMC7T T
slg" phenotype, with variable expression of CD1lc.
One of these MBL cases (case No. 7) also showed partial
expression of CD25 and CD103, suggestive of HCLv
(hairy cell leukemia variant)-like MBL, while the pheno-
type of B-cell clones from non-CLL-like MBL cases Nos.
3, 10, 12, and 13 were found to be more likely consist-
ent with that of marginal zone-derived non-Hodgkin lym-
phoma (NHL)-like B-cells, with frequent expression of
CDl1l1c and a CD23™, CD257, CD27", CD103~ immuno-
phenotype. Interphase FISH analysis confirmed the pres-
ence of a translocation involving the IGH gene in
chromosome 14 [t(14q32)] in only a subset of all clonal
B-cells from one of the two MBL B-cell clones of case
No. 13 (Table 3). The phenotypic profile of the remain-
ing four CD5~ MBL B-cell clones from cases Nos. 8, 9,
11, and 13* did not allow their further subclassification
based on phenotypic similarities to specific WHO B-
CLPD disease categories (unclassifiable non-CLL-like
MBL), because of either incomplete phenotypic charac-
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terization of small numbers of clonal B-cells or atypical
phenotypes. Despite this, case No. 8 was found to carry
del(7q) in 80% of all MBL cells, suggesting a marginal-
zone-associated origin.

Three cases (MBL cases Nos. 4, 5, and in Table 2)
showed a CD5/™, CD10™, CD11c™’™, CD20™, CD22™,
CD24", CD43~, CD38/™ CD103™, slg" phenotype,
which is consistent also with either marginal zone lym-
phoma (MZL)- or lymphoplasmacytic (LPL)-like MBL.
Among these cases, case no. 5 showed t(14q32) in a sig-
nificant fraction of the clonal B-cells (Table 3).

The remaining 5 MBL B-cell clones expressed CDS5,
associated in two biclonal cases with a typical CLL-like
phenotype (CD5", €D20%9, cD22%9, CD23", CD43",
CD79b ", FMC7 ", slg™). Upon excluding these two CLL-
like populations corresponding to the second clonal B-
cell population detected in Cases Nos. 10" and 12°
(biclonal MBL cases; Table 2), the other three non-CLL-
like MBL populations from Cases Nos. 1, 2, and 11*
showed a CD5"*", CD10, CD20"** cCD22%/"",
CD23 /PHiavt - cp24t, CD27F, CD437, CD38 /',
CD79", CD103 ", FMC7 ", slg" phenotype. In detail, the
phenotypic profile of clonal B-cells was concordant with
mantle-cell lymphoma (MCL)-like MBL in all three cases,
but only one (Case No. 1) carried t(11;14) by iFISH,
while the other two did not (Tables 2 and 3).

IGHV-D-J Gene Repertoire and Mutational Status
of Non-CLL MBL B-Cell Populations

Assessment of clonality was performed through the
analysis of IGH gene rearrangements in 11/15 FACS-puri-
fied non-CLL-like MBL B-cell populations (73% of the
cases) showing evidence of (mono)clonality in all of
them. In 10 of these 11 MBL B-cell populations, further
analysis of the IGH gene sequence was performed (Table
3). The most common IGHy gene used was IGHy,
(3/10; 30%), followed by IGHy,, IGHy3, and IGHy;, each
found in 2/10 cases (20%); one case (10%) showed
IGHys gene usage. Of note, IGHy,.9s was the only IGHy
gene recurrently expressed (n = 2); one case carried
the IGHy 34 gene rearrangement.

Half of those non-CLL-like MBL B-cell populations in
which analysis of the mutational status of the IGHy, gene
was assessed (5/10) were defined as mutated; in con-
trast, the other 50% (5/10) had unmutated IGHy genes. In
four of these latter five cases, sequences showed a 100%
identity to the closest germline IGHy gene (Table 3).

Clinical Features and Follow-Up of Healthy Individuals
with Clonal Non-CLL B-Cell Populations

In all 13 MBL cases the presence of an underlying
hematological malignancy was ruled out, and all except
three cases had no other associated diseases: Case No. 6
suffered from hypertension, Case No. 8 had hypothyr-
oidism, and Case No. 10 suffered from a chronic ische-
mic cardiopathy. None of the 13 subjects referred B-
symptoms, they had neither organomegalies nor cytope-
nias (hemoglobin levels of 149 + 8 g/L, ranging from
141 to 160 g/L; platelet count of 210 + 75 X 10°/1,

Cytometry Part B: Clinical Cytometry
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Fig. 1. Short-term (1 year) follow-up of non-CLL-like MBL. Statistically significant differences were found in both the absolute MBL B-cell counts
and the percentage of PB MBL B-cells from WBC, between the first (month 0) and the second (month +12) immunophenotypic study. Notched
boxes represent 25th and 75th percentile values and the line in the middle corresponds to median values (50th percentile). Vertical lines represent
the highest and lowest values that are not outliers or extreme values. Outliers (values that are between 1.5 and 3 times the interquartile range) are
marked with a circle and extreme cases (values that are more than three times the interquartile range) with an asterisk (code numbers for the spe-
cific non-CLL-like MBL population are shown). WBC, white blood cells; NS, no statistically significant differences found (P > 0.05).

ranging from 126 to 349 x 10°/L; absolute neutrophil
count of: 3.4 + 0.8 x 10°/L, ranging from 2.0 to 5.0 X
10°/L), and LDH (lactic dehydrogenase) levels were sys-
tematically within the normal range (384 + 61 U/L,
range between 316 and 451, normal range: <460 U/L).

Twelve of the 13 non-CLI-like MBL cases were reeval-
uated 12 months after entering the study. At this time,
presence of circulating clonal MBL B-cells was confirmed
in all 12 cases, at mean levels which were significantly
higher than those initially detected, both in relative
.8% + 4.3%, median of 1.17%; range: 0.01-12% vs.
2.9% + 4.2%, median of 1.52%; range: 0.01-12.1%, clo-
nal B-cells from the whole WBC at month 0 and +12,
respectively; P = 0.03) and absolute numbers (220 =+
377, median of 49.7; range: 0.62-1,133 vs. 367 + 457,
median of 178; range: 21-1,435, clonal MBL B-cells/pL
at month 0 and +12, respectively; P = 0.003); despite
this increase, no statistical differences were found in the
overall absolute PB lymphocyte counts between both
time-points (Fig. 1).
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DISCUSSION

Information currently available about the immunophe-
notypic and genetic characteristics of non-CLL-like MBL
is relatively limited (Table 4). This is mainly due to the
fact that non-CLI-like MBL cases are rather heterogene-
ous, and their frequency (detected in both population
screening and through investigation of a lymphocytosis)
is significantly lower than that of MBL associated with
more homogeneous and typical CLL-like B-cell clones. In
line with this, in this study we report among the general
population, up to 2% of adults aged >40 years to carry
circulating non-CLL-like B-cell clones in PB. Noteworthy,
the frequency of non-CLI-like MBL cases here detected
is clearly higher than that previously reported by others,
who found CD5™ non-CLL-like MBL cases to be present
in approximately 1-1.4% of subjects in the general pop-
ulation (6,7). Such a higher frequency could be due to
the higher sensitivity of the flow cytometry approach
used to investigate the presence of B-cell clones in PB,
which has also proven to be associated with an

Cytometry Part B: Clinical Cytometry
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ATYPICAL (NON-CLL-LIKE) MBL PHENOTYPES

increased frequency of CLL-like MBL cases (12% (10) vs.
between 3.5 and 7% (7-9)). However, it should be noted
that within our non-CLL-like MBL cases, both CD5" and
CD5™ cases were included; by contrast, in previous
reports, only CD5  cases were usually considered,
whereas most CD5" cases which did not show a typical
CLIL-like phenotype were classified as atypical CLL-like B-
cell clones, even when only a limited panel of antibod-
ies was used to define their immunophenotype (6,9). In
fact, if we only consider CD5  non-CLL-like MBL cases,
their frequency in our series is similar to that previously
reported by others (1.4% vs. between 1% and 1.4%
(6,7,9,12)), even when we used a flow cytometric
approach associated with a higher sensitivity as regards
detection of CLL like B-cell clones (10). On the basis of
these results, our findings would support the hypothesis
that the screening approach used could be associated
with a lower sensitivity as regards detection of non-CLL
versus CLL-like MBL clones in PB samples from healthy
subjects who show normal lymphocyte counts. In line
with this, Rawstron (22) has also suggested that by defi-
nition, normal B-cell levels must be significantly reduced
in order to detect CD5~ MBL and these cases more
likely have more extensive bone marrow (BM) and
lymph node involvement than PB. Of note, further work
up for NHL performed in our cases did not provide any
evidence of an underlying B-CLPD in any of them.
Non-CLL-like MBL has generally been subdivided into
two major groups: CD5 and CD5" MBL cases (1,23).
Interestingly, the latter has been frequently termed as
“atypical” CLL MBL based on higher expression of CD20
and other immunophenotypic features that make them
different from typical CLL-like MBL cells. In the present
series, six cases showed either a CD51 (n = 3 cases) or
CD5 " (n = 3) immunophenotype, while most non-
CLL-like MBL B-cell clones identified were CD5~ (n =
9). Noteworthy, all three CD5" non-CLIL-like MBL cases
showed an immunophenotypic profile consistent with
MCL, and one of them displayed t(11;14)(q13;q34). De-
spite further work up for NHL over 2 years of follow-up,
these three CD5" MBL clones remain without any symp-
toms or signs of disease (data not shown). The other
three cases that showed partial and dim CD5 expres-
sion, all displayed an immunophenotype consistent with
either MZL- and LPL-like B-cell clones, or they could not
be classified as similar to neoplastic cells from a specific
WHO B-CLPD entity (24). Interestingly, similar immuno-
phenotypic profiles to those of these latter cases were
also commonly found among CD5~ non-CLIL-like MBL; in
addition, one CD5™ case showed a HCLv-like phenotype.
In line with these results, previous reports on MBL cases
associated with normal (7-10) and increased (2-6) PB
lymphocyte counts, also indicate that in most CD5™
non-CLL-MBL cases, clonal B-cells display either an
unclassifiable or MZL-like immunophenotype. In addi-
tion, we also confirm that among MBL cases detected in
the general population, the presence of CD10" B-cell
clones is rather infrequent, if at all detected (2-12). In
contrast, here we describe for the first time, an MBL
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case which shows both phenotypic and genetic features
that are highly characteristic of MCL cells.

Altogether, these results suggest that MBL clones
detected during screening studies in the general popula-
tion display immunophenotypic features which signifi-
cantly overlap with those of B-CLPD for which no
primary genetic lesions have been described/identified
so far (e.g: CLL, MZL, HCLv, and LPL); conversely, the
MBL cell populations phenotypically overlapping with
those B-CLPD associated with unique genetic abnormal-
ities present in all neoplastic B-cells—e.g. t(14;18) in fol-
licular lymphoma (FL) and t(11;14) in MCL—are
infrequent. On the basis of these observations, it could
be hypothesized that in most MBL cases, clonal B-cells
could result from the clonal expansion of antigen-driven
B-lymphocytes, supporting the pathophysiological mech-
anisms involved in e.g. MZL/MALT lymphomas (25,26).
In line with this hypothesis, previous studies have found
a preferential usage of IGHy434 in the B-cell receptor of
MZL neoplastic B-cells (27), although these results could
not be confirmed in our as well in another study includ-
ing MBL cases with a MZL-like phenotype (4). Interest-
ingly however, approximately 20% of non-CLL MBL
cases were found to carry two different clonal B-cell
populations, which suggest the existence of multiclonal-
ity versus monoclonality in a higher proportion of non-
CLL like MBL versus B-CLPD WHO diseases. In this
regard, we (10) and others (9) have previously reported
a high incidence of bi(multi)clonality also among CLL-
like MBL cases (19% and 7%, respectively) and, more
recently 4/6 CLL-like MBL cases with <150 MBL cells/pL
from CLL relatives were found to be multiclonal (28).
These findings suggest oligoclonal diversification associ-
ated to antigen driven expansions, further supporting
the potentially reactive nature of both non-CLL-like MBL
and CLL-like MBL among individuals with normal lym-
phocyte counts.

Controversial results have been reported in the litera-
ture as regards the age of onset of non-CLL-like MBL.
Accordingly, Ghia et al. (6) have suggested that the fre-
quency of non-CLL-like MBL in the general population
would not increase significantly with age, whereas,
Amato et al. (4) indicated that CD5  MBL associated
with increased lymphocyte counts would affect younger
subjects than CLL-like MBL cases. In this study, non-CLL-
like MBL cases showed a median age higher than sub-
jects who had no-MBL B-cell populations; at the same
time, we found a progressively higher frequency of non-
CLL like MBL cases in the general population with
increasing age ranging from 0.4% among subjects aged
40-59 years to 5.4% among individuals over 80 years.
These results suggest a similar behavior for non-CLL and
CLL-like MBL in the general population as regards age
distribution. In turn, a clear male predominance was
also observed. By contrast, the frequency of sIgk+ vs
slgh+ cases in non-CLL-like cases was similar to that of
normal B-lymphocytes, but significantly different from
that reported for CLL-like individuals, where a clear pre-
dominance of sIgk+ cases is observed (29).
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In summary, here we describe the immunophenotypic

and genetic features of a relatively large series of non-
CLI-like MBL cases who show normal lymphocyte
counts. Our results show a higher frequency of biclonal
cases in association with MZL-, LPL-, MCL-like, or unclas-
sifiable immunophenotypic profiles of the expanded clo-
nal B-cells, in the absence of FL-like MBL cases. Similarly

to

CLLlike MBL, the frequency of non-CLI-like MBL

would increase in parallel to age, with a clear predomi-
nance of males.

—
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Varios afnos después de la descripcion formal de la LMB como una categoria
diagnostica establecida por consenso, en la cual se incluyen todos aquellos sujetos
portadores de clones de linfocitos B circulantes que no alcanzan los criterios requeridos
para ser diagnosticados de LLC-B -0 de cualquier otra neoplasia de célula B- (324,
372), continuamos sin conocer de forma precisa las caracteristicas clinicas, evolutivas y
demogréficas de esta entidad, asi como las caracteristicas biologicas de los linfocitos B
clonales de estos sujetos (373).

En primer lugar, llama la atencion la marcada variabilidad en los resultados
publicados en la literatura acerca de la prevalencia de la LMB (374, 375) que, incluso
entre los trabajos mas recientes, oscila desde el 0,12% (poblacion general) (335) hasta el
18% (familiares de pacientes con LLC-B) (329). Esta variabilidad se explica tanto por la
diversidad de grupos de poblacién estudiados en los distintos trabajos, como por las
diferentes estrategias metodoldgicas empleadas en el laboratorio para la deteccion de
poblaciones linfoides B clonales. Respecto al primer aspecto, hay que tener en cuenta
que el andlisis de la prevalencia de LMB se ha realizado principalmente en 3 grupos de
sujetos: (i) poblacion general de una determinada comunidad, sin linfocitosis (335, 346,
358); (ii) pacientes generalmente con linfocitosis atendidos en un hospital de forma
ambulatoria, sin otra enfermedad hematologica asociada (124, 328, 348); y (iii)
familiares de primer grado de consanguinidad de pacientes con LLC-B (329, 330, 351,
376). El segundo factor fundamental que contribuye a explicar la variabilidad
encontrada en la frecuencia de presentaciéon de clones LMB es metodoldgico. Aunque
actualmente todos los estudios emplean citometria de flujo multiparamétrica para la
identificacion de poblaciones de linfocitos B clonales, existen diferencias significativas
entre las diversas aproximaciones empleadas, que se traducen en una sensibilidad de

deteccién distinta entre ellas. Los estudios iniciales utilizaban combinaciones de
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anticuerpos monoclonales en 2 o 3 fluorescencias distintas y analizaban un ndmero
relativamente pequefio de células; con estos métodos, la frecuencia de identificacion de
clones LMB es en general baja (335, 346). Por el contrario, los trabajos mas recientes
emplean equipos y técnicas mas avanzados que permiten por una parte, realizar estudios
multiparamétricos con combinaciones mas amplias de anticuerpos y mayor nimero de
fluorescencias (358) y, por otro lado, analizar un nimero de células mucho mas elevado,
lo cual facilita la deteccién de pequefias poblaciones de células B clonales presentes
entre una mayoria de linfocitos B normales. EI empleo de estos Gltimos métodos (p.ej.:
la utilizacion de combinaciones de anticuerpos conjugados con 5 fluorocromos
diferentes para el analisis de un minimo de 500.000 células (358)) permite identificar
casos de LMB con una frecuencia significativamente superior (prevalencia de entre
2,3% y 7,2%) a la de los estudios realizados sobre una cantidad menor (alrededor de
200.000) células totales (prevalencia de entre 1,0% y 3,8%) (124, 348).

Esta asociacion directa tan clara entre la prevalencia referida de LMB vy el
numero de células analizadas/combinacion de fluorescencias empleadas en cada estudio
-especialmente evidente en el grupo de sujetos de la poblacion general-, nos llevo a
plantear la hipdtesis de que si aplicabamos teécnicas méas sensibles, la frecuencia de
deteccion de clones linfoides B también se incrementaria, y por tanto nos acercariamos
mas a la prevalencia real de esta entidad en la poblacion general. Con este propdsito
planteamos los dos objetivos del presente trabajo doctoral, centrados por una parte en i)
establecer la frecuencia de presentacién de poblaciones linfoides B clonales en la sangre
periférica de adultos mayores de 40 afios seleccionados de forma aleatoria de la
poblacion general residente en la provincia de Salamanca, empleando técnicas de
citometria de flujo multiparamétrica de alta sensibilidad, y por otro lado, en ii)

determinar si las poblaciones de células B CD5" con fenotipo tipo LLC-B estan
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presentes sistematicamente en la SP de individuos de edad avanzada, reflejo de su
posible origen y naturaleza fisioldgica vs patoldgica.

El potencial interés cientifico y biosanitario de estos hallazgos, derivados por
una parte de la demostracion de la elevada prevalencia de LMB en la poblacion general,
y por otra, de la disponibilidad de una herramienta capaz de detectar estos pequefios
clones linfoides B circulantes (la citometria de flujo multiparamétrica de alta
sensibilidad), se ha reflejado en la publicacion en los ultimos afios de numerosos
estudios centrados en profundizar en el significado biologico y clinico de las LMB.
Destacan especialmente aquellos trabajos cuyo propoésito ha sido estudiar la relacion
entre la LMB y la LLC-B, ya que si bien existen datos consistentes que demuestran que
la LLC-B clinicamente manifiesta -y otros SLPC-B- estaria precedida practicamente
siempre de un periodo silente de LMB (327, 328), desconocemos los factores
involucrados en la progresion/transformacion de la enfermedad (326, 373). Un aspecto
esencial que nos llevaria a conocer mejor esta relacion seria identificar las similitudes y
sobre todo las diferencias bioldgicas, entre las células clonales de ambas entidades
(LMB vs. SLPC-B); por ello, el tercer objetivo de este trabajo de tesis doctoral se ha
centrado en estudiar las caracteristicas fenotipicas y genéticas de cada poblacion de
linfocitos B (mono)clonales detectada en sujetos aparentemente sanos, y compararlas
con las de las células B neopléasicas de pacientes con SLPC-B clinicamente manifiesto.
Finalmente, nos planteamos como Gltimo objetivo, investigar si en el plazo de al menos
un afo tras su identificacion, se detectan alteraciones numéricas, y/o fenotipicas en el
clon linfoide B de las LMB, con la finalidad de conocer su comportamiento evolutivo a
corto plazo, desconocido en el momento actual para las LMB sin linfocitosis, derivados

de estudios de la poblacion general.
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4.1.- Frecuencia de presentacion de clones linfoides B en la poblacion
general de la provincia de Salamanca.

En conjunto, en el presente trabajo hemos realizado un rastreo inmunofenotipico
de la presencia de clones linfoides B en un total de 639 adultos sanos (poblacién general
de mas de 40 afios), reclutados a partir del sistema de Atencion Primaria de Salud de la
provincia de Salamanca. En 93 de los 639 casos (14,5%) detectamos al menos una
pequefia poblacion de linfocitos B clonales (casos LMB). La gran mayoria de estos
casos (12%) mostraban un fenotipo tipo LLC-B, y solo en una minoria (2,5%) las
células clonales tenian un fenotipo de tipo no-LLC-B.

La frecuencia de identificacion de pequefios clones LMB de tipo LLC-B en
nuestra cohorte de adultos sanos con recuentos linfocitarios normales es elevada,
acercandose a mas del doble de la descrita por otros grupos que han estudiado también
la prevalencia de LMB en la poblacion general (328, 358, 375). Los estudios en los que
la frecuencia de deteccion de LMB se acerca méas a la encontrada en nuestra serie son
los llevados a cabo en familiares de primer grado de pacientes con LLC-B (329, 351,
376), y en un estudio concreto realizado en adultos con linfocitosis subclinica (328); asi,
hasta la fecha ningun trabajo ha referido una prevalencia de LMB tan elevada a la
nuestra, en la poblacion general. Este hallazgo lo achacamos fundamentalmente a la
mayor sensibilidad de la técnica empleada, ya que en nuestro estudio realizamos un
rastreo sistematico de la presencia de clones LMB en > 5x10° leucocitos totales de SP
de cada sujeto, y ademas utilizamos paneles de anticuerpos en combinaciones de entre 6
y 8 fluorescencias para la identificacion de las poblaciones B clonales. De ambos
factores técnicos, se ha referido que posiblemente el que mas influye en la deteccion de
LMB es el nimero de células totales (y consecuentemente de linfocitos B) recolectado

para el analisis (370, 375).
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Centrandonos exclusivamente en los estudios llevados a cabo sobre la poblacion
general de mas de 40 afios sin linfocitosis, se evidencia claramente un incremento
progresivo en la frecuencia de identificacion de casos de LMB de tipo LLC-B, a medida
que aumenta el numero de células adquiridas en el citbmetro de flujo, como hemos
mencionado ya anteriormente: i) en el estudio del grupo britanico (348) se adquirid
informacién sobre unas 200.000 células totales, identificAndose clones LMB de tipo
LLC-B en el 3,5% de los casos; ii) en el trabajo del grupo italiano (358) se analizaron
unas 500.000 células totales/muestra, y se detectaron clones linfoides B de tipo LLC-B
en casi el 7% de los sujetos; iii) en nuestra serie llegamos a detectar un 12% de casos de
LMB de tipo LLC-B, tras analizar al menos 10 veces mas células nucleadas que en los
trabajos previos, y adquirir volumenes de ~1-4 mL de SP por caso.

El segundo factor de tipo metodoldgico que puede influir en la estimacion de la
prevalencia de LMB es la capacidad de identificar clones Unicos mediante el empleo de
diferentes combinaciones de anticuerpos (375). En general, los estudios que emplean
dos fluorescencias diferentes pueden identificar sélo cuatro combinaciones de fenotipos
mayoritarios, los métodos que emplean cinco fluorescencias pueden distinguir 32
combinaciones, y con paneles de ocho colores se pueden distinguir 256 combinaciones
distintas (375). En definitiva, la identificacion de una poblacion de células de fenotipo
aberrante entre una mayoria de células B normales es practicamente inequivoca si
empleamos combinaciones de 6-8 colores, como las empleadas en nuestro trabajo.

Otro dato que apoya claramente que la causa de la elevada prevalencia de LMB
de tipo-LLC-B encontrada en nuestro estudio es la mayor sensibilidad de la técnica de
analisis empleada, es el hecho de que en mas de la mitad de los casos (62%), el
porcentaje de células B clonales que detectamos se encuentra por debajo del nivel de

sensibilidad de otros estudios (<0,01%, es decir, menor o igual a 1 célula aberrante tipo
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LLC-B entre 10.000 células normales) (358); asi mismo, en la mayoria de nuestros
casos con LMB de tipo LLC-B el clon linfoide constituye una fracciobn muy minoritaria
del conjunto de células B totales (mediana de 0,38% del total de células B, con un rango
de entre 0,14% y 4,2%), de manera que en ningun caso su presencia se traduce en un
aumento del nimero absoluto de linfocitos totales circulantes.

En contraposicion con la elevada frecuencia con la que detectamos LMB tipo
LLC-B entre los sujetos de mas de 40 afios de la poblacion general de Salamanca,
encontramos en este mismo grupo de estudio una prevalencia de LMB de tipo no-LLC-
B similar a la descrita por otros autores (entre el 1% y 2,5% de los sujetos analizados)
(124, 348, 358). Una posible explicacion a este hecho, es que el panel de anticuerpos
combinados en 8 fluorescencias empleados en nuestra serie esta optimizado para
detectar el fenotipo caracteristico de la LLC-B, y probablemente no es el mas adecuado
para identificar otros fenotipos aberrantes; ademas, en el momento actual carecemos de
marcadores especificos para la identificacion inequivoca de ciertos subgrupos de SLPC-
B (p.ej.: los linfomas derivados de la zona marginal ganglionar o esplénica, o los
linfomas de tipo MALT) (148). No obstante, es posible que la prevalencia de las LMB
de tipo no-LLC-B sea realmente muy baja en la poblacion general, lo cual seria reflejo
de la ontogenia diferente de la LLC-B respecto a otros SLPC-B.

Corroborando los resultados de otros trabajos recientes (348, 358), en nuestro
estudio también encontramos diferencias significativas en la prevalencia de LMB de
tipo LLC-B en relacion con la edad. Asi, detectamos clones linfoides B en el 7% de los
individuos de entre 40 y 59 afios, en mas del 20% de los mayores de 60 afios y en el
75% de los sujetos con méas de 90 afios. A este respecto, es interesante destacar que en
el Unico estudio -aparte del nuestro- realizado sobre la poblacion general de mas de 90

anos, se refiere que la prevalencia de LMB de tipo LLC-B es del 45% dentro de este
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tramo de edad (358). Por el contrario, no observamos asociacion entre el tamafio del
clon linfoide B y la edad. Por tanto, independientemente de la sensibilidad de la técnica
empleada en cada estudio, la influencia de la edad parece ser determinante en la
presencia vs. ausencia de clones LMB, de manera que la frecuencia de identificacion de
sujetos portadores de clones linfoides B circulantes aumenta progresivamente con la
edad. De hecho, datos de otros grupos confirman que por debajo de los 40 afios la
prevalencia de LMB seria practicamente insignificante (358). En lo que respecta a las
LMB tipo no-LLC-B, no existe en la actualidad un acuerdo tan unanime acerca de la
influencia de la edad; algunos autores (124) sugieren que la presencia de poblaciones
clonales B de tipo no-LLC-B en la poblacion general no se incrementa
significativamente con la edad, mientras que en nuestro trabajo si se hizo evidente
también para las LMB de tipo no-LLC-B un aumento creciente de la frecuencia
conforme aumentaba la edad de los sujetos evaluados.

En nuestra serie, no observamos ninguna asociacion significativa entre la
prevalencia de LMB tipo LLC-B y otros parametros epidemioldgicos, como el ndcleo
poblacional de origen -urbano vs. semiurbano vs. rural- o el sexo (hay que considerar
que en la LLC-B esta bien documentado el predomino masculino (157, 214)); tampoco
encontramos diferencias en el tamafio del clon linfoide B entre hombres y mujeres con
LMB. Estos hallazgos estan de acuerdo con los resultados de otros grupos que tampoco
han encontrado un predominio sexual claro de la LMB tipo LLC-B, aunque a este
respecto existe cierta controversia, ya que los rangos publicados en cuanto a la ratio
hombre:mujer oscilan entre 1,2 (346) y 1,8 (358) en los estudios realizados sobre la
poblacién general y entre 0,7 (328) y 2,1 (348) en los estudios de LMB "clinica". Estas
diferencias pueden deberse al hecho de que en ninguno de los trabajos se hace un

estudio de la prevalencia especifica de sexos por grupos de edad y es posible que las
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mujeres incluidas en los distintos estudios fuesen mayores que los hombres. En el grupo
de LMB tipo no-LLC-B, la informacion disponible en la literatura a este respecto es
practicamente nula, dado que las escasas series publicadas por otros grupos son muy
pequefias; en los 13 casos recogidos en nuestro trabajo, comprobamos la existencia de
un discreto predomino masculino (9/13 casos), que asi mismo ha observado el grupo
italiano (124) en su serie de 10 sujetos (6 varones y 4 mujeres), aunque obviamente

estos datos deberan ser corroborados en series mas amplias.

4.2.- Presencia sistematica de poblaciones de células B CD5" con fenotipo
tipo LLC-B en la SP de adultos de edad avanzada.

Como hemos referido en el apartado anterior, con la estrategia de analisis por
citometria de flujo empleada, pusimos claramente de manifiesto que al aumentar la
sensibilidad de la técnica de deteccion de clones linfoides B circulantes, se evidencia un
incremento significativo del porcentaje de casos de LMB que detectamos en la
poblacion general: >14% frente al 3,5-7% descrito por otros grupos, (348, 358). A partir
de estos datos, nos planteamos la posibilidad de que al aplicar estrategias de analisis de
alta sensibilidad mediante citometria de flujo sobre volimenes mayores de sangre,
fuéramos capaces de detectar clones LMB incluso en todos los sujetos sanos de la
poblacion general. Para ello realizamos de nuevo un analisis en el que, a partir de los
datos reales obtenidos de cada muestra de sangre analizada (alrededor de 1 ml de sangre
periférica de cada sujeto), se construyé un modelo matematico predictivo, con la
finalidad de calcular el porcentaje de casos en los que se detectarian clones linfoides B,
si se hubieran analizado volimenes de muestra mayores a los estudiados. EI modelo
predictivo reveld que si se hiciera un rastreo sobre volumenes de sangre superiores (~46

mL), se detectarian clones LMB tipo LLC-B en el 32% de la poblacion de entre 40 y 59
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afios de edad, el 62% en los del tramo de 60 a 69 afios y en el 100% de la poblacién
general mayor de 70 afios. Estos datos apoyan la hipotesis de que la presencia de
linfocitos B de fenotipo similar a los de la LLC-B seria un hallazgo practicamente
constante a partir de cierta edad, y que por tanto, todos los sujetos de la poblacién
general alcanzarian a tener clones LMB de tipo LLC-B si llegaran a vivir el tiempo
suficiente. Para verificar esta hipdtesis basada en un modelo matematico predictivo,
analizamos muestras de 50 ml de sangre procedentes de 9 sujetos sanos de la poblacién
general mayores de 70 afos, en los que no se detectaron linfocitos B clonales cuando
analizamos 1 ml de SP. Mediante este nuevo analisis, comprobamos que en todos ellos
excepto en uno, se detectaban clones LMB circulantes.

Obviamente, si la presencia de clones LMB es constante en la poblacion general
adulta, su hallazgo ya no podria ser considerado como una situacion patolégica, sino
que deberiamos considerarla mas bien normal o "fisioldgica™; el hecho de que ocurra a
partir de cierta edad apoya firmemente el que se trate de un fendmeno asociado al
envejecimiento y muy probablemente al proceso de inmunosenescencia (377). Como se
ha detallado en la Introduccion de este trabajo doctoral, a medida que avanza la edad se
producen cambios en la distribucion de las poblaciones linfoides B. Asi, se observa un
descenso significativo de los linfocitos B de memoria (especialmente evidente entre los
linfocitos que han sufrido el cambio isotipico) y de los plasmablastos (29), asociado al
hecho de que el repertorio de linfocitos B se va haciendo progresivamente mas
restringido (119). En estas circunstancias, la vigilancia del sistema inmune frente a
estimulos antigénicos cronicos solo seria efectiva si se generan células de vida media
larga, de manera que las células B especificas de un antigeno concreto entraran en un
estado "inmunosenescente™ de supervivencia prolongada. Ello explicaria la aparicion de

células B progresivamente mas restringidas en su repertorio, en respuesta a ciertos
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antigenos mantenidos en el organismo en el tiempo. La hipotesis de la estimulacién
antigénica cronica como circunstancia basica que favorece la aparicion y expresion de
un clon de células B se apoya en numerosas evidencias que demuestran que
determinados agentes infecciosos estan relacionados con el desarrollo de varios tipos de
leucemias y linfomas de linfocitos B y T maduros (378-380); ademas, el hecho de que,
como hemos sefialado en la Introduccion, las células neoplésicas de pacientes con LLC-
B y otros SLPC-B, asi como de algunas LMB con linfocitosis, muestren un uso
preferencial de algunas versiones de genes V de las cadenas pesadas de las Igs, y la
relativa frecuencia con la que se detecta coexistencia de dos 0 mas clones de células B
no relacionados en pacientes con SLPC-B leucemizados (322), apoyarian también esta
hipdtesis. Por tanto, si bien es cierto que hasta la fecha no existen evidencias
experimentales que demuestren esta teoria de forma fehaciente, parece bastante
probable que las expansiones clonales de linfocitos B de tipo LLC-B presentes en
sujetos de edad avanzada sean consecuencia de un epifenOmeno de estimulacion
antigénica cronica, mantenida a lo largo del tiempo, similar a la descrita previamente
para las celulas T y en las que se ven implicadas infecciones virales persistentes que
favorecen la aparicion de expansiones oligo y monoclonales de linfocitos T CD4*/CD8"
(381). Una observacion adicional que fundamenta esta teoria es la referida muy
recientemente por el grupo italiano (382), que ha encontrado que en el 80% de los
sujetos de su serie de LMB de la poblacion general, simultaneamente se detectan
expansiones oligoclonales de linfocitos T, sobre todo dentro del compartimento
CD4*/CDS8".

Asi mismo, disponemos de otros datos derivados de nuestro estudio que apoyan esta
hipbtesis general de desarrollo de poblaciones linfoides "fisioldgicas" en respuesta a

estimulos antigénicos cronicos, que inicialmente serian multiclonales u oligoclonales y
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que con el tiempo se harian mono o biclonales: la proporcion de casos de LMB en los
que detectamos més de un clon de células B aberrantes al procesar ~1 ml de SP fue del
21%, llegando incluso a superar la mitad de los casos (5/9) en los que se procesaron ~50
ml de SP, frente al 5% de bi(multi)clonalidad descrito en los SLPC-B clinicamente
manifiestos (322). La evidencia de la presencia de bi u oligoclonalidad entre las
expansiones de LMB, también ha sido confirmada por otros grupos tanto en la
poblacion general de LMB sin linfocitosis (6/89 casos del estudio italianos mostraban
una ratio kappa/lambda dentro del rango de la normalidad (358)), como sobre todo en
familiares de pacientes con LLC-B (4/6 casos de LMB con menos de 50 células B de
tipo LLC-B/ul (357)).

En conjunto, todos estos resultados apoyan la hipétesis de que la presencia de
células B tipo LLC-B puede ser un fendmeno fisiolégico en adultos con recuentos
normales de linfocitos, no necesariamente asociado a monoclonalidad, al menos en
fases muy tempranas. Con el paso del tiempo, solo un clon (o un nimero limitado de
clones) permaneceria estable, presumiblemente como consecuencia de una estimulacién
antigénica prolongada (383), de naturaleza desconocida hasta la fecha (352). Lo que si
esta claro es que estas células necesitarian una o varias "sefiales" adicionales al estimulo
antigénico (que ocurririan en raras ocasiones) para desarrollar una LLC-B clinicamente
manifiesta (383, 384). Esta teoria se ve ademas apoyada por otros dos hallazgos
derivados de nuestro estudio: i) en los 9 casos en los que se realiz6 un rastreo de
poblaciones linfoides B clonales a partir de ~50 ml de SP, el nimero absoluto de células
B de tipo LLC-B era menor en los casos multiclonales respecto al encontrado entre los
(mono)clonales (mediana de 0,008 vs. 0,05 células/ml, respectivamente), y; ii) los casos
de nuestra serie general de LMB en los que las células clonales no presentaban

alteraciones genéticas asociadas a la LLC-B, tenian un numero absoluto de células B
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clonales significativamente menor que el de los casos con alteraciones genéticas:
mediana de 0,56 células B tipo LLC-B/ul para los casos sin alteraciones citogenéticas
vs. medianas de 11,5 y de 32 células B tipo LLC-B/ul en los casos que presentaban

del(13q) y trisomia 12, respectivamente.

4.3.- Caracterizacion fenotipica y genética de cada una de las poblaciones de
linfocitos B (mono)clonales detectadas en adultos aparentemente sanos Vvs.
pacientes con SLPC-B clinicamente manifiesto.

En aquellos sujetos mayores de 40 afios de la poblacion general de Salamanca en
los que detectamos clones linfoides B circulantes (n=93 LMB), procedimos a realizar su
caracterizacion fenotipica detallada, tras el marcaje de las células de SP con un panel
méas amplio de anticuerpos monoclonales, combinados en ocho fluorescencias. En
consonancia con los resultados de otros grupos, los linfocitos B clonales de la gran
mayoria de nuestros casos (86%) mostraban un fenotipo de LMB tipo LLC-B. Como
hemos mencionado en capitulos anteriores de esta seccion, la frecuencia con la que
detectamos entre estos casos clones de tipo LLC-B era muy superior (12%) a la descrita
en trabajos previos (3,5% - 7%) (348, 353, 358). En los demas casos (13/93: 14% de los
sujetos con LMB) el fenotipo de las células B clonales era distinto al de la LLC-B
tipica, siendo la prevalencia de LMB tipo no-LLC-B en nuestra serie solo ligeramente
superior a la descrita por otros grupos (2,5% vs. 1-2%) (124, 348).

Centrandonos en primer lugar en el grupo de las LMB tipo LLC-B, cabe
destacar que no observamos diferencias significativas en el patron fenotipico de las
células B clonales respecto al de las células neopléasicas de la LLC-B, para ninguno de
los marcadores analizados, de manera que el fenotipo entre ambos tipos de células

clonales era indistinguible; CD19*, CD5*, CD20"*"! cD23*, CD79b"™ ! FMmC7/de0i
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+aébil “an ausencia de

Cybcl2P e v expresion restringida de cadena ligera de smlg
CD10. Estos datos confirman los resultados de otros grupos, que tampoco encontraron
diferencias en el patron fenotipico de las LMB tipo LLC-B con la LLC-B al estudiarlas
con un panel de 18 anticuerpos diferentes parcialmente coincidentes con los
investigados en este trabajo (353).

Por otra parte, merece resefiar la elevada incidencia de biclonalidad entre las
LMB tipo LLC-B (17%), respecto a la incidencia de bi- o multiclonalidad descrita en la
LLC-B en la que no supera el 5% de los casos (322). Aunqgue la posible explicacion a
estas diferencias se ha discutido precisamente en el apartado 4.2 del presente trabajo
doctoral, merece destacar que otras causas de tipo metodologico por ejemplo, la distinta
sensibilidad de la técnica empleada en nuestro trabajo respecto al de Sanchez et al (322)
podrian contribuir también a explicar tales diferencias.

Tras la caracterizacion fenotipica de las LMB tipo LLC-B, se purificaron las
células B clonales y sobre los clones de células B purificadas se realizo estudio genético
para las cuatro alteraciones tipicas de la LLC-B, empleando técnica de hibridacion in
situ fluorescente. Nuestros resultados confirman que en las LMB tipo LLC-B de la
poblacion general, en las que ni siquiera las células B totales estan expandidas, el clon B
tipo LLC-B presenta ya alteraciones genéticas, aunque en una proporcion de casos
significativamente inferior al observado en la LLC-B (40% de las LMB tipo LLC-B vs.
75% de las LLC-B). Estos hallazgos han sido corroborados muy recientemente por el
grupo italiano, que asimismo ha descrito la presencia de alteraciones genéticas en 8 de
16 casos de LMB tipo LLC-B con bajo recuento de linfocitos B clonales (382). En
cualquier caso, independientemente de la presencia 0 no de alteraciones genéticas
asociadas, confirmamos la naturaleza clonal de las células B de fenotipo tipo LLC-B

mediante biologia molecular, en todos los casos en los que pudo realizarse esta técnica
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(17/24 casos mostraban reordenamientos clonales del gen IGH). Entre los casos en los
que detectamos aberraciones cromosomicas por hibridacion in situ, la delecion del brazo
largo del cromosoma 13 fue la mas frecuente en los dos grupos de sujetos (38% en las
LMB tipo LLC-B sin linfocitosis vs. 58% en las LLC-B), seguida de la trisomia 12 (7%
de las LMB tipo LLC-B y 16% de las LLC-B), ambas consideradas alteraciones de
"buen pronostico™ o de "pronostico intermedio™ en la LLC-B. Si bien el porcentaje de
células con delecion en el cromosoma 13 era similar en los dos grupos de sujetos
(67£30 vs. 67+31 en las LMB y en las LLC-B, respectivamente), la proporcion de
células con trisomia 12 era ligeramente inferior en la LMB tipo LLC-B respecto a la
LLC-B clinicamente manifiesta (5013 vs. 76x17, respectivamente), sin llegar a
alcanzar estas diferencias significacion estadistica, probablemente debido al ndmero
relativamente limitado de casos de LMB que presentaban esta alteracion. En ninguna de
las LMB tipo LLC-B de nuestra serie, se detecto la presencia de alteraciones genéticas
asociadas a mal prondstico en la LLC-B (deleciones en 11q o en 17p). Hasta la fecha, la
descripcion de casos de LMB con del(11q) o del(17p) se ha restringido a las LMB con
linfocitosis (328, 356), si bien recientemente (diciembre de 2011) se ha descrito la
presencia de del(17p) en el 80% y 90% de las células B clonales en dos casos de LMB
tipo LLC-B con bajo recuento de células (382); este hallazgo debera confirmarse y
seguirse en el tiempo, para conocer su verdadero significado en la evolucién de esta
entidad.

El hecho de que ya existan alteraciones genéticas tipicas de la LLC-B "de buen
prondstico” en una proporcion elevada de LMB tipo LLC-B de la poblacién general con
recuentos normales de linfocitos, nos lleva a pensar que estas anomalias ya estarian
presentes de forma muy precoz, y podrian estar asociadas a la adquisicion del "fenotipo

LLC-B", méas que a un estado pre-leucémico. Por tanto, la presencia de células LMB,
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aun con alteraciones genéticas, seria una condicidn necesaria pero no suficiente para la
transformacion a LLC-B, para lo cual se requeriria de otros pasos intermedios que
condicionaran la adquisicion de alteraciones genéticas adicionales (p.ej.: altreaciones de
NOTCH1, MYD88, etc) asociadas ya a malignidad, de acuerdo con la teoria descrita en
el apartado anterior de la Discusion. No obstante, ain desconocemos qué significado
tiene el que las células clonales de los sujetos con LMB presenten 0 no alteraciones
genéticas, ya que como hemos adelantado en el apartado 4.2 de esta seccion,
observamos que dentro de nuestra serie de LMB con fenotipo similar a LLC-B, la
presencia de alteraciones genéticas se asociaba con un nimero absoluto de linfocitos B
clonales significativamente superior respecto a los casos de LMB sin alteraciones
geneéticas, y hay que tener en cuenta que hasta la fecha el Unico factor claramente
asociado a la progresion/transformacion de una LMB con linfocitosis a una LLC-B es el
numero absoluto de células B clonales (tienen mayor riesgo de progresion aquellos
sujetos con recuentos mas elevados (373)). Seria esencial determinar por ejemplo, si los
casos LMB tipo LLC-B con alteraciones genéticas tienen un repertorio IGHV mas
parecido al de la LLC-B clinicamente manifiesta, o si por el contrario este se asemeja
mas al de las células B circulantes de sujetos sanos de edad similar sin LMB.

En lo que respecta a las caracteristicas bioldgicas de las LMB tipo no-LLC-B,
merece destacar que la informacion disponible en el momento de iniciar el presente
trabajo de tesis doctoral era escasa, refiriéndose la mayoria de las descripciones
existentes a casos aislados 0 a series muy cortas de sujetos. De hecho, nuestra serie
basada en 13 casos recogidos en los ultimos afios constituye la serie mas amplia referida
en la bibliografia hasta la fecha.

En cuanto al fenotipo, ya se habia descrito que las LMB tipo no-LLC-B son mas

heterogéneas que las de tipo LLC-B, contribuyendo en parte este hecho, junto con el
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pequefio nimero de casos publicados, a que la informacion disponible acerca de las
LMB tipo no-LLC-B sea bastante limitada. En trabajos previos, las LMB tipo no-LLC-
B se han clasificado de forma arbitraria en dos grupos, de acuerdo con la presencia 0 no
de la molécula CDS5 en las células clonales: casos CD5" y LMB CD5" (124, 348). En la
gran mayoria de los casos (n=9/13; 69%) de nuestra serie de LMB tipo no-LLC-B
detectamos la presencia de un unico clon de células B, mientras que en los 4 casos
restantes (31%) identificamos dos clones linfoides B diferentes. Teniendo en cuenta que
en 2 de los 4 casos biclonales una de las poblaciones mostraba un fenotipo tipo LLC-B
tipica, identificamos en los 13 casos un total de 15 poblaciones de linfocitos B clonales
de tipo no-LLC-B, que caracterizamos desde el punto de vista fenotipico y genético.

En términos generales, la heterogeneidad fenotipica de las poblaciones de LMB
tipo no-LLC-B era considerable. Asi, en 6/15 casos las células B clonales expresaban
CD5 mientras que las 9 restantes eran CD5". A su vez, identificamos claramente dos
grupos dentro de los casos que presentaban expresion de CD5. En 3 poblaciones
clonales B que expresaban CD5 este era positivo de forma clara y homogeénea, y las tres
tenian un perfil fenotipico similar al de las células del linfoma del manto (LCM);
ademas, en una de ellas pudo constatarse la presencia de la translocacion cromosomica
t(11;14) tipica de este tipo de linfoma (348, 353, 358). Por el contrario, las otras tres
poblaciones B clonales CD5" expresaban CD5 de forma débil y heterogénea y
mostraban un fenotipo similar al de las células del LZM/LPL, o bien resultaban "no
clasificables" de acuerdo con los criterios fenotipicos de la OMS (348, 353, 358), al no
presentar caracteristicas tipicas de ningun otro SLPC-B. En contrapartida, en el grupo
de las LMB tipo no-LLC-B CD5" encontramos perfiles fenotipicos parecidos al ultimo
grupo de LMB tipo no-LLC-B CD5" (compatible con LZM/LPL o no clasificables),

excepto para una de las poblaciones B, que mostré un fenotipo similar a la forma
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variante de la tricoleucemia (385). En 10 de estas 15 poblaciones de fenotipo no-LLC-B
tipica se confirmo clonalidad B mediante el analisis molecular del reordenamiento de
los genes IGH.

En consonancia con nuestros resultados, las pocas descripciones fenotipicas
publicadas indican que la mayoria de los casos de LMB tipo no-LLC-B muestran un
inmunofenotipo tipo LZM o tipo “"linfoma no clasificable”, tanto en sujetos con
recuentos linfocitarios normales (348, 358), como con linfocitosis (124, 328, 346, 356,
359). Ademas, en nuestro estudio describimos por primera vez la existencia de casos de
LMB tipo no-LLC-B en los que las células clonales tienen caracteristicas fenotipicas y
genéticas similares a las del LCM, a la vez que ratificamos que la expresion de CD10 es
infrecuente en las LMB tipo no-LLC-B de la poblacion en general (124, 328, 340, 346,
348, 351, 356, 358, 359).

En general, estos resultados sugieren que la mayoria de las poblaciones de
células B clonales de las LMB tipo no-LLC-B presentan caracteristicas
inmunofenotipicas (y genéticas) superponibles a las de los SLPC-B en los que no existe
una alteracion genética primaria asociada al desarrollo de la enfermedad; por el
contrario, las poblaciones B clonales fenotipicamente similares a los SLPC-B asociados
a una unica alteracion genética presente en todas las células neoplésicas —p.ej. t(14;18)
enel LF 6 t(11;14) en el LCM- serian infrecuentes (124, 348, 358).

Partiendo de la observacion de que los casos mas frecuentes de LMB tipo no-
LLC-B tienen un fenotipo similar al de los linfomas derivados de la zona marginal, y
teniendo en cuenta que en los Gltimos afios se ha propuesto que la estimulacion
antigénica crénica también podria ser un evento fundamental en la patogenia de los
linfomas tipo MALT/LZM (386, 387), cabe pensar que en la mayoria de las LMB tipo

no-LLC-B, la expresion de las células B clonales podrian estar relacionadas también
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con una respuesta antigénica mantenida, igual que lo sugerido previamente para las
LMB tipo LLC-B. De acuerdo con esta hipotesis, estudios previos han descrito que el
BCR de las células neoplasicas del LZM muestran un uso preferente de la familia
IGHV4-34 (388); no obstante, estos resultados preliminares no han podido confirmarse,
ni en nuestro estudio, ni en el de Amato y cols (359) en cuya serie de LMB tipo no-

LLC-B se incluian igualmente casos con fenotipo tipo LZM.

4.4.- Comportamiento clinico evolutivo a corto plazo de la LMB.

En la actualidad, la inmensa mayoria de los estudios de seguimiento de LMB se
han realizado sobre LMB tipo LLC-B "clinica™ (326, 328, 362, 366), es decir, sobre
sujetos que presentan linfocitosis, pero que en el momento de su deteccién no cumplen
los criterios diagnosticos de LLC-B. Como se ha mencionado en capitulos previos de
esta memoria, se ha demostrado que practicamente el 100% de las LLC-B van
precedidas de una situacion previa de LMB tipo LLC-B, identificada varios afios antes
de ser diagnosticados de la neoplasia (327). Sin embargo, el riesgo de que un sujeto con
LMB tipo LLC-B (con linfocitosis) desarrolle la enfermedad es sumamente bajo. Asi se
ha comprobado que tras periodos de seguimiento variables (medianas de seguimiento
que oscilan entre 2,5 y 7 afios), la gran mayoria de estos sujetos mantiene un recuento
de linfocitos estable; y de hecho, sélo alrededor del 1-2% de los casos desarrollara
anualmente enfermedad progresiva que requiera tratamiento (328, 367), presentando
mayor riesgo de progresion aquellos sujetos que parten de una cifra de linfocitos B
clonales circulantes mas elevada (356, 362, 373). No obstante, estos estudios deben
considerarse en general preliminares y se requiere de estudios adicionales a mas largo
plazo, para conocer de forma mas precisa la tasa de progresion de la LMB tipo LLC-B y

los posibles factores asociados a la misma. Respecto a las LMB tipo no-LLC-B, nuestro
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desconocimiento acerca de su evolucion ain es mayor. Unicamente en un trabajo se
resefia la persistencia de las poblaciones clonales en 7 casos con linfocitosis, tras un
periodo de tiempo de entre 4 y 16 afios, sin evidencia de progresion o necesidad de

tratamiento en ninguno de los 7 casos (359).

A su vez, la informacion disponible acerca de la evolucion clinica de los individuos
con una LMB identificada a partir de estudios realizados en la poblacién general (con
recuentos muy bajos de células B clonales en SP) era inexistente en el momento de
comenzar este trabajo doctoral, debido principalmente a que consideraciones de tipo
ético y sobre todo logistico, han limitado la posibilidad de seguimiento (354). Esta
carencia, en nuestro conocimiento se refiere tanto a los casos de LMB tipo LLC-B como
a los de tipo no-LLC-B con bajo recuento de linfocitos. En el momento actual,
disponemos no soélo de los datos de seguimiento de nuestro estudio, sino también de los
resultados publicados muy recientemente por el grupo italiano de estudio de las LMB
con bajo recuento de linfocitos (382), que comentaremos mas adelante.

En nuestro trabajo, hemos reevaluado al afio del primer estudio a un total de 50
de los 93 sujetos con LMB, empleando una estrategia de deteccion de clones LMB
idéntica a la descrita para el estudio basal. De estos 50 casos, 38 eran LMB tipo LLC-B
y 12 de tipo no-LLC-B. El primer hallazgo de interés de nuestro estudio radica en que
las pequefias poblaciones de células B clonales persisten en el tiempo, de manera que en
la totalidad de estos 50 casos se confirm@ la persistencia de LMB en SP en la
reevaluacion realizada al afio del estudio basal. Estos resultados contrastan con los del
grupo italiano, que ha descrito una tasa de persistencia de pequefias poblaciones
linfoides B clonales a los 3 afios del estudio inicial de unicamente el 90% de los casos
de LMB tipo LLC-B (n=54/60) y 55% de las LMB tipo no-LLC-B (n=10/18). No

obstante, merece destacar que en los casos en los que no detectaron persistencia de los
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clones B (al menos para los 6 casos de LMB tipo LLC-B, que es el dato que aportan), el
numero absoluto de células B tipo LLC-B en el primer estudio era muy bajo -mediana
de 0,40 células/ul-, cifra cercana al limite de sensibilidad de su técnica. En este sentido,
el motivo de la controversia respecto a nuestros resultados, podria explicarse por la
menor sensibilidad de la técnica empleada por el grupo italiano (10 vs. 10,
respectivamente). Por el contrario, desconocemos los motivos que pueden explicar la
discrepancia observada entre ambos estudios en lo que se refiere a los resultados
obtenidos en las LMB tipo no-LLC-B, aunque resulta poco probable que estos pudieran
deberse al momento diferente en el que se realizé el estudio de seguimiento en ambos
trabajos (1 afio en el estudio de Salamanca vs. 3 afios en el del grupo italiano), ya que
datos preliminares de nuestro grupo han confirmado que se detectan células B clonales
circulantes en todos los casos de LMB (n=22, de los cuales 5 son de tipo no-LLC-B)
reevaluados a los 3 afios del estudio basal. Merece destacar que a lo largo de este tiempo
de seguimiento (3 afios) no ha habido ningun caso de progresién o transformacion en un
SLPC-B ni en la serie italiana, ni en nuestros casos (datos no mostrados).

Sin embargo, aunque el seguimiento de nuestros casos es alin muy corto respecto
a la evolucion presumiblemente tan prolongada de la LMB sin linfocitosis, merece
destacar que al afio del primer estudio en algunos casos identificamos cambios
asociados a un numero absoluto de células B clonales significativamente mas elevado
respecto al detectado en el estudio inicial. Dichos cambios se han traducido en un ligero
incremento de la mediana de LMB/ul de 0,58 células a 0,84 celulas/ul. Este ligero
incremento en el numero absoluto de linfocitos B clonales circulantes se observa no
solo en la serie global, sino también al analizar por separado las LMB tipo LLC-B y las
LMB tipo no-LLC-B. No obstante, aunque las diferencias sean estadisticamente

significativas entre los dos momentos de estudio, el nimero de células LMB detectable
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al afo sigue siendo muy pequefio (<1 célula/ul en la gran mayoria de los casos), de
manera que habria que considerar que clinicamente se mantiene estable.

En general, respecto al comportamiento evolutivo de la LMB sin linfocitosis,
nuestros resultados coinciden con los del grupo italiano, que tampoco observd ninguna
progresion a SLPC-B clinicamente manifiesto entre su serie de LMB con bajo recuento
de células B. Por el contrario, estos autores no observaron diferencias estadisticamente
significativas en el ndmero de linfocitos B clonales circulantes a los 3 afios de

seguimiento (382), respecto a las detectadas en el estudio inicial.

En resumen, nuestros resultados sugieren que una vez que se identifican células
B clonales de tipo LLC-B o de tipo no-LLC-B en la SP de adultos, éstas persisten
durante largos periodos de tiempo, (presumiblemente para siempre). No obstante, estos
resultados deben corroborarse en estudios con un seguimiento mas prolongado, que
permita establecer la verdadera tasa de progresion y/o transformacion a un SLPC-B

clinicamente manifiesto.
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- En relacion con la frecuencia de presentacion de poblaciones de linfocitos B
clonales en la circulacion sanguinea de sujetos sanos mayores de 40 afios sin

linfocitosis, residentes en la provincia de Salamanca:

1.- Laincidencia de LMB tipo LLC-B en la poblacion general de mas de 40 afios
es significativamente superior a la descrita previamente por otros autores,
incrementandose progresivamente a medida que aumenta la edad. EI hecho de que en la
mayoria de los casos de nuestra serie los niveles de linfocitos B clonales circulantes
estén por debajo del limite méximo de sensibilidad de las técnicas empleadas por otros
grupos apoya la nocion de que la deteccion de clones linfoides B tipo LLC-B
circulantes depende en gran medida de la sensibilidad de la técnica de citometria de

flujo empleada.

2.- En contraposicion con la LMB tipo LLC-B, la incidencia de LMB tipo no-
LLC-B en nuestra serie fue similar a la descrita por otros grupos, lo que podria reflejar

una ontogenia diferente de la LLC-B respecto a la mayoria de los demas SLPC-B.

- En relacién con la posible presencia sistematica de poblaciones de células B con
fenotipo similar a la LLC-B en la SP de adultos de edad avanzada, y su naturaleza

fisiolégica vs. patoldgica:

3.- La presencia de células B clonales circulantes con fenotipo similar al de la
LLC-B puede ser un hallazgo habitual en la poblacién general adulta (especialmente a
partir de los 70 afios de edad), lo que sugiere que estas células podrian representar, mas

gue un precursor leucémico la contrapartida normal de la LLC-B.

161



Wendy Grey Nieto Pérez Conclusiones

4.- La deteccion de células B tipo LLC-B en adultos con recuento normal de
linfocitos podria constituir un fenomeno fisioldgico, posiblemente relacionado con la
inmunosenescencia y no necesariamente asociado a (mono)clonalidad, al menos en las

fases méas tempranas en las que es factible su identificacion.

- En relacion con la caracterizacion fenotipica y genética de las poblaciones de
linfocitos B clonales detectadas en adultos sanos y su comparacion con las

caracteristicas de las células tumorales de los SLPC-B correspondientes:

5.- No existen diferencias significativas en las caracteristicas fenotipicas y
genéticas de las células B clonales de SP de sujetos con LMB tipo LLC-B y la LLC-B;
no obstante, el porcentaje de casos de LMB con alteraciones citogenéticas es
ligeramente inferior al observado en la LLC-B y en ellos no se detectaron alteraciones
genéticas asociadas a mal prondstico en la leucemia. Estos hallazgos sugieren que la
presencia de alteraciones genéticas como la del(13q) es un evento relativamente precoz,

aunque insuficiente para determinar por si solo la evolucion a un estado leucemico.

6.- La mayoria de las poblaciones de células B clonales de las LMB de tipo no-
LLC-B presentan caracteristicas inmunofenotipicas y genéticas superponibles a las de
SLPC-B en los que no existe una alteracion genética primaria asociada al desarrollo de
la enfermedad, como por ejemplo, el LZM y el LLP; por el contrario, son infrecuentes
las poblaciones B clonales fenotipicamente similares a SLPC-B asociados a una unica
alteracion genética comun a todas las células neoplésicas del paciente, como la t(14;18)

en el LF o la t(11;14) en el LCM. Estos hallazgos apoyan la implicacion de distintos
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mecanismos y vias de transformacion neoplasica y progresion maligna en ambos grupos

de SLPC-B.

- En relacién con la evolucion a corto plazo de las LMB:

7.- En todos los casos en los que se realizo una reevaluacion tras al menos 1 afo
del primer estudio, se seguian detectando celulas B clonales circulantes, tanto entre las
LMB de tipo LLC-B como en las no-LLC-B, lo que apoyaria la nocion de que una vez
se detecten células B clonales en SP, éstas persisirian y se mantendrian estables a lo

largo del tiempo.

8.- Aunque el seguimiento realizado sigue siendo corto, ninguno de los sujetos
con LMB mostré signos de progresion o transformacion a un SLPC-B clinicamente
manifiesto, lo que apoyaria la nocion de que en general la LMB con recuento normal de
linfocitos B podria tener un comportamiento evolutivo diferente al de las LMB

"clinicas", que presentan una tasa de transformacion de alrededor del 1% al afio.
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