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Glosario de Abreviaturas
A

Ac: anticuerpo.
ADN: acido desoxirribonucleico.
Ag: antigeno.

AHI1: sitio de integracion colaborador de la proteina Abelson tipo 1 (del inglés, Abelson
helper integration site 1).

AID: deaminasa de citidina inducida por activacion (del inglés, activation-induced cytidine
deaminase).

AMBRA1L: molécula activadora de la autofagia regulado por Beclin-1 (del inglés, Activating
molecule in Beclin 1-regulated autophagy).

APE: endonucleasa apurinica/apirimidinica (del inglés, apurinic/apyrimidinic endonuclease).

ATG13: gen/proteina relacionada con la autofagia tipo 13 (del inglés, Autophagy-
related protein 13).

ARNm: acido ribonucleico mensajero.

ATP6AP1: gen/proteina accesoria de la ATPasa transportadora de protones H* tipo 1 (del
inglés, ATPase H+ transporting accessory protein 1).

BAFF-R: receptor del factor de activacién B (del inglés, B-cell activating factor receptor).
BCR: receptor de la célula B (del inglés, B-cell receptor).
BLK: tirosina quinasa de célula B (del inglés, B-cell ymphocyte kinase).

Blimp-1: proteina inductora de maduracién del linfocito B tipo 1 (del inglés, B lymphocyte-
induced maturation protein-1).

BLNK: gen/proteina de union a célula B (del inglés, B-cell linker protein).

BTK: gen/proteina kinasa de Bruton (del inglés, Bruton’s tyrosine kinase).

C

CCR®6: receptor de quimiocinas tipo C-C 6.

Ci: citoplasmatico.



CD: cluster (o grupo) de diferenciacion (del inglés, cluster of differentiation).
CDF: célula dendritica folicular.

CP: célula plasmatica.

CG: centro germinal.

CELC16A: gen/proteina A de la familia 16 de proteinas con dominio tipo lectina C (del inglés,
C-type lectin domain family 16 member A).

CTLA-4: antigeno del linfocito T citotoxico tipo 4 (del inglés, cytotoxic T-lymphocyte antigen
4).

D

DCLRE1C: gen/proteina de reparacion de uniones de ADN tipo 1C (del inglés, DNA cross-
link repair 1C).

E

EBF1: factor de transcripcion B temprano tipo 1 (del inglés, early B-cell factor 1)

ELISA: ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (del inglés, enzime-linked
immunoabsorbent assay).

ELISpot: ensayo de puntos por inmunoabsorcion ligado a enzimas (del inglés, enzyme-linked
immunoSpot assay).

F

Fc: fragmento cristalizable de moléculas de inmunoglobulina.
FcR: receptor del fragmento cristalizable de inmunoglobulina.

FcRn: receptor neonatal del fragmento cristalizable de inmunoglobulina.

H

HLA: antigeno leucocitario humano (del inglés, human leukocyte antigen).

ICOS: gen/proteina inducible co-estimuladora de célula T (del inglés inducible T-cell
costimulator).

IDP-Ac: inmunodeficiencia predominantemente de anticuerpos.



IDP: inmunodeficiencia primaria.
IDVC: inmunodeficiencia variable comun.

IFIH1: gen/proteina con dominio helicasa C inducida por interferén tipo 1 (del inglés,
interferon induced with helicase C domain 1).

Ig: inmunoglobulina.
IGH: cadena pesada de inmunoglobulina (del inglés, immunoglobulin heavy chain).

IGHC: regidn constante de la cadena pesada de inmunoglobulina (del inglés, immunoglobulin
heavy chain constant region).

IGL: cadena ligera de inmunoglobulina (del inglés, immunoglobulin light chain).
IKBA: inhibidor alfa del factor de transcripcién nuclear kB (NFkB).

IL: interleucina.

IL2RG: cadena gamma del receptor de la IL2 (del inglés, interleukin 2 receptor subunit
gamma).

IRF2BP2: gen/proteina de union tipo 2 al factor regulador de interferdn tipo 2 (del inglés,
interferon regulatory factor 2 binding protein 2).

IRF-4: factor regulador de interferdn tipo 4 (del inglés, Interferon regulatory factor 4).

IUIS: Unidn Internacional de Sociedades de Inmunologia (del inglés, International Union of
Immunological Societies).

J

JAK3: gen/proteina quinasa Janus tipo 3 (del inglés, Janus Kinase 3).

L

LLC: leucemia linfatica cronica.

LRBA: gen/proteina de anclaje sensible a lipopolisacarido (del inglés,
lipopolysaccharide (LPS)-responsive beige-like anchor protein).

M

MALT: tejido linfoide asociado a mucosa (del inglés, mucosa-associated lymphoid tissue).
MO: médula ésea.

MSH6: homdlogo de mutS tipo 6 (del inglés, mutS homolog 6).



N

NHEJ: unién de extremos no homodlogos de ADN (del inglés, non-homologous end joining).
NEMO: modulador esencial de NFkB (del inglés, NF-kappa-B essential modulator).

NFkB: factor nuclear potenciador de cadenas ligeras kappa de células B activadas (del inglés,
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells).

NK: células asesinas naturales (del inglés, natural killer).

NLR: receptores tipo dominio de oligomerizacion de nucleétidos (del inglés, nucleotide
oligomerization domain-like receptor).

Nu: nuclear.

o)

OLS: érgano linfoide secundario.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

P

Pax-5: factor de transcripcidn tipo “caja-pareada” 5 (del inglés, paired-box protein Pax-5)
plIgR: receptor de inmunoglobulina polimérica.

PIK3CD: subunidad catalitica delta de la fosfoinositol 3-quinasa (del inglés,
phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit delta).

PIK3R1: subunidad reguladora 1 de la fosfoinositol 3-quinasa (del inglés, phosphatidylinositol
3-kinase regulatory subunit 1).

PLCG2: fosfolipasa C gamma 2 (del inglés, phospholipase C gamma 2).

PRKCD: subunidad tipo delta de la proteina quinasa C (del inglés, protein kinase C delta type).

R

RAC2: sustrato de la toxina botulinica relacionada con Ras tipo 2 (del inglés, Ras-related
C3 botulinum toxin substrate 2).

RAG1: gen/proteina activadora de recombinacion tipo 1 (del inglés, recombination activating
gene 1).

RAG2: gen/proteina activadora de recombinacion tipo 2 (del inglés, recombination activating
gene 2).



S

SEC61A1: subunidad alfa 1 del complejo SEC61 (del inglés, Sec61 Alpha-1).
SP: sangre periférica.

STAT3: transductor de sefial y activador de la transcripcion tipo 3 (del inglés, signal
transducer and activator of transcription 3).

T

TACI: activador transmembrana modulador de calcio y ligando de la ciclofilina (del inglés,
transmembrane activator and CAML interactor).

TCR: receptor del linfocito T (del inglés, T-cell receptor).

TLR: receptor tipo toll (del inglés, Toll-like receptor).

THF: linfocito T colaborador folicular (del inglés, follicular helper T-cell).

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa (del inglés, tumor necrosis factor alpha).

TRNT1: transferasa de nucledtidos de acido ribonucleico (ARN) de transferencia tipo 1 (del
inglés, tRNA nucleotidyl transferase 1).

TTC37: dominio de repeticidn tetratricopéptidico tipo 37 (del inglés, tetratricopeptide repeat
domain 37).

TWEAK: inductor débil de apoptosis de tipo factor de necrosis tumoral (del inglés, tumor
necrosis factor-like weak inducer of apoptosis).

U

UNG: N-glicosilasa de uracilo (del inglés, uracil-N-glycosylase).

X

XBP-1: gen/proteina de unidn a caja-X tipo 1 (del inglés, X-box binding protein 1).
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1. Inmunoglobulinas

Lasinmunoglobulinas (lgs) son glicoproteinas producidas por los linfocitos B de animales
vertebrados en respuesta a estructuras extrafias conocidas como antigenos (Ags)®. Las Igs
pueden presentarse en dos formas: i) Igs solubles presentes en fluidos bioldgicos como la sangre,
secreciones externas y liquido cefalorraquideo, y denominadas anticuerpos (Acs); vy ii) en la
superficie del linfocito B como parte del receptor de la célula B para Ag (BCR; del inglés, B-cell
receptor)?. Desde el punto de vista funcional estas moléculas muestran una elevada
especificidad por un Ag concreto, lo que les permite reconocer, neutralizar y eliminar, dicho Ag®.

En determinadas circunstancias pueden producirse Acs frente a Ags propios, lo que conduciria

a respuestas inmunoldgicas frente al propio organismo (e.g. autoinmunidad)®*.

1.1. Caracteristicas generales de las inmunoglobulinas

La especificad antigénica y la funcién de cada Ig dependen de su estructura. En su
conjunto, una Ig estd formada por cuatro cadenas polipeptidicas idénticas dos a dos: dos
cadenas ligeras y dos cadenas pesadas, divididas en dos regiones estructural y funcionalmente
distintas (Figura 1): i) la regién variable aminoterminal, que presenta una elevada
heterogeneidad en su secuencia de aminodcidos y que es determinante de su especificidad por
el Ag; vy ii) la regidon constante carboxiterminal, con secuencias de aminodcidos altamente
conservadas y que permite clasificar las Igs en subgrupos (isotipos y subclases) con distinta
funcion efectora*®. Ambas regiones, variable y constante, de las Igs se organizan en dominios
estructurales que se estabilizan mediante la formacidn de puentes disulfuro entre residuos de
cisteina, confiriéndoles un aspecto globular*®. Las cadenas ligeras k y A contienen dos dominios
globulares, uno variable (VL) y uno constante (CL), mientras que las cadenas pesadas poseen
ademas de un dominio variable (VH), tres o cuatro dominios constantes (CH1, CH2, CH3, CH4),

segun el isotipo de Ig (Figura 1). En la mayoria de los isotipos, entre las regiones constantes CH1



y CH2, existe una zona funcional denominada regidn bisagra (Figura 1), que le permite a la
proteina una mayor capacidad de rotacién de la regidn variable, favoreciendo el acceso de la
molécula al Ag. La existencia de esta regidn bisagra también provoca una mayor susceptibilidad
ala ruptura proteolitica de la Ig®. Aunque en general la Ig se presenta como mondmero, algunos
isotipos de Ig pueden presentarse en forma de dimero (i.e. IgA) o pentdmero (i.e. |gM)°. Ademas,
esta estructura se ve modificada por cadenas de glicidos que se unen a aminodacidos concretos
y que modulan la funcion de la Ig°.

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura de los distintos isotipos y subclases de Igs.
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Las Igs se componen de dos cadenas pesadas, con tres o cuatro dominios constantes (CH1, CH2, CH3 y CH4) y uno
variable (VH), y dos cadenas ligeras, con un dominio constante (CL) y un dominio variable (VL). En todos los isotipos
excepto en la IgM vy la IgE existe una regidn bisagra, con caracteristicas distintas en los diferentes isotipos. La IgAl e
IgA2 se representan en su forma monomeérica y dimérica, y la IgM en su forma monomeérica y pentamérica. Fc:
fragmento cristalizable de la Ig.



1.2. Isotipos y subclases de inmunoglobulinas

Aunque existe un alto grado de homologia entre los distintos subtipos de lIgs, las
variaciones en los aminoacidos que componen la region constante de la cadena pesada (IgH; del
inglés, immunologlubulin heavy chain), permiten distinguir 5 isotipos de Igs (IgG, IgA, 1gM, IgD e
IgE), subdivididos a su vez en 4 subclases de IgG (IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4) y dos subclases de IgA
(IgA1 e IgA2)>"®, Dichas diferencias se localizan fundamentalmente en el llamado fragmento
cristalizable (Fc), que comprende todos los dominios CH, excepto CH1, y parte de la region
bisagra; el Fc es el principal responsable de las funciones efectoras de los distintos isotipos y
subclases de 1gs>°.

Hoy conocemos, de forma relativamente detallada la funcién de cada tipo de Ig soluble.
En conjunto, los Acs presentan diferentes capacidades funcionales, entre las que merece
destacar: la neutralizacion de Ag, la capacidad de opsonizacion de Ag y de formar
inmunocomplejos, la activacion del sistema del complemento y la unidn y activacion de células
efectoras a través de receptores para los distintos Fc de las Igs (FCR). La composicidény estructura
del Fc de las Igs también condiciona la vida media del Ac, su posible transporte a través de la
placenta (mediante el FcR neonatal -FcRn-) y la capacidad de atravesar las membranas mucosas
(a través del receptor de Ig polimérica —plgR-)>"#1°, Ademas, las variaciones en el Fc de la zona
constante de las Igs también condicionan una distinta capacidad de respuesta a los diferentes
tipos de Ags (i.e. proteinas, polisacaridos o alérgenos, entre otros)>”%1,

Estas diferencias en la funcion (bioldgica) efectora de los distintos isotipos y subclases
de Igs hacen que las alteraciones de los niveles séricos de cada Ig se traduzcan en distintos
patrones de enfermedad, incluyendo: i) distintos perfiles de susceptibilidad a infecciones por
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diferentes microorganismos y ii) en distintas localizaciones tisulares®, iii) diferentes patrones

de respuesta patoldgica frente a Ags propios (e.g. citopenias, autoinmunidad sistémica y
tisular)'>*8, y iv) diferente impacto en la regulacién de la respuesta inmune, por ejemplo, ante

un estimulo crénico o tras inmunoterapia®”-8,



Tabla 1. Caracteristicas de los isotipos y subclases de Igs.

IgM IgD IgG1 1gG2 IgG3 lgG4 IgAl IgA2 IgE

Concentracion

R 40-320 0,7-13 490-1.010 170-785 11-85 3-200 75-330 7-115 <0.03
en suero

Vida media en

, 5 3 21 21 7 21 6 6 3
suero (dias)

Tamario de
region bisagra
(N2 de
aminoacidos)

Monémero, . . . . . Mondmero, Monémero,
/ Mondémero Mondmero Mondémero Mondémero Mondémero / /

< . . Mondmero
Pentdmero Dimero® Dimero®

Estructura

Transferencia a
través de la +/-¢ - I ++ jr— 4t +/-< +/- R
placenta

Transferencia a
través de la ++ + + + + + + e -
mucosa

Actividad
neutralizadora

Activacion del
complemento HHH+ - ++ + +++ - - - -
(via clasica)

Activacion del
complemento - - - R R R 2 B R
(via alternativa)

Capacidad de

L, + - + + + + - - -
opsonizacion

Unién a FeyR 11111 FoyR I FeyR L1111 FeyR 1,11
receptores FcR ) ) FcRn FcRn FcRn FcRn FeaR FeaR FeeR LI

Respuesta a
proteinas
Respuesta a
polisacaridos
Respuesta a
alérgenos

+ - ++ +/- ++ +/- ++ + -

- - + - - ++ - - +H+

a. Rango de referencia en suero de adultos sanos; concentracidn expresada en mg/dl.

b. Principalmente en mucosas.

c. Aunque clasicamente se ha considerado que no existiria transporte de IgA e IgM a través de la placenta,
actualmente se cree que podria existir cierta capacidad de transferencia placentaria de ambos isotipos de Igs.

FcyR, receptor para el fragmento cristalizable de 1gG; FcaR, receptor para el fragmento cristalizable de IgA; FceR,
receptor para el fragmento cristalizable de IgE.

1.2.1. IgM

La IgM constituye el primer isotipo de Ig que se produce en respuesta a la estimulacién
antigénica?®. Es la tercera Ig mas abundante en suero (5-10% de los niveles globales de Igs
séricas) con una concentracién de 40-320 mg/dl*, y una vida media de =4 dias**° (Tabla 1). Los
Acs de isotipo IgM, ademas de estar presentes en suero/plasma, se encuentran también en
menor concentracion en otros fluidos bioldgicos, como la saliva (0,6-6 mg/dl), la lagrima (0-1,8
mg/dl), el liquido cefalorraquideo (0-1,3 mg/dl), la leche materna (5-34 mg/dl), el calostro (=61

mg/dl) y las secreciones bronco-alveolares (=0,02 mg/dl)*° e intestinales (=0,8 mg/dl)?.. Su



estructura estd formada por 4 dominios CH y no posee regién bisagra, encontrandose
habitualmente en forma de pentamero, con las moléculas de IgM unidas entre si por la proteina
“)”, através de los dominios CH4>2? (Figura 1). Esta estructura pentamérica incrementa la avidez
de los Acs IgM por el Ag (especialmente cuando este Ultimo posee varios epitopos), pese a la
menor afinidad por Ag de los Acs IgM respecto a otros isotipos de Igs?°. Funcionalmente, los Acs
de tipo IgM ejercen funciones efectoras basadas en la opsonizacién de microorganismos vy la

activacion del complemento por la via cldsica>??

, mediante su unién a la proteina del
complemento Clq; esta unién Unicamente ocurre cuando la Ig esta unida al Ag'®, al cambiar su

forma de “estrella” pentamérica a la denominada forma de “cangrejo”, en la que los multiples

Fc de las IgM quedan accesibles para unirse a la proteina C1q del sistema del complemento?.

1.2.2. 1gG y subclases de IgG

Cuantitativamente la IgG representa el 85% de las Igs séricas (700-1600 mg/dl), debido
a que es el isotipo producido en mayor cantidad por las células plasmaticas (CPs) de médula ésea
(MO)® y que posee una vida media relativamente elevada (7-21 dias)“*° (Tabla 1). Por el
contrario, la 1gG no suele ser el isotipo de Ig mds abundante en otros fluidos bioldgicos. Asi, en
la saliva (2,6-4,2 mg/dl), en la lagrima (0-1,6 mg/dl) y en la secrecion nasal (0,8-30 mg/dl), su

A212% mientras que en la leche materna (4-17 mg/dl), el

concentracién es inferior ala de la Ig
calostro (10 mg/dl) y el fluido derivado de la secrecidn intestinal (0,4 mg/dl) su concentracidn
es también inferior a la concentracidon de IgM?%. Las Unicas excepciones serian el fluido bronco-
alveolar (0,4 mg/dl)® y el liquido cefalorraquideo (0-5,5 mg/dl)?*, donde los niveles de IgG son
similares a los de la IgA y superiores a los de los demas isotipos de Igs, respectivamente.

En total, existen 4 subclases de IgG: IgG1-4. Desde el punto de vista estructural, cada

una de las cadenas pesadas de las distintas subclases de IgG contienen un dominio variable y 3

dominios constantes, con una regién bisagra de distinta longitud segun la subclase de IgG; todas



las subclases de IgG estan presentes de forma sistematica en los distintos fluidos corporales en
forma de mondémero (Figura 1).

Funcionalmente, los Acs de isotipo IgG pueden actuar de forma directa: i) activando la
via clasica del complemento; ii) neutralizando toxinas, microorganismos patdgenos y otros Ags;
iii) mediante la opsonizacién de Ag para su fagocitosis por células del sistema monocito-
macréfago vy los neutréfilos; y iv) promoviendo la degranulacidn y activacién de células NK*>72,
Estas dos ultimas funciones son mediadas a través de la unién de la IgG unida a Ag, a los
receptores para el Fc de IgG (FcyR) de alta (FcyRl o CD64), intermedia (FcyRIl o CD32) y baja
(FcyRIll o CD16) afinidad®?®. Ademéas de por su grado de afinidad por la 1gG, los FcyR se
diferencian entre si por su perfil de expresidn celular. Asi, CD32 se expresa en la mayoria de
leucocitos incluyendo los linfocitos B, CD64 se expresa de forma constitutiva Unicamente en los
monocitos, macréfagos y granulocitos neutréfilos, y la expresion de CD16 esta restringida a los
granulocitos neutréfilos, una fraccién de los monocitos y las células NK*™8, Cabe sefialar que
todas las subclases de IgG tienen capacidad de unirse también al FcRn, expresado en células
epiteliales y células fagociticas, y que es responsable del paso de la IgG a través de la placenta a
la circulacién fetal, y a través de las superficies mucosas a las secreciones externas®?.

A pesar de que los Acs de isotipo IgG de distintas subclases presentan una homologia
estructural >90%, existen diferencias en los dominios funcionales, como la region bisagra y/o las
zonas de unidén a la proteina Clq y a los FcyR localizadas en CH2, que, ademas de contribuir a
diferenciarlas, les confieren distintas funciones®”.

IgG1. La IgG1 constituye la subclase de IgG mayoritaria en suero (60-75% de la IgG total;

400-1.100 mg/dl en adultos sanos)>®?* con una vida media de aproximadamente 21 dias®. En
otros fluidos bioldgicos esta subclase de IgG se encuentra menos representada respecto al
conjunto de las 1gG, representando =47% del total de Acs IgG en la leche materna, =46% en el
calostro, *30% en saliva® y 52% en liquido cefalorraquideo?’. La IgG1 posee una regién bisagra

de 15 aminoéacidos que le proporciona gran flexibilidad®. Tiene ademas una alta capacidad para



ser transferida a la circulacion fetal a través de la placenta, de activar el complemento y de unirse
a todos los tipos de FcyRY2. Los Acs de tipo IgG1 se producen principalmente en respuesta a Ags
proteicos (bacterianos y viricos), y en menor medida también, en respuesta a alérgenos y
polisacaridos®. Ademas, con relativa frecuencia, los Acs producidos frente a Ags propios (auto-
Acs), son también de tipo 1gG1%®,

18G2. La 1gG2 es la segunda subclase de I1gG mas representada en suero (20-25% de toda
la 1gG; 170-785 mg/dl en adultos sanos)®** con una vida media de 21 dias, similar a la de Ia
IgG1%>®. En otros fluidos biolégicos podemos encontrar niveles de IgG2 similares (o incluso
superiores) a los niveles de 1gG1, representando =43% de todos los Acs IgG en la lecha materna
y el calostro, *51% en saliva®® y =37% en liquido cefalorraquideo?’. Su regidn bisagra esta
compuesta Unicamente por 12 aminoacidos, lo que junto a la presencia de una hélice de poli-
prolinas, le hace mucho menos flexible que las demas subclases de IgG2. La capacidad de los Acs
de tipo IgG2 de transferencia placentaria y de activar complemento es significativamente
inferior a la de IgG1 & ademds, la IgG2 solamente es capaz de unirse a algunas isoformas de
FcyRll y siempre de forma mas débil que la IgG1°>2. Desde el punto de vista funcional, la IgG2
tiene un papel clave en la respuesta inmune humoral frente a Ags polisacaridicos de origen
bacteriano®2.

18G3. La I1gG3 supone Unicamente el 5-10% de toda la I1gG presente en suero (11-85
mg/dl en adultos)**, donde tiene una vida media de 7 dias, significativamente menor a la de las
demas subclases de 1gG*2. Ademas, esta subclase de IgG no se detecta en otros fluidos
corporales como la leche materna, el calostro y la saliva®®, estando presente en liquido
cefalorraquideo en niveles relativamente muy bajos (*7% de toda la IgG)?’. Debido a que se trata
de una Ig capaz de generar una potente respuesta pro-inflamatoria, su baja vida media
probablemente responda a la necesidad de limitar respuestas inflamatorias excesivas®. La region

bisagra de la IgG3 es mas extensa que la de otras subclases de IgG (62 aminoacidos), lo que le

proporciona una gran flexibilidad para unirse a epitopos de distintos Ags. Sin embargo, esto va



asociado también a un mayor peso molecular y una mayor susceptibilidad a la rotura por
enzimas proteoliticas, posible responsable ultimo de su corta vida media en suero®. Los Acs de
tipo 1gG3 tienen una elevada capacidad para atravesar la placenta, activar el complemento y
unirse a todos los FcyR, superando la capacidad funcional de la IgG1*8. Al igual que ocurre con
la IgG1, la produccién de IgG3 se induce principalmente en respuesta a Ags proteicos
(bacterianos y viricos), detectdndose en suero en el curso de una infeccién antes que la 1gG18;
con relativa frecuencia esta subclase de IgG esta también involucrada en autoinmunidad?®.
1gG4. 1gG4 es la subclase de IgG minoritaria en suero (<5% de la IgG total, 3-200 mg/d|I
en suero de adultos)?*, donde presenta una vida media de 21 dias*?. Ademas, esta presente en
pequefias concentraciones en la leche materna (=6% de la 1gG total), el calostro (=6%), la saliva
(=3,7%)® y el liquido cefalorraquideo (=4%)% . Su regién bisagra es de pequefio tamafio (similar
al de la IgG2) con solo 12 aminoacidos, pero una flexibilidad intermedia entre la de la IgG1 y la
de la IgG28. A pesar de no ser capaz de activar complemento, los Acs de tipo IgG4 pueden unirse
alos FcyRly 11, aunque de forma mas débil que lalgG1 e IgG3. A diferencia de las demas subclases
de IgG, la IgG4 suele producirse en respuesta a exposiciones repetidas (o de larga duracion) a
Ag, como por ejemplo, en individuos alérgicos bajo tratamiento con inmunoterapia alérgeno-
especifica®®. Esto, unido a su baja efectividad para llevar a cabo una respuesta efectora, ha
inducido a algunos autores a sugerir que esta subclase de IgG pueda tener una funcidn

tolerogénica, privando del Ag a otros Acs pro-inflamatorios mucho mds potentes?,

1.2.3. IgA y subclases de IgA

Aunque la concentracién de IgA en suero es inferior a la de 1gG (7-15% del total de las Igs; 100-
400 mg/dl), la IgA es la Ig predominante en las secreciones externas (Tabla 1)>222930 Asij, su
concentracidn en lagrima (8-40 mg/dl), saliva (10-21 mg/dl), leche materna (47-163 mg/dl),
calostro (1.234-5.380 mg/dl) y las secreciones intestinales (=17mg/dl) y nasales (7-85 mg/dl), es

muy superior a la de los demas isotipos de Igs®!. Por el contrario, su concentracién en el liquido
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cefalorraquideo es menor que la de 1gG e IgM, y practicamente indetectable (0-0,06 mg/dl). A
pesar de que la vida media de los Acs de isotipo IgA es relativamente corta (6 dias)?, la elevada
produccidn de IgA en las mucosas le confiere un papel clave en la prevencidn de infecciones
gastrointestinales y respiratorias®®3!. En suero, la IgA suele estar en su mayor parte (*85%) en
forma monomérica®?, mientras que en las secreciones externas el 50-96% de los Acs de tipo IgA
estan en forma de dimero (e incluso en ocasiones formando trimeros y/o tetrdmeros>*°) gracias

”J n”

a la unién de dos (o mas) moléculas IgA a la cadena “J” a través de sus dominios CH3%732, La IgA
dimérica es capaz de unirse al plgR que se expresa en la superficie basolateral de las células
epiteliales de las membranas mucosas, a través de uno de sus dos dominios CH2; mediante una
vacuola de endocitosis, la IgA es transportada hasta la superficie apical de dichas células
epiteliales. Posteriormente, el dimero de IgA se separa del pIgR; no obstante, en esta separacion
quedard unido a la IgA un fragmento (polipéptido) de dicho receptor llamado fragmento
secretor, que pasara a formar parte de la IgA secretada®?3033,

La principal funciéon de la IgA es la neutralizacién directa de microorganismos patégenos
(virus, bacterias y parasitos) y de sus productos (toxinas) antes de que entren al organismo>*;
ademas, la IgA desarrolla un importante papel en la regulaciéon de las bacterias comensales
presentes en el intestino®%. Asi mismo, se ha sugerido que la IgA podria desarrollar otras
funciones relacionadas con la activacién de la respuesta mediada por su unién al recetor FcaR
(CD89)*73¢, y/o la activaciéon del complemento por la via alternativa®*®3738; sin embargo, hasta

el momento, no se han podido confirmar estas funciones de la IgA de forma definitiva’*. Existen

dos subclases de IgA: IgAl e IgA2.
IgAl. La IgA1 constituye la subclase de IgA mayoritaria, tanto en suero (85-90% del total

de la IgA; 75-330 mg/dl en adultos)>*® como en secreciones externas, representando ~59% de la
IgA total en lagrima, ~63% en saliva, 52%-65% en leche y =70% en secreciones intestinales?..
Estructuralmente, la IgAl se caracteriza por presentar una regién bisagra extendida, que le

permite unirse simultdneamente a dos Ags relativamente separados en el espacio®*34. Sin
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embargo, esta caracteristica también hace que la IgA1l sea mucho mas vulnerable a ser
degradada por enzimas proteoliticas de los propios patégenos?*3°. Aunque se detectan Acs de
tipo IgAl en respuesta a Ags polisacdridicos, esta subclase de Ig se produce predominantemente
frente a Ags proteicos*®*!,

1gA2. Esta subclase de IgA se encuentra mayoritariamente en las secreciones mucosas,
aunque también estd presente en suero (10-15% de la IgA sérica; 7-115 mg/d1)>3%%, A diferencia
de la IgAl contiene una pequefia regidén bisagra, que le permite ser mas resistente frente a
proteasas bacterianas>?®333% esto contribuye a explicar su mayor representacién en las
secreciones mucosas: 41% de la IgA presente en lagrima, =37% en saliva, entre 35% y 48% en
leche materna y ~30% en secreciones intestinales>?>%, Al contrario de la IgA1, la IgA2 predomina
en la respuesta inmune frente a polisacaridos, aunque puede producirse también en respuesta

a Ags proteicos®®4?,

1.2.4.1gD

La IgD Unicamente representa =0,3% del conjunto de todas las Igs séricas (0,7-13 mg/dI
en adultos) con una vida media corta, de alrededor de 6 dias**?, probablemente relacionada con
el tamafo relativamente grande de su regién bisagra (64 aminodcidos) que provoca una mayor
sensibilidad a la protedlisis>®* (Tabla 1); ademas, los Acs de tipo IgD también estdn presentes
en saliva (0,0005-0,06 mg/dl) y secreciones nasales (0,003-0,712 mg/dl)**. Actualmente,
seguimos sin conocer cudl es el verdadero papel funcional de la IgD, aunque de acuerdo con los
sintomas que presentan pacientes con sindrome hiper-IgD, se ha sugerido que los Acs de tipo
IgD podrian favorecer la liberacidon de mediadores proinflamatorios®. La ausencia de un papel
funcional bien definido y de un receptor especifico para la IgD*>*, también han llevado a sugerir
que esta Ig (por su capacidad para unirse y neutralizar a bacterias patdgenas como M. catarrhalis
y H. influenzae y a sus factores virulentos) podria proteger la mucosa respiratoria**’. Este

desconocimiento sobre el verdadero papel funcional de la IgD hace que hoy por hoy en la clinica,
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no se determinen sus niveles séricos de forma rutinaria, lo cual a su vez dificulta el avance en el

conocimiento de su posible funcion.

1.2.5. IgE

La IgE se encuentra presente en cantidades extremadamente bajas en suero (0,02% del
conjunto de las Igs séricas; <0.03 mg/dl en adultos sin patologia alérgica)®® con una vida media
corta de 3 dias*!® (Tabla 1). En términos generales, la IgE tan solo se identifica en mucosas y
otros fluidos de pacientes alérgicos*®. Estructuralmente, posee tres dominios constantes, en
ausencia de zona bisagra®. A pesar de su baja concentracion, la IgE muestra gran actividad en
reacciones de hipersensibilidad, asi como en la respuesta inmune frente a parasitos’. La IgE
puede unirse a su receptor de alta afinidad (FceRl) expresado de forma constitutiva en
mastocitos y baséfilos, y en eosindfilos activados. Asi, cuando se produce el reconocimiento
antigénico por parte de Acs IgE presentes en la superficie de estas células, se produce su
degranulacidon con la liberacidn de multiples y diversos factores por-inflamatorios (TNFa,

)*° responsables de los sintomas

histamina, prostaglandinas y leucotrienos, entre otros
caracteristicos de la alergia de tipo |, estimulando ademas la expresiéon de mas FceRl en la célula
diana®. Ademas de FceRI, existe otro receptor de IgE de baja afinidad (FceRIl o CD23) con dos
isoformas y una funcidén en gran medida desconocida aln: i) CD23a expresado de forma

constitutiva en linfocitos B naive, y ii) CD23b expresado en monocitos, eosindfilos, plaquetas y

células dendriticas®.

2. Origen, caracteristicas funcionales e inmunofenotipo de los
linfocitos B

Los linfocitos B son las células del sistema inmune adaptativo responsables de la
produccidon de Igs en respuesta a estimulos antigénicos®. Dentro del conjunto de todas las

células B, habitualmente se diferencian distintos estadios madurativos y subpoblaciones
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funcionales, que corresponden a dos fases de maduracion bien diferenciadas: i) la maduracién
B independiente de Ag, que se produce fundamentalmente en MO°%3; y ii) la maduracién B
dependiente de Ag, que ocurre predominantemente en los érganos linfoides secundarios (OLS),
incluidos los ganglios linfaticos, el bazo y el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT; del inglés,

mucosa-associated lymphoid tissue)®*.

2.1. Maduracion B independiente de antigeno

Tras el nacimiento, la maduracién B independiente de Ag tiene lugar en la MO. Su
objetivo es producir linfocitos B inmunocompetentes, es decir, capaces de reconocer y
responder frente a Ags extrafios, y al mismo tiempo, ser autotolerantes (i.e. linfocitos B naive).
Durante este proceso de maduracién de los linfocitos B en MO?**® se producird el
reordenamiento de los segmentos génicos que forman el dominio variable (VH, DH y JH) del gen
IGH que codifica para la cadena pesada de Ig, y de los segmentos del dominio variable (VL y JL)
del gen IGL que codifica para la cadena ligera de la Ig. Este proceso de recombinacién somatica
V(D)J de IGH y V] de IGL, genera una elevada diversidad de repertorio de Igs expresadas por el
conjunto de los linfocitos B naive producidos, con 10 versiones diferentes del BCR®®.
Actualmente se definen 5 estadios madurativos principales en la maduracidn de los precursores
B de MO, en funcidén de su fenotipo y del estado del reordenamiento de los genes IGH e IGL: i)
célula pro-B, ii) pre-Bl, y iii) pre-Bll, iv) linfocito B inmaduro y v) linfocito B naive (Figura 2A). La

célula pro-B se origina a partir de un precursor linfoide comun B y T/NK>7>8

por la induccidn de
la expresion de los factores de transcripcidon E2A, EBF, y Pax5%°’. Mediante la accién de estos
factores de transcripcion, la célula Pro-B pone en marcha la sintesis de las proteinas y enzimas
responsables del reordenamiento de los genes de /G (e.g. TdT y ragl/rag2, entre otras proteinas)
y se pone en marcha el reordenamiento de los genes IGH. Este comienza por el reordenamiento

de los segmentos DH y JH de la cadena pesada®®°°®. Fenotipicamente, las células pro-B

mantienen la expresion de marcadores de célula precursora hematopoyética (CD34**/CD38"),
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aunque muestran ya positividad para las primeras proteinas caracteristicas del precursor
linfoide comprometido a linea B (Tdt nuclear -nuTdt—, CD22 y CD79a citoplasmatico —ciCD79a-),
en ausencia auin del marcador pan-B CD19°°. En la etapa madurativa siguiente, la célula pre-BI
ya expresa CD19 junto con CD34, CD22, CD38, nuTdt y ciCD79a; ademas, en ella se produce el
reordenamiento entre el segmento VH y el segmento DH-JH ya reordenado, completandose asi
el reordenamiento de la regidn variable del gen IGH>. Una vez reordenado el gen IGH, el
precursor pre-Bll expresa en su superficie el pre-BCR, formado por la cadena pesada Igy, y las
cadenas ligeras subrogadas VpreB (CD179a) y A5 (CD179b), junto a los correceptores Iga/IgB
(CD79a/CD79b)>%°%%1, |3 sefializacién a través del pre-BCR activa la proliferacién del precursor
B y pone en marcha el reordenamiento de los genes de las cadenas ligeras de Igh°®%,
elimindndose en esta etapa los precursores B que no han sido capaces de generar un
reordenamiento /GH funcional (seleccién positiva); en paralelo, la sefializaciéon via pre-BCR
bloquea el reordenamiento del segundo alelo de /GH, evitando la expresidn en la misma célula,
de dos Igs con distinta especificidad (exclusion alélica)®®. Las células pre-Bll pierden expresién
de nuTdt y CD34%% pero mantienen positividad para CD10, CD19, CD22, y CD38", con
expresion heterogénea de CD20*/**. Una vez se haya realizado el reordenamiento funcional de
los genes de la cadena ligera, el linfocito B inmaduro/transicional expresa un BCR con una IgM
completa, al reemplazarse las cadenas subrogadas por las cadenas ligeras reordenadas. Junto
con el BCR, estas células tienen expresion homogénea e intensa de CD20 y CD38, junto a
positividad para CD5 y CD24, expresion débil de CD10 y reactividad variable para CD213%36365,
Estos linfocitos B inmaduros son expuestos a Ags propios con el fin de eliminar por apoptosis, o
de inducir anergia, en aquellas células que presenten un BCR autorreactivo (seleccién negativa),
dandoles también la posibilidad de reordenar de nuevo los genes de cadena ligera (edicion del
receptor)®¥%%8, Tras pasar esta fase de “seleccién negativa”, el linfocito B inmaduro se

diferencia a linfocito B naive inmunocompetente y autotolerante, con fenotipo CD5*- CD10-

CD19*CD20* CD22* CD24* CD387° |gM*D** 6364,
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Figura 2. Representacion esquematica de la maduracion B antigeno-independiente (A) y

antigeno-dependiente (B).
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(A) La maduracién independiente de Ag tiene lugar en MO, distinguiéndose 5 estadios principales que se diferencian
en el estado de reordenamiento de los genes de cadena pesada y cadena ligera de la Ig, asi como en la expresion de
distintas proteinas (inmunofenotipo). (B) La maduracion dependiente de Ag tiene lugar en los OLS cuando el linfocito
B naive reconoce a su Ag de forma especifica, y puede ser T-dependiente, con la formacidn de centros germinales, o
T-independiente. Ambos procesos dan como resultado la formacién de células efectoras (linfocitos B de memoria y
CPs). Las CPs emigran a MO y las mucosas donde producirdn Acs de distinto isotipo y subclase, mientras que los
linfocitos B de memoria podrian realizar uno o varios ciclos de respuesta en el centro germinal dando lugar a nuevas
CPs y linfocitos B de memoria. CC, centrocito; CB, centroblasto; OLS, érgano linfoide secundario; ci, citoplasmatico;

nu, nuclear.
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2.2. Maduracion B dependiente de antigeno

La maduracion del linfocito B dependiente de Ag se produce en respuesta a un Ag
especifico, con el objetivo de generar: i) CPs productoras de Acs'®®; y ii) linfocitos B de memoria

responsables de la respuesta secundaria en sucesivos encuentros con el Ag’®’(Figura 2A).

2.2.1. Respuesta B dependiente de linfocitos T

La mayoria de linfocitos B que abandonan la MO presentan un fenotipo naive, aunque
una pequefa fraccidn tienen caracteristicas de célula inmadura/transicional®*>72, Los linfocitos
B naive recirculan a través de la SP y los OLS, y se activan tras el reconocimiento del Ag —bien en
forma soluble o bien retenido por las células dendriticas foliculares (CDFs)-, o mueren por
apoptosis al cabo de unas semanas®.

El reconocimiento del Ag a través de BCR genera una cascada de sefiales que inducen la
activacion del linfocito B naive’®’4, Junto con el BCR, el linfocito B naive expresa otros receptores
que contribuyen a amplificar o a inhibir la sefial derivada de la unién BCR-Ag, facilitando que se
alcance una intensidad superior al umbral de respuesta requerido. Estos receptores incluyen el
correceptor activador de célula B CD19-CD21-CD81-CD225, capaz de unirse a inmunocomplejos
de C3d/Ag, ademds de CD20 y CD457%77 o las moléculas inhibidoras CD5 y CD22788, Una vez
activado, el linfocito B interacciona con linfocitos T CD4* colaboradores foliculares (linfocitos
TFH; del inglés, follicular helper T-cells) que le proporcionan las sefiales adicionales responsables
de inducir su proliferacién masiva y maduracion funcional. En esta interaccién B-T participan de
forma activa las moléculas membrana CD80/CD86-CD28, CD40-CD40L, ICOSL-ICOS, HLA-TCR y
CD27-CD70, ademas de citocinas secretadas en forma soluble por parte del linfocito T como la
IL-2, la IL-4 y la IL-21°*8, Para una adecuada interaccidn B-T, se requiere la formacién de una
estructura altamente especializada —el centro germinal (CG)- en el OLS donde ocurre la

54,82

respuesta®*82%, Desde hace tiempo, se conoce la existencia de dos zonas bien diferenciadas en
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el CG: la zona oscura y la zona clara®*®*%, En la zona oscura del CG se encuentran las células B
en proliferacion, denominadas centroblastos (CBs), con fenotipo CD10* CD19* CD27"* CD38*
CD44'"° CD83  CD86 y CXCR4 (CD184)* -2 al proliferar, estos CBs sufren mutaciones aleatorias
en la secuencia de los genes VH (hipermutacidon somatica; HMS), inducidas por la enzima AID
(deaminasa de citidina inducida por activacién; del inglés, activation-induced cytidine
deaminase), que en Ultima instancia van a modificar la afinidad de su BCR por el Ag. Asi, tras
varias rondas de proliferacién-HMS, estas células pasan desde la zona oscura a la zona clara del
CG, donde adquieren la forma de células pequefias (centrocitos; CCs) que siguen expresando
CD10* CD19* CD27"t CD38* y CD44", ahora en ausencia de positividad por CXCR4 (CD184) y
siendo CD83* y CD86*48® (Figura 2B). El CC interaccionard nuevamente con el Ag retenido en
la superficie de las CDFs, seleccionandose positivamente aquellos CCs que lo hayan hecho y por
lo tanto, que hayan ganado afinidad por el Ag como consecuencia de la HMS (maduracién de
afinidad)®’. Tras este proceso, se estima que 10-30% de los CCs volveran a la zona oscura para
realizar nuevas rondas de HMS, mientras que los demas CCs moriran por apoptosis al no lograr
reconocer de nuevo al Ag.

Tras esta respuesta B frente a Ag (por inmunizacién o infeccidn), parte de las células B
IgM*IgD* activadas, cambiaran el isotipo de la IgH que producen. El nuevo isotipo de IgH puede
ser una subclase de IgG (1gG1, 1gG2, 1gG3 o 1gG4), de IgA (IgAl o IgA2) o IgE. Este cambio de
isotipo modifica la funcién efectora de la Ig que sera producida por la futura CP, sin alterar su
especificidad, traduciéndose habitualmente en una mejora de la capacidad de los futuros Acs
para eliminar el patégeno que ha desencadenado la respuesta B2,

El cambio de isotipo se produce por la unidn de la regién V(D)J del gen de la cadena
pesada con un segmento C distinto de Cu (y de C8) situado distalmente a nivel del gen IGHC,
eliminandose del ADN correspondiente a dicho gen, los segmentos intermedios (Figura 3). En
este proceso juegan un papel fundamental las enzimas AID, UNG (N-glicosilasa de uracilos; del

inglés, uracil-N-glycosylase) y APE (endonucleasa apurinica/apirimidinica; del inglés, apurinic
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apyrimidinic/endonuclease). Cada region CH del gen IGH (excepto C8) estd precedida de
secuencias repetitivas ricas en citosina denominadas regiones S (de cambio de isotipo de Ig; del
inglés, Ig class-switch). La enzima AID, cuya transcripcion es inducida por NF-kB (factor nuclear
potenciador de cadenas ligeras kappa de células B activadas; del inglés, nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells), cambia citosinas por uracilos en estas regiones S de
los dominios CH involucrados en el reordenamiento IGHC®°. A su vez, los uracilos, al no ser
nucleédtidos caracteristicos del ADN humano, son eliminados por la proteina UNG, lo cual implica
la generacion de sitios abasicos (sin nucleétido), provocando que las enzimas APE1/2 generen
rupturas en la secuencia del ADN. Una vez se han generado estas rupturas en el ADN de las
regiones S de los dos segmentos CH implicados en el reordenamiento, se produce la
recombinacion del ADN de estas regiones S mediante la accidn de las proteinas implicadas en la
reparacion del ADN mediante mecanismos de recombinacion no homdloga NHEJ (unién de
extremos no homélogos de ADN; del inglés, non-homologous and end joining), eliminandose
circulos de ADN que contienen los segmentos eliminados de la secuencia inicial de ADN, situados
entre ambas regiones S (e.g. CiLy C§ si se expresa la siguiente region del gen IGHC, Cy3)%:2°, E|
isotipo final de Ig producido por una célula B que ha llevado a cabo el cambio de isotipo, depende
de factores del micromedioambiente en el que se reconozca el Ag y, en cierta medida también,
del propio Ag. Asi, las citocinas producidas por los linfocitos TFH tienen un papel clave a la hora
de determinar el isotipo de Ig que producirdn los linfocitos B activados. En este sentido, la
produccion de IL-10 se ha asociado con los isotipos 1gG1 e 1gG3°?, TGF-B con IgA®? y la IL-13 con
la produccidon de IgG4/IgE®. Recientemente, se ha propuesto que los isotipos de Igs podrian
producirse (al menos en parte) de forma consecutiva, siguiendo la secuencia en la que se
encuentran codificados en el gen IGHC**8 (Figura 3). Asi, se ha observado la existencia de una
mayor tasa de HMS en los isotipos que se encuentran codificados por los segmentos de ADN
localizados al final del gen IGHC®*®?, sugiriendo que estas células habrian pasado por un mayor

numero de rondas de reconocimiento de Ag en el CG. En este mismo sentido, un estudio reciente
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ha demostrado que en las regiones de unién Su-Sy2 del 24% de las células B con cambio de
isotipo a 1gG2 se observaban remanentes de secuencias Syl, Sy3 y Sal, mientras que en el 9%
de las que presentaban isotipo IgG1l, las regiones de unién Su-Syl tenian remantes de
reordenamiento Sp-Sy3, confirmando la existencia de dos o mas cambios de isotipo

consecutivos en la misma célula B.

Figura 3. Modelo hipotético que explica el cambio consecutivo de isotipo de Ig en células B

activadas.
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Tras el reconocimiento antigénico, el linfocito B naive IgM*D** pueden realizar el cambio de isotipo de Ig,
normalmente a isotipos que se encuentran mas cercanos a la regién V(D)J (e.g. a IgG3 o 1gG1), en paralelo con los
procesos de HMS y diferenciacidn a linfocito B de memoria y CP (respuesta primaria, primer cambio de isotipo). Si las
células B de memoria vuelven a entrar en contacto con ese mismo Ag, podrian volver a sufrir un segundo cambio de
isotipo a un isotipo que se encuentre mas alejado de V(D)J (e.g. a 1gG2).
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En un principio se sugirid que este modelo de reordenamiento con cambio a > 1 isotipo

95,96

tendria lugar Unicamente en el curso de una misma respuesta a Ag””°. Sin embargo,

recientemente se ha propuesto que el modelo secuencial podria ocurrir también, en respuestas
posteriores, tras sucesivos encuentros con un mismo Ag, a lo largo de la vida®"%,

En paralelo con estos cambios en el gen IGH, se producen cambios fenotipicos y
funcionales en la célula B, caracteristicos de la diferenciacién a CP productora de Acs o a linfocito
B de memoria, células que pasaran de nuevo a la circulacién sanguinea®. La mayoria de las CPs
generadas en respuesta a Ag y que pasardn a SP, se eliminardn por apoptosis pasados unos
dias®®. Sin embargo, una minoria es capaz de instalarse en nichos que inducen su supervivencia,
principalmente en MO y MALT, donde a través de factores de supervivencia se convierten en

69,100-103 capaces de producir y secretar al exterior varios miles de moléculas de

CPs de vida larga
Igs por segundo®®. Las células B de memoria permanecen durante mas tiempo (incluso varias
décadas)!®*1% recirculando entre la SP y los OLS”®, de forma que si se encuentran de nuevo con

su Ag, podrian sufrir un nuevo ciclo de proliferacidon en el CG con HMS y cambio de isotipo, con

diferenciaciéon a CP y/o a una nueva célula B de memoria'® .

2.2.2. Respuesta B independiente de linfocitos T

Aunque la sefial inducida por la mayoria de los Ags es insuficiente para desencadenar
por si sola una respuesta B, algunos Ags producen una estimulacion lo suficientemente potente
para que el linfocito B responda, en ausencia de colaboracién por parte de los linfocitos T'%. Por
un lado, estas respuestas independientes de células T pueden estar mediadas por receptores
diferentes de BCR presentes en los linfocitos B, como es el caso de los receptores TLR (receptores
tipo Toll; del inglés, Toll-like receptor) o NLR (receptores tipo dominio de oligomerizacion de
nucledtidos; del inglés, nucleotide-oligomerization domain-like receptor) capaces de unirse a
diferentes componentes de microorganismos, como por ejemplo, el lipopolisacarido de las

bacterias Gram negativas y los acidos nucleicos de origen virico o bacteriano (respuesta B
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independiente de células T tipo 1)1°71%, Por otra parte, la respuesta B puede llevarse a cabo
también a través de BCR de forma independiente de linfocitos T, cuando el linfocito B reconoce
Ags que presentan varias copias de un mismo epitopo (Ag multivalente); esto ocurre con algunos
Ags repetitivos de la pared de bacterias encapsuladas, o cuando un Ag estd presente en
concentraciones elevadas en el entorno del linfocito B capaz de reconocerle, permitiendo la
interaccion simultanea del Ag con multiples moléculas de BCR en el mismo linfocito B (respuesta
independiente de células T de tipo 2)1°71%, En la Tabla 2 se resumen las caracteristicas
principales de los tres tipos de respuesta B, dependiente de linfocitos T e independiente de
linfocitos T tipo 1y 2.

Tabla 2. Caracteristicas principales de las respuestas de linfocitos B dependientes e
independientes de linfocitos T

Tipo de respuesta B

Caracteristicas Dependiente de Independiente de Independiente de
linfocitos T linfocitos T tipo 1 linfocitos T tipo 2
No BCR
Ti t BCR BCR
ipo de receptor (e.g. TLR, NLR, CD21)
Lipopolisacdrido Ags repetitivos (e.g. pared

Ags comunes

Tipo de estimulo , bacteriano o virus de de bacterias encapsuladas)
(e.g. proteinas) . L
Epstein-Barr o en alta concentracién
Naturaleza de la .
Monoclonal Policlonal Monoclonal
respuesta
Cambio de isotipo . L T
P Si Minoritario Minoritario
delg
Maduracion de
. . Si No No
afinidad
Generacion de . S L
. Si Minoritaria Minoritaria
Memoria

Ag, antigeno; BCR, receptor de célula B; TLR, receptor tipo toll; NLR: receptor tipo dominio de oligomerizacion de
nucledtidos.

Clasicamente, la activacion de linfocitos B independiente de células T se ha relacionado
con la generacion de CPs productoras de Igs de baja afinidad y de tipo IgM y, en menor medida
también de otros isotipos, con frecuencia poliespecificas (solo en el caso de respuestas T-

independientes de tipo 1), sin que dicha respuesta conlleve produccion de células B de memoria
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especificas de Agl%1%, No obstante, cabe sefialar que se han identificado linfocitos B con cambio
de isotipo y menor frecuencia de HMS, en pacientes con defectos en la sefalizacion mediada
por CD40-CD40L, lo cual sugiere que podrian existir linfocitos B de memoria T-

independientes!!®!!! tal como se discute mds adelante en esta introduccién (capitulos 2.3y 4.3).

2.3. Poblaciones de linfocitos B circulantes en sangre

El desarrollo tecnoldgico ocurrido en las Ultimas décadas, especialmente en el campo de
la citometria de flujo, ha permitido aumentar nuestro conocimiento acerca de las poblaciones
de linfocitos B circulantes en la sangre humana®*12, Asi, en términos generales, en SP podemos
identificar 4 subpoblaciones mayoritarias de linfocitos B de acuerdo a su estadio madurativo:
linfocitos B inmaduros/transicionales, linfocitos B naive, linfocitos B de memoria y CPs; todos
ellos comparten como caracteristica fenotipica comun la expresion del marcador pan-B CD19.
De acuerdo con lo comentado en el apartado anterior de esta introduccidn, las dos primeras
poblaciones incluyen linfocitos B pre-CG, mientras que las dos Ultimas corresponden a células B
gue ya han entrado en contacto con Ag y han respondido frente al mismo.

Los linfocitos B inmaduros/transicionales de SP representan alrededor del 1-4% de
todos los linfocitos B de SP de adultos sanos. Fenotipicamente, muestran caracteristicas
practicamente idénticas a las de los linfocitos B inmaduros de MO, con una expresion
relativamente alta de IgM, CD38, CD24 y CD81, y positividad para CD5, CD9, CD10, CD20, CD22,
CD200Yy ciTCL1 >372113114 por e| contrario, muestran expresion variable de las proteinas CD21,
CD23, CD44 y CD62L, y son CD27 72113115 Ademads, expresan niveles bajos de los receptores de
quimiocinas CXCR4 y CXCR57#113, |o que se ha sugerido favoreceria una menor capacidad de
migracion in vitro mediada por CXCL12, CXCL13 y CCL21, respecto a la de las células B naive!®3,
Esto, unido a la expresién (relativamente) baja de moléculas de adhesién como CD44 y CD62L,
podria estar relacionado con la escasa presencia de estos linfocitos B inmaduros en los OLS3,

Desde el punto de vista funcional, el linfocito B inmaduro muestra una capacidad de proliferary
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diferenciarse in vitro tras estimulacién mediada por BCR y CD40 relativamente limitada, asociada
a una menor supervivencia en cultivo, respecto a la del linfocito B naive’?13,

Los linfocitos B naive, representan aproximadamente el 60-70% de todas las células B
de la SP de adultos sanos>3. Al igual que el linfocito B inmaduro, el linfocito B naive no presenta
signos de HMS y muestra un fenotipo CD19* CD20* CD22* CD200* ciTCL1*°%18, Sin embargo, se
diferencia de él por presentar menor expresion de CD24, CD38 y CD81, y tener mayor positividad
para CD23, CD62L, CD22, CD44, CXCR4 y CXCR5°37%113114 Ademds, a diferencia del linfocito B
inmaduro, el linfocito B naive carece de expresién de CD9 y CD10 en su superficie y muestra
mayor expresion de IgD que de IgM’?', Aunque la mayoria de los linfocitos B naive presentan
menor expresion de CD5 que la observada en los linfocitos B inmaduros/transicionales, el 3-16%
de las células B naive expresan CD5 en ausencia de otros marcadores de inmadurez,
manteniendo también una capacidad funcional intermedia entre la del linfocito B naive y la del
linfocito B inmaduro!'*!8, De forma similar, aunque la mayoria de linfocitos B naive son CD21",
se ha descrito una poblacién de células B naive CD21 (3% del conjunto de todos los linfocitos
B naive), que se caracteriza por una expresion mas elevada de las moléculas CD11c, CD19, CD20,
CD22 y CD95°3119120,

Los linfocitos B de memoria constituyen el 20-30% de todas las células B de SP de
adultos sanos; suelen presentar HMS, y aproximadamente la mitad de ellos han sufrido cambio
de isotipo de 1g1%121122_ Aunque los linfocitos B de memoria se encuentran circulantes en SP,
estos estdn presentes también en los érganos linfoides, como los ganglios linfaticos, el bazo, el
MALT y la MO>*7%71 La gran mayoria (>80%) de los linfocitos B de memoria de SP presenta un
fenotipo CD5 CD10° CD19* CD20* CD21* CD22* CD23" CD25** CD38 CD200 ciTCL1, y
CD27*3106116117,121,122 " constituyendo esta Ultima proteina un marcador clésico, utilizado para
identificar las células B de memoria'?’. Sin embargo, cabe sefialar que existe también una

poblacidn de linfocitos B memoria con cambio de isotipo que son CD27-196:1111237125 'Fqtaq células

presentan menos antecedentes de replicacion, menor frecuencia de HMS y menor expresion de
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moléculas asociadas a la cooperacidn entre los linfocitos Ty B (e.g. HLADR y CD40)11123.125,
cuando comparamos sus caracteristicas con las de los linfocitos B de memoria CD27*. Todo ello,
unido a la presencia de linfocitos B de memoria CD27  en pacientes con defectos en la
sefializaciéon de CD40-CD40L!%!! sugiere un origen T-independiente de las células B de
memoria CD27106111123124 A pnesar de su baja frecuencia en donantes sanos (<10% de todas las

)12%, estas células B de memoria CD27" se encuentran aumentadas en enfermedades

células B
autoinmunes (e.g. lupus eritematoso sistémico) y en infecciones viricas crénicas (e.g. en la
infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana)?#1?®, De forma similar, existe una
pequefia fraccién de linfocitos B de memoria de SP que es CD21 (=4% de los linfocitos B de
memoria); estas células B de memoria CD21" presentan una expresién mas elevada de CD11c,
CD19, CD22 y CD9520127:128 En |os Ultimos afios se ha descrito un aumento de estos linfocitos B
de memoria CD21" en distintas enfermedades infecciosas (e.g. en la malaria o la hepatitis C),
autoinmunes (e.g. la artritis reumatoide) y en inmunodeficiencias primarias (e.g. en la
inmunodeficiencia variable comun; IDVC), por lo que se ha sugerido podrian estar relacionados
con procesos de estimulacién crénicat?’-1%,

Las células B de memoria en su conjunto, pueden expresar distintos isotipos de Igs. En
términos generales, x21%+9% de los linfocitos B de memoria expresan IgA y =23%+10% IgG,
mientras que el restante ~50% son IgM*lgD*>3. El verdadero origen de los linfocitos B de memoria
qgue no presentan cambio de isotipo (IgM*IgD*) ha sido objeto de intenso debate en el pasado,
debate que se prolonga hasta el dia de hoy. Actualmente se cree que se trata de una poblacién
de células B heterogénea constituida tanto por linfocitos B derivados de respuestas
dependientes de célula T del CG, como por linfocitos B diferenciados en la zona marginal del
bazo -y potencialmente también en otros tejidos (e.g. MALT)- de forma independiente de las
sefiales derivadas de los linfocitos T*%®13%, Los estudios en los que se analiza la distribucién de
1

linfocitos B de SP seguin la subclases de IgG o IgA que expresan, ya sea por citometria de flujo!3

o a nivel de ARNm'%, son muy limitados. No obstante, en ellos se sugiere una mayor abundancia
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de IgG1, seguida de 1gG2 e IgG3 y mas raramente 1gG4, aunque el nimero de individuos
analizados es pequeiio. Esta distribucion varia segun la expresidon de CD27, con un mayor uso de
IGHG3 en la poblacion CD27 y de IGHG2 en la CD27+9798106111123,131 Respecto a las células B de
memoria IgA* de SP, existiria un predominio de IGHA1 vs. IGHA2%?, En paralelo, se ha
identificado la presencia en SP de adultos sanos (=10%) de células de memoria IgM'IgD*, que
suponen menos del 0.5% de todas las células B de SP1%. Estas células B de memoria IgMIgD* se
caracterizan por mostrar una mayor frecuencia de HMS que otros linfocitos B de memoria, junto
a una expresion preferencial de cadenas ligeras lambda y de determinadas familias V(D)J'*.
Todo ello, unido a la capacidad de la IgD de unirse a bacterias como M. catarrhalis y H.
influenzae®*, y su alta prevalencia en amigdalitis recurrentes y en tejido de adenoides
hiperplasicas’®®, ha llevado a algunos autores a sugerir que en su origen, estas células B de
memoria podrian estar relacionadas con la respuesta a Ags bacterianos y de otro tipo,
caracteristicos de las vias respiratorias altas®3,

Finalmente, en los Ultimos afios se ha demostrado que las CPs también estan presentes
de forma sistematica en la SP de adultos sanos, aunque en frecuencias muy inferiores (1-3% de
las células B) a las de las demds poblaciones de células B, lo que ha dificultado enormemente su

estudi053,ll7,l36,137

. Fenotipicamente, las CPs de SP se caracterizan por presentar expresion
elevada de CD38 y CD27, positividad débil para CD19 e Ig de superficie, junto a expresidn parcial
de CD20 y CD138, en ausencia de CD5, CD21, CD22, CD23, CD24, CD200, y ciTCL153117:138,139
Aungque el fenotipo de las CPs residentes en MO es similar al de las CPs circulantes en sangre,
estas Ultimas muestran menor expresién de CD38, positividad constante para CD19, expresion
débil de Ig de superficie y positividad parcial para CD207*. Ademas, mientras que las CPs de MO
se caracterizan por una expresion fuerte de CD138 y positividad heterogénea para HLADR vy
CDA45, las CPs de SP muestran una expresion parcial de CD1387*, y son (todas) CD45*y HLADR*7.

Estas diferencias sugieren un fenotipo mds inmaduro para las CPs de SP vs. MO. De hecho,

actualmente se considera que la gran mayoria de las CPs de SP, son células recién generadas en
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los OLS, tras una respuesta inmune, ya que 6-7 dias tras vacunacion se puede detectar una
oleada de CPs especificas del Ag inoculado en SP'3%1%, Sin embargo, se ha sugerido también que
las CPs alojadas en MO podrian recircular en SP, al observarse tras la vacunacion un aumento en
SP de CPs con especificidades antigénicas diferentes a las inducidas por la vacuna, asociada a
fenotipos tipicos de CP de MO (e.g. menor expresion de HLADR)'3%4° Esto ha llevado a plantear
la posibilidad de que, tras la activacion B y la respuesta inmune, las CPs de MO competirian con
las CPs recién generadas procedentes de SP, por los nichos medulares de supervivencia,
pudiendo en este caso abandonar la MO en busqueda de nuevos nichos'”13813% Respecto a la
expresion de distintos isotipos de Igs, cabe sefialar que la mayoria de las CPs de SP expresan IgA
(49%+12%), seguida de IgM (18%+12%) e IgG (13%+11%), y solo una minoria carece de expresion
de Ig de superficie (14%+12%)>*!'. Esta mayor proporcién de CPs IgA* en SP podria deberse a la
existencia de una estimulacién antigénica continuada en el MALT, especialmente en el intestino,

en respuesta a bacterias comensales®3138141,

3. Desarrollo de la respuesta B a lo largo de la vida

Actualmente se cree que en la variabilidad inmunolégica observada entre distintos
individuos sanos estan implicados multiples factores, la mayoria de los cuales (50-75%) serian
de indole no genética o ambiental. De todos ellos, la edad se considera uno de los mas
importantes a la hora de explicar dicha variabilidad471%4,

Desde el momento del nacimiento, el sistema inmune se desarrolla y madura de forma
progresiva, influenciado por la interaccion con los Ags del entorno del individuo, modulando su
capacidad de respuesta'®®. Asi, durante la infancia temprana, los nifios son mds vulnerables a
infecciones, debido fundamentalmente a la inmadurez del sistema inmune, que provoca que las
respuestas generadas sean débiles y de corta duracion. Posteriormente, el sistema inmune va
madurando a lo largo de la infancia y en adultos jovenes la frecuencia de infecciones es menor®®,

En contraposicidn, en adultos de edades avanzadas, se observa un mayor riesgo de infecciones
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agudas de origen virico y bacteriano, asociado a una mayor mortalidad por causas infecciosas, y
otros trastornos relacionados con una disfuncionalidad de la respuesta inmune o una respuesta
inmune inadecuada (enfermedades autoinmunes y cancer); esta mayor disfuncidén inmune se ha
asociado a un deterioro progresivo de la respuesta inmune (“inmunosenescencia”) en las fases
mas avanzadas de la vida (la vejez)?*™%,

En conjunto, estos cambios en el sistemainmuney en la respuesta inmune “provocados”
por la edad afectan de forma preferente a la inmunidad adaptativa'®®. En este capitulo nos

centraremos en descubrir los cambios que ocurren a lo largo de la vida en los drganos linfoides

y en los elementos solubles y celulares que integran la respuesta B.

3.1 Desarrollo de los drganos linfoides

La estructura (y funcién) de los 6rganos linfoides, tanto primarios como secundarios, se
modifica de forma importante a lo largo de la vida. Asi, hoy se conoce que la produccién de
linfocitos B comienza en etapas embrionarias en el saco vitelino, desplazdndose posteriormente
(entre las semanas 8 y 10 de desarrollo) a tejidos blandos como el higado fetal y el bazo; a partir
de las semanas 12-15 de gestacidn la linfopoyesis B se establece en la MO, permaneciendo la
MO como Uunica fuente de produccidn de linfocitos B humanos, desde la semana 23-25 de

gestacion*®1%°  aqunque algunos autores han sugerido la posibilidad de que exista

hematopoyesis residual en el higado de nifios y adultos'*%1,

En los primeros afios de vida, la mayoria de los huesos contienen médula
hematopoyética en la que se producen de forma activa células B, junto a otras células del
sistema inmune y de la sangre. En adultos, el acimulo de (depdsitos de) grasa reduce el
componente hematopoyético de la MO que progresivamente queda restringido a las vértebras,
esterndn, craneo, costillas y los extremos de los huesos largos®>'>3, Asi, el nimero de

precursores de célula B en MO alcanza su maximo entre los 6 y 20 meses de vida (=15-20% de

la celularidad global de MO), para descender bruscamente hasta los dos aiios (=4%) y de manera
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mas gradual hasta los ~14 afios y la edad adulta (=0.8%)***. Ademas de su papel como drgano
linfoide primario, la MO es responsable también de alojar las CPs de larga vida y de mantener
una produccién estable de Acs séricos'®*31%, |3 capacidad de la MO para alojar estas CPs seria
menor en nifos, tanto por la inmadurez del microambiente medular en edades tempranas de la
vidal#>1%51% como por la sobreocupacién de la MO por precursores hematopoyéticos!>.

Al igual que ocurre con la MO, los OLS también sufren modificaciones a lo largo de la
vida, especialmente en lo que hace referencia a los CGs™’™%°, Asi, estudios morfoldgicos e
histoldgicos realizados en muestras de ganglios de distintas localizaciones anatémicas y en bazos
de fetos y de recién nacidos, han demostrado que de forma sistematica, los CGs estdn ausentes
en OLS de fetos, de nifios prematuros y de recién nacidos menores de 15 dias®"1%%,
Posteriormente, aparecen los CGs, y durante el primer afio de vida alcanzan mayor nimero, para
la mayoria de las localizaciones analizadas®’. A partir de los 40-60 afios, el componente linfoide
de estos tejidos (bazo, ganglios) se reduce, debido al aumento de focos de lipomatosis,

157,160,161 3si como por la reduccién en el nimero, tamafio y celularidad de

hialinizacién y fibrosis
los CGs¥”1%1, De igual modo, el MALT también se modifica con la edad, lo cual es debido

fundamentalmente a la colonizacién del tracto gastrointestinal por parte de microorganismos

comensales (B. fragilli, C. difficile y especies de Bifidobacterius y Lactobacilli) durante los

primeros meses tras el nacimiento, detectables en ocasiones ya en la primera semana de
vidal®#163 Las fuentes predominantes de estos microorganismos son la microbiota materna,
variable segln un parto se haya producido de forma natural o mediante cesarea (en cuyo caso
el contacto serd con diferentes microorganismos)'%41%, v Ia dieta (leche materna vs. otra fuente

externa de leche)!66:167

, pudiendo influir en su constitucion y desarrollo otros factores como el
uso de antibidticos y/o la edad gestacional®®®!’. Tanto el grado de colonizacién de la mucosa
intestinal como el tipo de microorganismos que integran la flora del aparato digestivo, estan

directamente relacionados con cambios concretos en la respuesta desarrollada por parte de las

células B21%3 Estos cambios en los tejidos linfoides asociados a la edad, influyen I6gicamente
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en la composicidon y distribucion de los Acs séricos (y de las secreciones externas) y

consecuentemente también, de los linfocitos B presentes en SP y en los OLS.

3.2 Niveles séricos de inmunoglobulinas

De forma previa al contacto con patdgenos ambientales, el neonato ya dispone de Igs
séricas'®, debido fundamentalmente a la transferencia de IgG de origen materno a través de la
placenta, proceso que se inicia alrededor de la semana 20-22 de gestacién>'%1%8, Estos Acs de
isotipo IgG de origen materno, protegen inicialmente al recién nacido de infecciones con las que
haya estado en contacto su madre, incluso 20-30 afios atrds'*. Los niveles de IgG sérica del
recién nacido son cuantitativamente comparables a los de su madre, tanto en términos globales
(426-2.080 mg/dl), como en relacidn a su distribucion por isotipo -1gG1 (240-1.066 mg/dl), 1gG2
(60-410 mg/dl), 1gG3 (10-50 mg/dl) e IgG4 (4-56 mg/dI)*®®171— si bien el grado de transferencia
de Acs IgG a través de la placenta depende directamente del tiempo de gestacion®®172-174,
Ademas se ha sugerido que en condiciones normales, en ausencia de inflamacion y/o infeccion,
existiria también transferencia de Acs de isotipo IgA e IgM¥>'7¢ aunque los niveles de estas Igs
en neonatos son mucho mas bajos (IgA, 0-11 mg/dl; e IgM, 5-30 mg/dl)1%&176-178  Adem3s, el
transporte de IgG, IgA e IgM a través de la placenta aumenta en aquellos casos en los que
coexisten procesos inflamatorios y/o infecciosos (e.g. rubeola o parotiditis)}’>!>. Asi mismo, es
posible que al menos parte de las Igs presentes en el suero fetal y del recién nacido, sean de
origen fetal, ya que se ha demostrado la presencia de IgA e IgM en recién nacidos de madres
gue carecen de estos isotipos de Igs, debido a que son portadoras de déficits selectivos de IgA
y/o presentan hipogammaglobulinemia®®’6, habiéndose demostrado también la presencia de
linfocitos B IgA* en tejidos fetales'’>!”°, Pocos dias/semanas después del nacimiento, los Acs
transferidos a través de la placenta comienzan a degradarse y desaparecer’®?, siendo
parcialmente sustituidos por Igs principalmente de tipo IgA, transferidas a través de la leche

19,169

materna ,y por las Igs producidas por las propias células B del neonato, que se incrementan
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de forma progresiva durante la infancial’®. La baja capacidad proteolitica del tracto
gastrointestinal del neonato, previene la degradacién de la IgA materna, lo cual alarga su vida
media'®. Durante los primeros meses de vida, los niveles séricos de IgM aumentan
considerablemente, alcanzando alrededor de los 4 meses el 50% del valor observado en adultos,
y entre el primer y segundo afio de vida, cifras idénticas a las detectadas en adultos sanos!"%18°,
A su vez, los niveles de IgG decaen tras el nacimiento, (IgG total =350 mg/dl) situdndose su nadir
a los 4 meses de vida; a partir de esa edad, las cifras de IgG sérica se recuperan parcialmente al
final del primer afio (=800 mg/dl), no alcanzandose valores séricos comparables a los de adultos
sanos hasta los 7 afios de vida'’%%°, Este patrén de comportamiento global de los Acs 1gG varia
para las diferentes subclases de 1gG; asi, mientras que tanto la IgG1 como la I1gG3 alcanzan su
valor maximo en la edad pediatrica, la IgG2 aumenta mds lentamente y solo alcanza su nivel
maximo en suero, en la edad adulta®®2, De forma similar, los niveles de IgG4 séricos alcanzan
valores maximos en edades mas avanzadas que la IgG1 e 1gG3, aunque su concentracion en
suero es mucho més variable entre distintos individuos®2.

En términos globales, los niveles de IgA aumentan mas lentamente en suero que los de
IgG, observandose también diferencias entre las subclases de IgA: mientras que la IgA1l alcanza
sus valores maximos en torno a los 20 afios, la IgA2 continlia aumentando progresivamente sus
niveles séricos durante la edad adulta®. Por el contrario, tanto la IgD como la IgE muestran
concentraciones muy bajas en suero®, alcanzando ambas sus cifras mas elevadas en torno a la
adolescencia®®*!8>, Pese a todos los cambios antes referidos, cabe sefialar que los niveles de Igs
son relativamente estables en la edad adulta, observandose concentraciones similares de todos

170,183,186,187
’

los isotipos entre adultos jovenes y personas mayores a pesar de la mayor

susceptibilidad de estos Gltimos a padecer infecciones y tumores®®?,
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3.3. Ontogenia de los linfocitos B

Durante los primeros dias tras el nacimiento, el nimero de linfocitos B totales en SP se
mantiene relativamente bajo, aunque aumenta rdpidamente a partir de la primera semana,
duplicando sus cifras a los dos meses de edad®®, y alcanzan su valor maximo en torno a los dos
afios de vida. A partir de esta edad, la cifra de células B en SP desciende progresivamente hasta
la edad adulta'®12, En adultos, el nimero de linfocitos B permanece relativamente estable!'’.

Pese a este patrdn global, la cinética de las subpoblaciones de linfocitos B en SP varia
significativamente segun su estadio madurativo. Asi, la expansién global de linfocitos B
observada durante los primeros afios de vida, es debida fundamentalmente a una producciény
liberacién masiva de linfocitos B inmaduros y naive (poblaciones mayoritarias a lo largo de Ia
infancia) a SP, subpoblaciones de células B que alcanzan sus valores maximos en SP entre los 6
meses y el afio de vida'®®'%, Posteriormente, el nimero, tanto de linfocitos B inmaduros como

3¢ manteniéndose sus

de linfocitos B naive, desciende paulatinamente hasta la edad adulta
cifras estables a partir de ahi, incluso en sujetos de edad avanzada (>60 afios)'!’. Esta elevada
proporcién de linfocitos B naive e inmaduros existente en los primeros afios de vida (=95% en el
primer mes)!® explicaria, al menos en parte, la existencia de una menor capacidad de respuesta
frente a patégenos y vacunas en la infancia'®2. Ademas, se ha sugerido que los linfocitos B naive
neonatales, podrian tener algunas diferencias fenotipicas con los linfocitos B naive del adulto,
incluyendo una menor expresién de moléculas co-estimuladoras como CD40, si bien estas
diferencias no han podido ser confirmadas por el momento®2194195,

En contraposicion con el elevado niumero de células B pre-CG presentes en SP durante
los primeros meses de vida, las células B de memoria se encuentran en SP en cifras muy bajas
en el recién nacido, aumentando de forma exponencial hasta los 5 afios; a partir de ahi,
comienzan a descender progresivamente hasta los valores normales observados en

adultos!3%144189.1%0 | 55 adultos a su vez, mantienen niveles estables de linfocitos B de memoria

en SP hasta alrededor de los 60 afios, edad a partir de la cual, estos vuelven a disminuir de forma
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paulatina®*Y’, Algunos estudios han sugerido que los linfocitos B de memoria que no presentan
cambio de isotipo, podrian producirse de forma mas rapida que los linfocitos B de memoria con
cambio de isotipo de 1g3%1%; sin embargo, estos hallazgos no han podido ser corroborados por
otros autores, que no observan diferencias en la distribucién de ambos subtipos de células B de
memoria con la edad®?. Estudios més detallados de la distribucién de linfocitos B de memoria
con diferente isotipo de Ig han demostrado la presencia, ya en sangre de corddn umbilical, de
células B de memoria IgG* e IgA*, en su mayoria CD27°, aunque en concentraciones muy bajas*®.
Sin embargo, a partir del nacimiento, los linfocitos B de memoria IgG* e IgA* aumentan
significativamente a lo largo de los primeros afos de vida y alcanzan su pico maximo antes de
los 5 afios, edad a partir de la cual sus cifras descienden significativamente#41901%_ En adultos
jévenes (20-60 afios), las cifras de linfocitos B de memoria IgA*, IgG* e IgM* se mantienen
estables, disminuyendo gradualmente las IgG* e IgM* a partir de los 60 afios®*'!’. Aunque no
existe informacion acerca de la distribucidon de las subclases de IgG e IgA analizadas por
citometria de flujo, los datos obtenidos por biologia molecular sugieren que prevaleceria el uso
de 1gG2/1gG4 versus 1gG1/IgG3 en adultos jovenes frente a nifios®’, asi como el de IgA2 sobre
IgA1y el de 1IgG2 sobre 1gG1/IgG3 en adultos de més edad!3>'’, El origen de estas variaciones
en la distribucidn de los compartimentos de células B que expresan diferentes isotipos a lo largo
de la vida, podria estar relacionado con la existencia de cambios consecutivos de isotipo de Ig,
debido a la ocurrencia a lo largo de la vida, de contactos consecutivos/repetitivos con Ag por
parte de los linfocitos B de memoria de los CGs”’ (Figura 3).

Finalmente, apenas existe informacion acerca de la cinética de las CPs de SP en la
infancia, debido a que se trata de una poblacidn celular minoritaria y a que la mayoria de
estudios realizados en nifios no alcanzan la sensibilidad necesaria para su identificacién y
recuento3%14*18 Sin embargo, si se ha observado que, al igual que las células B de memoria en
adultos, las CPs IgM™, 1gG*, e IgA* se mantienen en cifras relativamente estables hasta los 60

afios, edad a partir de la cual las tres poblaciones de CPs descienden gradualmente 17,
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3.4. Ontogenia de otros componentes del sistema inmune

El desarrollo del compartimento B depende de otros componentes de la respuesta
inmune, y en particular de los linfocitos T; esto es debido a que la mayoria de las respuestas B
frente a Ag son dependientes de linfocitos T, incluyendo la respuesta B frente a Ags bacterianos
de naturaleza proteica, polisacaridos y conjugados de proteina-polisacarido. En este sentido,
hoy se sabe que tras el nacimiento, las cifras de linfocitos T CD4* y T CD8"* en sangre aumentan
exponencialmente durante los primeros meses de vida, debido también a la producciéon masiva
de linfocitos T naive, que empieza a declinar progresivamente en nifios de corta edad (1-2
afios)'%, disminuyendo en paralelo tanto el nimero de linfocitos T CD4* como el de linfocitos T
CD8*1%91%1 Este aumento temprano del nimero de linfocitos T de SP en los primeros meses/afios
de vida, permitira rellenar los OLS con estas células y habilitar asi, la generacion progresiva de
foliculos linfoides con sus respectivos CGs. Al contrario de lo que ocurre con el compartimento
B, la involucidn del timo es continua, de forma que, en adultos >60 afios el nimero de linfocitos
T naive en sangre es cerca de 6 veces menor que en nifios de 1-2 afios (1.000-2.900
células/ul)¥%81%, Paralelamente a la disminuciéon de las células T CD4* naive, se produce un
aumento del nimero de las células T de memoria y de las células T efectoras de patrones Ths,
Th2 ¥ Thy7, altamente especificas de los patdgenos encontrados, hasta igualar en nimero a las
células T naivel#>190198,200-202  con |g edad, no solo se observan cambios en el nimero de
linfocitos T y sus poblaciones, sino que ademas se modifica su capacidad para expresar
moléculas relevantes para la respuesta B, como CD40L20%204,

Al igual que ocurre con los linfocitos T y B, durante los primeros (3-12) meses de vida
otros elementos celulares (e.g. los neutrdfilos y los monocitos) y solubles (e.g. las proteinas del
sistema del complemento) de la respuesta inmune innata se encuentran también reducidos en
numero y capacidad funcional (e.g. fagocitica/oxidativa, quimiotaxis y capacidad de adhesion y

bactericida)?®>2%, A diferencia de lo descrito para el compartimento linfoide, no se han
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observado cambios significativos en la respuesta inmune innata a partir del primer afio de

vida®®.

4. Inmunodeficiencias predominantemente de anticuerpos

Las inmunodeficiencias predominantemente de anticuerpos (IDP-Ac)?®® constituyen el

grupo mas prevalente (>50%) de inmunodeficiencias primarias (IDP)?10-211

, e incluyen distintas
entidades clinicas relativamente heterogéneas que presentan en comun un defecto en la
produccién de uno, varios o todos los subtipos de Acs séricos?'!. Debido a que los Acs tienen un
papel fundamental en la primera linea de defensa frente a patdgenos, la principal manifestacion
clinica de este conjunto de enfermedades son las infecciones recurrentes, y en especial las
infecciones respiratorias, junto a otras complicaciones reflejo de la alteracidn subyacente del
sistema inmune, como autoinmunidad, linfoproliferacion y cancer. Dependiendo de la gravedad
del defecto de la respuesta humoral, y de las manifestaciones clinicas asociadas al mismo, esto
conlleva, no solo una mayor morbilidad con reduccién de la calidad de vida, sino que con
frecuencia también, una esperanza de vida significativamente mas corta?*>?13, Actualmente, las
IDP-Ac se clasifican segln la Unidn Internacional de Sociedades de Inmunologia (/nternational

209

Union of Immunological Societies; 1UIS) en 4 grupos mayoritarios*’” asociados con distinto

comportamiento clinico, segun la cantidad y tipo de Acs séricos (y de linfocitos B) afectados?!!~

214.j) IDP-Ac con reduccidn severa de todos los isotipos de Igs en suero asociado a ausencia o
descenso marcado de linfocitos B (i.e. agammaglobulinemia); ii) IDP-Ac con descenso grave de
al menos dos isotipos de Igs en suero, y un nimero normal o bajo de linfocitos B (fenotipo de
inmunodeficiencia variable comun; IDVC); iii) IDP-Ac con reduccién severa de los niveles de IgG
e IgA en suero con IgM normal/elevada y un niumero normal de linfocitos B, (sindromes hiper-
IgM); y iv) déficits de un isotipo de Ig, de cadenas ligeras o déficits funcionales B, habitualmente

asociados con un numero normal de linfocitos B en sangre. A continuacién, resumiremos de

forma breve las caracteristicas de cada uno de estos cuatro subgrupos principales de IDP-Ac.
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4.1. Deficiencia grave de todos los isotipos de inmunoglobulina con
ausencia o reduccion importante del numero de linfocitos B
(agammaglobulinemias)

Las agammaglobulinemias se caracterizan por un descenso severo de los niveles de Igs
séricas de todos los isotipos, en ausencia (o con una reduccidén muy significativa del nimero) de
linfocitos B circulantes en sangre. En conjunto, afectan a 1:100.000-200.000 individuos?** y su
diagndstico suele realizarse en edades tempranas de la vida (=50% antes del primer afio de vida
y =90% antes de los 5 afios?®®). En =95%%'%2Y7 de los pacientes que presentan
agammaglobulinemia, es posible identificar el defecto genético, que en la gran mayoria (=85%)
corresponde a alteraciones genéticas asociadas al cromosoma X, especialmente a mutaciones
en el gen que codifica para la proteina Btk (abreviado del inglés, Bruton’s tyrosine kinase),
necesaria para la cascada de sefializacién mediada por el pre-BCR; este defecto se traduce en

[214216-219 " En |as demds

un bloqueo de la diferenciacion de célula pro-B a célula pre-B
agammaglobulinemias, las alteraciones genéticas subyacentes causantes de la enfermedad
suelen ser debidas a mutaciones autosémicas recesivas (10%)?!® que afectan a la expresién o
sefializacién del pre-BCR, como mutaciones en los genes que codifican para Igu (=5% de los
pacientes)??°, para las cadenas ligeras subrogadas (<1%)?%!, CD79a (<1%)?%2, CD79b (<1%)*3 o
BLNK (<1%)22.

Desde el punto de vista clinico, los pacientes que presentan agammaglobulinemia se
caracterizan por mostrar infecciones bacterianas graves y recurrentes, que en ocasiones, ponen
en riesgo la vida del paciente?!#216217.225  Aynque en algunos casos se ha realizado con éxito
trasplante de progenitores hematopoyéticos, e incluso procedimientos de terapia génica, al
tratarse de un defecto restringido al compartimento B, el tratamiento temprano con Igs de
sustitucion permite a estos pacientes sobrevivir hasta la edad adulta, siendo el dafio pulmonar

permanente la principal causa de defuncién asociada a este subgrupo de |Dp?14216:226-229,
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4.2. Deficiencia grave de al menos dos isotipos de inmunoglobulina con
numero normal o bajo de linfocitos B (fenotipo de inmunodeficiencia
variable comun)

El término “inmunodeficiencia variable comun” fue acufiado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en 1971, con el objetivo de separar estos sindromes con déficit de
Acs séricos de significado incierto, de los que muestran una descripcion clinica mas homogénea
asociada a una herencia mendeliana bien definida'®®3°, De hecho, actualmente sigue sin existir
una definicidn y/o unos criterios diagndsticos universalmente aceptados para este grupo de
enfermedades, que a su vez muestran un espectro de alteraciones inmunoldgicas y clinicas muy

variable?31-235,

4.2.1. Diagnéstico de la inmunodeficiencia variable comun

A pesar de los esfuerzos realizados, actualmente no existe un test genético o
inmunolégico definitivo para el diagndstico de la gran mayoria (*90%) de las IDVC?*'4; esto hace
gue habitualmente, el diagndstico de IDVC sea mds un diagndstico de exclusién de otras
entidades®*%3¢, Hasta 2014, los criterios diagndsticos mas utilizados para IDVC eran los criterios
propuestos en 1999 por la Sociedad Europea de Inmunodeficiencias (European Society for
Immunodeficiencies; ESID) junto con el Grupo Panamericano de Inmunodeficiencias (Pan

)37,y que incluian: i) la existencia de un marcado

American Group for Imnmunodeficiencies; PAGID
descenso de los niveles de IgG e IgA o IgM en suero; ii) el inicio de la inmunodeficiencia a partir
de los 2 anos de vida; iii) la demostracidon de la existencia de una respuesta a vacunacion
deficitaria o ausencia de isohemaglutininas; una vez iv) se hubieran excluido otras causas de
hipogammaglobulinemia. A partir de entonces se han propuesto otras clasificaciones basadas

en la combinacion de estos y otros criterios diagndsticos; las principales diferencias entre la

primera clasificacidn y estas ultimas clasificaciones, se resumen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Principales diferencias entre los
diagnédstico de IDVC.

criterios propuestos por diferentes grupos para el

Criterios diagndsticos

ESID/PAGID ESID Ameratunga DEFI ICON
(1999) (2017) (2013) (2015) (2015)
Niveles 18G (<2DS segtin 1gG e IgAl/, con o sin{ de lgG<5 g/I . 1gG e IgA, con o SI,n 1gG segun edad
. edad) laM (<2DS segtin edad) JdelgAolgM no requerido  { delgM (<2DS segin Lde IgA o lgM
séricos de Ig JIgA o IgM g 8 (apoya el diagndstico) edad) & g
Edad N . N - N
.. 22 aflos 24 afios 24 afos 24 afos 24 afios
(minima)
1) 21 de 6 criterios:
. Presencia de 21
-Infecciones recurrentes, . ;
. manifestaciones
inusuales o graves .
o clinicas:
>1 de 5 criterios: —Pobre respuesta a .
S -Infeccién
antibidticos X .
- . —Autoinmunidad
-Susceptibilidad a -Infecciones a pesar del uso de . . L
. . - o -Linfoproliferacié
infecciones antibidticos profilacticos n
Caracteristicas ) —-Autoinmunidad -Infecciones a pesar de )
L. No requerido L No requerido
clinicas -Enfermedad vacunacion

Caracteristicas
bioldgicas

Criterios de
exclusion

21 de 2 criterios:

—-Pobre respuesta a
vacunacion
—Ausencia de
isohemaglutininas

ID secundaria a
otra causa

granulomatosa
-Linfoproliferacion
policlonal

-Antecedentes familiares

>1 de 3 criterios:

—Pobre respuesta a
vacunacion

-Ausencia de
isohemaglutininas
-Células B de memoria
con cambio de isotipo
<70% del valor normal
segun edad

1) ID secundaria

2) Defecto en células T
(>2 de 3 criterios):
-Células CD4/ul: <300
(2-6 afios), <250 (6-12
afios), <200 (>12 afios)
-% T CD4 naive: <25%
(2-6 afios), <20% (6-16
afios), <10% (>16 afios)
—Proliferacion de
linfocitos T ausente

-Bronquiectasias o

enfermedad pulmonar crénica.

-Enfermedades
autoinflamatorias o
autoinmunidad

2) Alteraciones histoldgicas

(e.g. hiperplasia, granulomas)

>3 de 8 criterios:

-1gA<80mg/dl y/o
IgM<40mg/dI

-1gG3<20 mg/dI

-J células B de memoria
con cambio de isotipo o
M células B CD21
-Respuesta pobre a
vacunacion

- Respuesta transitoria a
vacunacion

-Ausencia de
isohemaglutininas.
-Presencia de auto-Ac
—-Variantes en genes
asociados con IDVC.

ID secundaria a otra causa

<10% de células B de
memoria con cambio
de isotipo

1) ID secundaria

2) Defecto en células T
(21 de 2 criterios):
-<20 T CD4+ naive/ul
-Infecciones
oportunistas

No es obligado si
se cumplen los
demas criterios
(especialmente en
casos con
antecedentes
familiares)

21 de 2 criterios:

—-Pobre respuesta
a vacunacion
—Ausencia de
isohemaglutininas

ID secundaria a
otra causa

/N, aumento; ,, descenso; DS, desviacién estdndar. Informacién modificada de Conley et al. 199923, Abinun et al. 201711,

Ameratunga et al. 2013238, Bertinchamp et al. 2016233 y Bonilla et al. 2016231, Ameratunga et al. establece como criterios necesarios
para el diagndstico de IDVC la existencia de 21 criterio clinico, junto con alteraciones histoldgicas o >3 criterios bioldgicos. ESID,

Sociedad Europea de Inmunodeficiencias; PAGID, Grupo Panamericano de Inmunodeficiencias; DEFI, grupo de estudio francés de

adultos con hipogammaglobulinemia; ICON, consenso internacional para la definicion de IDVC.
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En términos generales, uno de los criterios diagndsticos de IDVC mas controvertidos, es
la evaluacién de la respuesta deficitaria a vacunacién, ya que ninguna clasificacidon especifica
cuales son las vacunas y/o los criterios concretos que deben emplearse para establecer dicho
déficit (Tabla 3)231233238239 No obstante lo anterior, si existen algunas guias para evaluar la

240-242

respuesta deficitaria a vacunas , sin que sin embargo exista consenso sobre (algun o

236 Ademas, la interpretacién

algunos) criterios que puedan ser uniformes y objetivos, a emplear
de los resultados obtenidos puede resultar problematica, debido fundamentalmente a i)
diferencias en la respuesta inmune en funcién de la edad y/o la administracién previa de vacunas
y ii) la incapacidad de lograr respuestas consideradas adecuadas, en donantes sanos con
elevados niveles basales de Acs?2. Por todo ello, algunos autores han sugerido que la respuesta
a la vacunacion pase a constituir un criterio de apoyo al diagndstico, y que no sea un criterio de
obligado cumplimiento?®. De hecho, actualmente la ESID reconoce que el descenso en el
numero de linfocitos B de memoria con cambio de isotipo en SP evaluado por citometria de
flujo, podria constituir una alternativa vélida a la evaluacién de la respuesta a vacunacion!t?%,
Por otro lado, no existe un Unico criterio para establecer un diagndstico diferencial fiable
y robusto entre IDVC y otras IDP con déficit de Acs séricos. En este sentido, aunque todas las
clasificaciones propuestas hasta la fecha incluyen como criterio obligatorio el descenso de IgG,
el punto de corte establecido varia segun la clasificacion®3+23323823% (Tapla 3); ademas, solo en
algunas clasificaciones se establece como criterio diagndstico obligatorio el descenso de IgM y/o
IgAZL 233238239 Racientemente se ha sugerido que aquellos pacientes que presentan un déficit
marcado en el numero de linfocitos T en SP deberian ser tratados como una inmunodeficiencia
combinada, aunque el criterio para establecer dicho descenso tampoco es undnime!'?*3 (Tabla
3). Ademads, la mayoria de clasificaciones incluyen entre los criterios diagndsticos propuestos la
presencia de manifestaciones clinicas caracteristicas de la enfermedad, aspecto que segln otros

autores no deberia ser considerado, al sostener que el diagndstico de IDVC podria y deberia

basarse exclusivamente en los hallazgos de laboratorio®33, especialmente en aquellos pacientes
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que presentan antecedentes familiares®!. Finalmente, debido a la existencia de una
hipogammaglobulinemia transitoria durante la infancia?*®?*, la edad minima de diagndstico se
ha establecido en los 4 afos, a pesar de que en aquellos pacientes pediatricos que manifiestan
una clinica severa, deben tomarse decisiones terapéuticas inmediatas, antes de poder confirmar
el diagndstico de IDVC?%,

Ante esta situacidn, y la ausencia de unos criterios diagndstico definitivos de IDVC, se
estima que existe un retraso en el diagndstico de la enfermedad que podria oscilar entre 4y 9

& 236,244,245

afios , lo cual aumenta considerablemente la morbilidad y mortalidad asociada a la

4.2.2. Epidemiologia, caracteristicas clinicas y tratamiento de inmunodeficiencia
variable comun

La IDVC es la IDP-Ac sintomdtica mas frecuente con una prevalencia de 1:25.000 a
1:50.000 casos por habitantes, en paises occidentales?*®?%, Aunque puede manifestarse a
cualquier edad, la mayoria de los pacientes se diagnostican entre los 20 y 40 afios de vida?*6-24¢,

Los pacientes con IDVC presentan un gran abanico de manifestaciones clinicas, que
pueden producir daio permanente en algunos tejidos, aumentando el riesgo global de muerte
de estos pacientes respecto a la poblacién sana de la misma edad; asi, tras 40 afios de
seguimiento, se han observado tasas de supervivencia en hombres y en mujeres de 58% y de
51% vs. 68% y 80% en donantes sanos de edad similar, respectivamente?¥’. Las infecciones
respiratorias constituyen la manifestacién clinica mas habitual (>90% de los pacientes)?*~2>3;
con relativa frecuencia son debidas a infecciones por microorganismos como H. influenzae,

216,236

seguido de M. catarrhalis y S. pneumoniae , ¥ se manifiestan en forma de neumonia,

bronquitis, sinusitis y otitis de repeticién?*®. De hecho, debido a la elevada prevalencia y

gravedad de estas infecciones respiratorias de repeticidn, entre el 11% y el 25% de los pacientes

244,248,249,251

con IDVC padecen bronquiectasias , sobre todo aquellos casos en los que ocurre un
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mayor retraso en el diagndstico de la enfermedad?*?>*, Las manifestaciones gastrointestinales
de origen infeccioso, constituyen también uno de los sintomas mas frecuentes (20-60%) en
pacientes con IDVC, correspondiendo con relativa frecuencia a procesos infecciosos causados
por G. lamblia®®.

Alrededor de dos tercios de los pacientes diagnosticados de IDVC (68-71%) presentan
ademads una gran variedad de complicaciones no infecciosas de distinta indole?*?47:253, Asj,
muestran, entre otras manifestaciones, signos de linfoproliferacion (policlonal), reflejada en
forma de organomegalias persistentes —esplenomegalia (26-38%)2*4249251.252 hepatomegalia (7-
15%)?4%¢ y /o linfadenopatia (14-26%)*****°- y/o o granulomas (8-9%)?**248249 | a desregulacién
de la respuesta inmune en estos sujetos se ve reflejada también, en una mayor frecuencia de
procesos autoinmunes (20-29%), que se traducen tanto en citopenias autoinmunes (sobre todo
trombocitopenia y anemia autoinmune), como en autoinmunidad especifica de 6rgano y/o
sistémica (e.g. enfermedad de Crohn, vitiligo y/o psoriasis)***%’. Otras manifestaciones clinicas

)249:253,2%6 y | desarrollo de tumores malignos,

asociadas a la IDVC incluyen la enteropatia (6-24%
tanto de origen hematoldgico (2-8%; fundamentalmente linfomas) como tumores sélidos (3-7%;
principalmente cdncer colorrectal, gastrico y cancer de mama)?**247.249.251 En su conjunto, la
presencia de complicaciones no infecciosas se ha asociado con una supervivencia =11 veces
menor en pacientes con IDVC (respecto a los sujetos que solamente tienen infecciones)*¥’, en
especial en aquellos casos que presentan linfoproliferacion policlonal asociada a granulomas,
linfadenopatia, hepatomegalia y neumonia intersticial linfocitica, citopenias autoinmunes, y/o
enteropatia persistente e inexplicable?®,

Debido a que no existe un tratamiento curativo para la IDVC, los pacientes con esta
enfermedad habitualmente requieren de terapia continuada con Igs de sustitucion, con lo que
se previenen las infecciones y se reduce el dafio irreversible de distintos tejidos. Sin embargo,

no existe una recomendacion clara respecto al uso de Igs de sustitucion en aquellos pacientes

gue presentan un descenso de los niveles de Igs séricas, pero en los que todavia no se ha
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confirmado el diagnéstico de IDVC?*®. Ademas, tampoco disponemos de parametros validados
que permitan predecir el comportamiento clinico y la evolucion de estos pacientes, lo que hace
que, con relativa frecuencia, en el momento de iniciar el tratamiento exista ya dafio tisular
irreversible (e.g. bronquiectasias)®®. La dosis de Igs requerida en cada paciente puede variar,
aunque la mayoria de guias sugiere empezar con 0,4-0,5 g/kg/mes, cuando la via de
administracion es intravenosa, y con 0,4-0,6 g/kg/mes, cuando esta se administra por via
subcutanea®®. Ademas, en aquellos pacientes que padecen bronquiectasias, esplenomegalia o
enteropatia, se ha sugerido la utilizacién de dosis mas elevadas (0,6-0,8 g/kg/mes), 244?526 dado
que el uso de dosis mas bajas se ha relacionado con una mayor frecuencia de infecciones
respiratorias y peor prondstico?*#261262 En este contexto, cabe sefialar que la terapia con Igs de
sustitucion dificulta la monitorizacion de los pacientes una vez tratados, ya que los niveles
séricos de Acs, y por tanto también la evaluacién de la respuesta a vacunacidn, se ven

enmascarados por el tratamiento administrado.

4.2.3. Alteraciones genéticas en la inmunodeficiencia variable comtin

Aunque la mayor parte de los pacientes diagnosticados de IDVC carecen de
antecedentes familiares de inmunodeficiencia (IDVC esporadica) se estima que el 10-20% de los
casos se asocian con un patron de herencia familiar?%3-2%%, Sin embargo, solo se han conseguido
identificar defectos monogénicos en el 2-10% de los pacientes diagnosticados de IDVC, muchas
veces en familias consanguineas con varios miembros afectados, mientras que en la mayoria de
casos (290%) sigue sin encontrarse una alteracién genética recurrente que pueda contribuir a
explicar el fenotipo caracteristico de la IDV (231265266,

Globalmente, los defectos monogénicos identificados se encuentran en genes
relacionados con i) el estimulo antigénico mediado por BCR (e.g. CD19, CD81 o CD21), ii) los

mecanismos involucrados en el cambio de isotipo y la HMS (e.g. ICOS, CD27 o NF-kB1 y 2), iii) la

supervivencia de los linfocitos B (BAFF-R) y iv) la funcidn de linfocitos T (CTLA-4 o LRBA)?172%,
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entre otros (Tabla Suplementaria 1 del Anexo |). Ademds de las mutaciones genéticas especificas
de IDVC, se han observado también en pacientes con IDVC, alteraciones genéticas asociadas a
otras enfermedades, entre las que se incluyen la ganancia de funcién de STAT3, asociada
habitualmente a la enfermedad poli-autoinmune de inicio temprano®’, o mutaciones
hipomérficas en genes relacionados con defectos combinados T-B, como RAG1°%8, JAK3?®,
IL2RG?’° 0 DCLRE1C?™, y que se ha demostrado podrian originar también un fenotipo (clinico)
de IDVC.

Aunque algunas de estas alteraciones monogénicas se asocian a un fenotipo clinico
caracteristico (e.g. ICOS, CD19 o CD27), otras (e.g. TACI, BAFF-R, NFKB1 o CTLA-4) también se
han detectado posteriormente en familiares con otras IDP-Ac, e incluso en familiares
asintomaticos (Tabla Suplementaria 1 del Anexo 1), lo que sugiere podrian tener una
penetrancia parcial?®>?722’4_De hecho, el retraso en el comienzo de las manifestaciones clinicas
de la enfermedad?¥2%%, hace mas plausible la posibilidad de que se trate de una enfermedad de
origen poligénico o multifactorial que consecuencia de una alteracién genética Unica?3%26>26¢,
Asi, el empleo de técnicas de secuenciacién masiva ha logrado identificar multiples regiones
gendmicas asociadas con el desarrollo de IDCV (e.g. HLA, MSH5, ADAM), apoyando la naturaleza
poligénica de la enfermedad?’>?’®, De hecho, en un estudio realizado sobre 31 pacientes sin
antecedentes familiares de inmunodeficiencia, se identificaron una media de 9,4 variantes
génicas por paciente, de las que el 84% eran compartidas entre >2 casos, involucrando genes
previamente relacionados con IDVC (e.g. TACI, BAFF-R, IL21R) o con otras inmunodeficiencias
(e.g. RAG2, NHEJ1, ATM), y en genes que codificaban para proteinas que tienen un importante
papel en vias de transducciéon y en funciones celulares relevantes para el linfocito B (e.g.
CD79a)*”. Finalmente se ha sugerido que en la patogenia de la IDVC podrian estar involucrados
también otros factores, como la existencia de alteraciones en el patrén de metilacion de genes

clave para la funcion de los linfocitos B2,
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4.2.4. Alteraciones de poblaciones de células del sistema inmune en la
inmunodeficiencia variable comtin

La gran heterogeneidad clinica y biolégica de la IDVC, junto a la informacion
relativamente limitada que proporcionan los niveles séricos de Igs, y la ausencia de marcadores
genéticos bien definidos en la mayoria de los casos, ha favorecido el uso de la citometria de flujo
como herramienta de apoyo al diagndstico y la clasificaciéon de la IDVC. En este sentido,
diferentes estudios muestran una reduccion significativa del niumero global de linfocitos B
circulantes de SP en el 10-18% de los pacientes con IDVC*%279281 descenso que se relaciona con
un mayor riesgo de padecer esplenomegalia (80% vs. 39%)%”°, granulomas (33% vs. 6%)%° y
enteropatia (56% vs. 16%)%9, tanto en nifios como en adultos?®* 8¢, Este descenso anormal del
numero de linfocitos B de SP se ha relacionado, al menos en parte, con un defecto en la
maduracion de los linfocitos B en MO,%8%283 3] demostrarse que habitualmente se debe a una
disminucién de células naive B (11-15% de los casos) y/o de linfocitos B
inmaduros/transicionales (22-25%)%428,

No obstante lo anterior, la alteracién mas frecuentemente detectada (58%) en las series
mas largas de pacientes con IDVC referidos en la bibliografia, como es el caso del estudio
EUROclass basado en el analisis de 303 pacientes con IDVC, es la reduccién significativa del
numero de linfocitos B de memoria con cambio de isotipo (linfocitos B CD27*1gM"IgD"), asociado
a su vez, con una mayor frecuencia de esplenomegalia (52% vs. 24%) y granulomas (17% vs.
4%)*°, Estas asociaciones coinciden con otras observaciones en series mas cortas de pacientes,
en las que 56-81% de los adultos?®¢2%° y 20-53% de los nifios**?%2 presentaban un descenso
anormal del numero de linfocitos B de memoria con cambio de isotipo en SP, y en los que se
describe un mayor abanico de manifestaciones clinicas potencialmente asociadas con esta
alteracién?32892%2; citopenias autoinmunes (21% vs. 0%; n=45 nifios)?®?, enfermedad pulmonar

(32% vs. 0%, n=41 pacientes >15 afios)*°y enteropatia (35% vs. 0%; n=41 pacientes >15 afios)?%.

Pese a estos hallazgos, solo en algunos estudios se han analizado en mas detalle estas
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subpoblaciones de células B de memoria con cambio de isotipo, subdividiéndolas segun el tipo
de Ig (IgG o IgA) que expresan; asi, se ha observado que, aunque existe una disminucion

196,285 el porcentaje de

significativa de las células B de memoria que expresan ambos isotipos
pacientes con este defecto es claramente superior cuando el anadlisis se restringe a las
poblaciones CD27* frente a los linfocitos CD27" (80% vs. 60% para IgG*; 65% vs. 10% para IgA*)®.
Finalmente, los linfocitos B de memoria que no han realizado cambio de isotipo
(linfocitos B CD27* IgM**D*) también se encuentran reducidos en casi un tercio de los pacientes
con IDVC (25-32%), aunque siempre que existe alteracidon de estos linfocitos B, esta se asocia a
un descenso simultaneo de los linfocitos B de memoria que presentan cambio de isotipo?428>,
Otras poblaciones de linfocitos B que se ha descrito estan alteradas en la SP de pacientes
con IDVC incluyen los linfocitos B inmaduros y los linfocitos B CD21, numéricamente

250,275,286,293-295 nrincipalmente en aquellos casos que

aumentados en el 26-53% de los pacientes
presentan mayor frecuencia de citopenias autoinmunes (60-64% de pacientes con nimeros de
CD21 aumentados vs. 5-20% de pacientes con numeros de CD21 normales)?86295:2%
esplenomegalia (50-100% vs. 10-30%)%0286:293.295 y granulomas (18-28% vs. 0-9%)%°02%, Otras
asociaciones, como la mayor frecuencia de adenopatias en pacientes que presentan un aumento
relativo en el numero de linfocitos B inmaduros (57% vs. 22%)*°, se ha comprobado
posteriormente son realmente debidas a un descenso en el nimero absoluto de las demas
poblaciones de células B2,

La reduccién del nimero de linfocitos B de memoria en SP, estaria también asociada con
una peor respuesta a vacunacion frente a Ags proteicos y polisacaridicos?®®%’, Asi, en un estudio
realizado sobre 18 pacientes con IDVC, se observd que mds de la mitad (61%) respondian
(aunque habitualmente de forma débil y/o transitoria) a alguno de los Ags polipeptidicos
evaluados (proteicos: hepatitis B y C, difteria y tétanos; polisacdrido+proteico: H. influenza b

conjugado), siendo este porcentaje del 100% (3/3) en aquellos pacientes que no presentaban

alteraciones en los linfocitos B de memoria con cambio de isotipo y solamente del 53% (8/15)
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en pacientes con defectos en esta poblacion B de SP3%. En este mismo sentido, cabe sefialar que
de los tres pacientes que mostraron ademas respuesta de tipo 1gG frente a polisacaridos de
neumococo, dos pertenecian al grupo que mostraba cifras normales en SP de linfocitos B
memoria con cambio de isotipo?®’. De acuerdo con estos hallazgos, en otro estudio se demostrd
que los pacientes en los que no existia un descenso del nimero total de linfocitos B de memoria
con cambio de isotipo, poseian titulos protectores de Acs frente un mayor niumero de serotipos
de neumococo, que aquellos que mostraban déficits numéricos de estas células B (mediana de
3 vs. 0.5 serotipos)?°.

Algunos autores han observado una disminucién en el nimero de CPs presentes en
SP% M0%3, y ganglio linfatico?®® de pacientes con IDVC respecto a donantes sanos; no obstante,
la baja frecuencia de estas células no ha permitido hacer estudios mas detallados de las mismas.
De acuerdo con estos hallazgos, se ha referido previamente también, que tanto las CPs como
los linfocitos B de memoria, podrian estar reducidos levemente en la SP de familiares
asintomaticos de pacientes con IDVC, apoyando de este modo el posible origen poligénico de la
enfermedad®®. En la Tabla 4 se muestran las alteraciones del compartimento B mas
comunmente observadas en los principales subtipos de IDP-Ac.

Basandose en las alteraciones existentes en las poblaciones de linfocitos B de SP de
pacientes con IDVC, especialmente en los linfocitos B de memoria con cambio de isotipo, a lo
largo de los afos se han propuesto varias clasificaciones para estos pacientes, destacando por
su amplia utilizacién las clasificaciones de Friburgo?®, Paris?®’, EUROClass**° y Rotterdam?®*. En
la Figura 4 se muestra un resumen de los criterios de subclasificacion de IDVC empleados en

cada una de ellas.
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Tabla 4. Niveles de poblaciones de células B segtin su estadio de maduracidn en los principales
subtipos de IDP-Ac.

Subpoblaciones de células B

Linfocito Bde Linfocito B de

Subtipo de IDP-Ac incr:Lu(;zrzs Lén:::.:‘ll? memoria memoria Iacsiua’l':ca
I|gM*'D*CD27* IgMD cD27* P

Agammaglobulinemia J Ny NY N2 N2

IDVC N/ N/ N/ N/J N2

Sindromes hiper-lgM . s N

Déficit de CDAOL N N N/ (IgA*CD27" N) ND

Sindromes hiper-lgM
Déficit de AID

Déficit de IgA N N N NP N/

Déficit de subclases de IgG
(con o sin déficit de IgA)

N? N?@ N N ND

N° N° N/d N/ N

J disminuido. N: normal; ND: datos no disponibles. 2Cifras normales de células pre-centro germinal sin informacion
disponible sobre linfocitos B inmaduros y naive por separado. “Se han referido niveles deficitarios en <15% de los
pacientes. ¢Se han referido niveles deficitarios en <10% de los pacientes.

Finalmente, se han descrito también en pacientes con IDVC, alteraciones numéricas que
afectan a otras poblaciones de células de la respuesta inmune, ademas de los linfocitos B y las
CPs. Asi, en una serie de 473 pacientes con IDVC, se demostré que las células T CD4* estaban
disminuidas en casi un tercio (29%) de los casos?¥’; este hallazgo se ha confirmado en series mas

cortas de pacientes372%3

, en las que se ha asociado también a un descenso de las células T naive
CD4* y CD8'2%328429  agpecialmente en aquellos casos en los que se observan mas
manifestaciones clinicas asociadas a inmunodeficiencia (i.e. linfoproliferacion, citopenias y
enteropatia)®®3. Otras alteraciones descritas en los linfocitos de SP de pacientes con IDVC

300301 o] gumento del niumero de

incluyen: el descenso del nimero de células T reguladoras
células T foliculares de patrén tipo Th: (asociado a aumento de linfocitos B CD217)3%, y el
descenso significativo del nimero de células NK, asociado esta ultima alteracién con un menor
numero de linfocitos T CD4* naive, T CD8* y de linfocitos B, y con una mayor frecuencia de
infecciones bacterianas severas y granuloma3®. Ademads, otras poblaciones celulares que
desarrollan funciones importantes en la respuesta inmune, como las células dendriticas,

también se ha descrito se encuentran disminuidas en estos pacientes?®>, aunque no seran objeto

de estudio en esta tesis doctoral.
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Figura 4. Esquema de las principales clasificaciones de pacientes con IDVC basadas en las
alteraciones de las poblaciones de linfocitos B de SP.

CLASIFICACION CRITERIOS ASOCIACIONES CLINICAS

1. Clasificacion de Friburgo

Grupo I: % linfocitos B CD27+1gM"D-<0,4% de los linfocitos
M esplenomegalia

Grupo la: linfocitos B CD21->20% —» : . X
M citopenias autoinmunes

Grupo Ib: linfocitos B CD21-<20%
Grupo 11: % linfocitos B CD27*1gM"D->0,4% de los linfocitos

2. Clasificacion de Paris

1 esplenomegalia
Grupo MBO: % linfocitos B CD27+<11% o /" granuloma

linfoproliferacion
Grupo MB1: % linfocitos B CD27*I1gM'D-<8% T £

(con % linfocitos B CD27+>11%)

Grupo MB2: no alteraciones

3. Clasificacion de EUROclass

Grupo B+: >1% de linfocitos B de los linfocitos
Grupo smB+: % linfocitos B CD27+1gMD>2%
Grupo smB+ 21"°™: |infocitos B CD21-<10%
Grupo smB+ 21'°: |linfocitos B CD21->10%

TS

Grupo smB-: % linfocitos B CD27+IgM "D 2% —>

A Grupo smB+ 21"°™: |infocitos B C021'<10%/

Grupo smB+ 21'°: linfocitos B CD21" 210%

1 esplenomegalia
/ granuloma

Grupo smB- tr": linfocitos B inmaduros 29% —— 4} linfadenopatias

B

Grupo smB- tr"°™: |infocitos B inmaduros <9%

Grupo B-: <1% de linfocitos B de los linfocitos (excluidos del estudio)

4. Clasificacion de Rotterdam

Grupo 1: J inmadurasy  linfocitos B de memoria CD27+IgM'D- —» I esplenomegalia
Grupo 2: { naive y { linfocitos B de memoria CD27*IgM*D* y CD27+IgMD-

Grupo 3: { linfocitos B de memoria CD27+IgM*D* y CD27+IgM D"

Grupo 4: { linfocitos B de memoria CD27+IgM D"

Grupo 5: No alteraciones en pre-CG ni memoria

Los grupos establecidos por las clasificaciones de Friburgo?®, Paris?®’ y EUROClass?*° se basan en el descenso en SP
de los nimeros relativos de distintas poblaciones de linfocitos B respecto a puntos de corte establecidos para cada
poblacion celular. La clasificacion de Rotterdam se basa en el descenso en los nimeros absolutos de cada poblacion
de células B por debajo del percentil 5% de donantes agrupados por edad (5-10 afios; 10-16 afios; >16 afios)?%.
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4.2.5. Alteraciones funcionales B asociadas a inmunodeficiencia variable comun

Las alteraciones detectadas en los distintos compartimentos madurativos de células B
de SP en pacientes con IDVC, no se restringen a alteraciones numéricas, sino que, con relativa
frecuencia, reflejan alteraciones funcionales. De este modo, Bryant et al. identificaron tres
grupos de pacientes con IDVC en funcién de la capacidad que presentaban para producir Acs de
tipo IgG e IgM tras estimulacion in vitro con estimulos capaces de generar respuesta B
independiente de linfocitos T3%. En el grupo A, incluyeron pacientes incapaces de sintetizar IgM
o 1gG in vitro, mientras que en el grupo B, estaba constituido por pacientes capaces de sintetizar
IgM (>4000 ng/ul) pero no IgG y en el grupo C, se incluian sujetos con IDVC capaces de sintetizar
IgM e IgG (>500 ng/ul) 28639 posteriormente, Warnatz et al. mostraron que aquellos pacientes
que presentaban en SP un nimero de linfocitos B de memoria con cambio de isotipo dentro del
rango normal pertenecian al grupo C, mientras que aquellos que mostraban un nimero reducido

B28¢. Mas recientemente, se ha

de estas células B, correspondian a pacientes de los grupos Ay
observado mediante técnica de ELISpot (ensayo de puntos por inmunoadsorcion ligado a
enzimas; del inglés, Enzyme-Linked ImmunoSpot Assay) que en general, los pacientes con IDVC
presentan un defecto funcional de las células B con un nimero reducido de CPs productoras de
Igs ex vivo, asociado a un defecto en la diferenciacion a CP tras estimulacién in vitro con Ags T-
independientes®®. En este estudio se demostré ademas la existencia de una relacién directa
entre esta alteracion funcional y el descenso en SP del nimero de linfocitos B de memoria con
cambio de isotipo. Asi, aquellos pacientes con un defecto en estas células tenian menos CPs
productoras de Igs ex vivo e in vitro que aquellos que mostraban cifras normales de linfocitos B
de memoria con cambio isotipico circulantes, a pesar de que dentro de este ultimo grupo
existian tanto casos con respuestas funcionales indetectables como normales3®. Sin embargo,

estas clasificaciones funcionales de la IDVC han tenido menor aceptacidn en la practica clinica

que aquellas que estdn basadas en los hallazgos de la citometria de flujo, debido
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fundamentalmente a que se trata de técnicas mas laboriosas y dificiles de estandarizar para su

aplicacién en la rutina diagndstica?®.

4.3. Deficiencia grave de IgG e IgA con valores normales o elevados de IgM
y normales de linfocitos B (sindromes hiper-igM)

Los sindromes hiper-IgM son un conjunto de inmunodeficiencias caracterizadas por la
ausencia o descenso severo de IgG e IgA, con cifras normales o elevadas de IgM, debido a un
defecto en el cambio de isotipo de 1g'+20306307 Hoy se conoce que estos defectos se asocian a
mutaciones en: i) proteinas que participan en la HMS y/o cambio de isotipo (AID, UNG, MSH6,
INO80)306:308:309; i) proteinas coestimuladoras expresadas por parte de los linfocitos T activados
(CD40L) o por los linfocitos B (CD40); vy iii) genes implicados en la sefializacion a través de NF-kB
(NEMO, IKBA)*1%311, Globalmente, la incidencia de sindromes hiper-IgM es superior en varones
que en mujeres, debido a que las formas mas frecuentes de estos sindromes se relacionan con
genes codificados en el cromosoma X (CD40L y NEMO)3%, mientras que las formas autosémicas
recesivas (AID312313, UNG3'4, CD40%%5, MSH63%, INO80®**) y dominantes (IKBA3®) son menos
frecuentes.

En general, la prevalencia de los sindromes hiper-IgM es extremadamente baja, oscilando
entre 1-2/10° nacimientos (CD40L, AID)3'” a <100 pacientes descritos a nivel mundial para la
mayoria de los subtipos genéticos: NEMO (n=100 casos), CD40 (n=16), IKBA (n=14), MSH6 (n=8),
UNG (n=3) e INO8O (n=2)?16:308:309,314,316,318 Ey |3 mayoria de los casos, el diagndstico se realiza
antes de los 5 anos de edad, caracterizandose habitualmente estos pacientes por presentar
infecciones respiratorias y gastrointestinales de repeticidn, si bien las manifestaciones clinicas
varian de forma importante en funcién del defecto genético concreto subyacente3°®3%, Asi, las
deficiencias de CD40L y CD40 afectan ademas de a la produccién de Acs de tipo 1gG, IgA e IgE, a
lainmunidad celular®®®, por lo que suelen tener una clinica mas severa, incluyendo citopenias de

distintas lineas (sobre todo neutropenia) asociadas a infecciones oportunistas3'”3!°, De igual
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modo, las mutaciones en NEMO e IKBA también se caracterizan por asociarse a infecciones por
gérmenes oportunistas, ademas de alteraciones en la piel (e.g. displasia ectodérmica), el pelo y
los dientes (e.g. dientes cdnicos)3°¢397310 por el contrario, en los sindromes hiper-lgM asociados
a mutaciones en los genes AID y UNG, las alteraciones que afectan a células del sistema inmune
estdn restringidas a los linfocitos B, asociandose clinicamente a infecciones respiratorias
recurrentes, linfadenopatia y autoinmunidad, siendo las infecciones por gérmenes oportunistas
y la neutropenia mucho menos frecuentes®*’3%, Finalmente, los dos pacientes identificados
hasta la fecha que presentaban mutaciones en INO80 se caracterizaban por presentar
infecciones bacterianas, mientras que los defectos en el gen MSH6 se han relacionado con una
historia personal y/o familiar de cancer®®’.

El tratamiento habitual en pacientes con sindromes hiper-IgM es la terapia con Igs de
sustitucion, y en funcién del grado de gravedad de las infecciones, el uso profilactico de
antibidticos; no obstante, estudios mas recientes sugieren que el trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas podria mejorar de forma significativa la supervivencia global de
estos pacientes, especialmente si se realiza antes de los 5 afios31%321322,

Fenotipicamente, los pacientes con sindrome hiper-IgM se caracterizan por presentar un
numero absoluto de linfocitos B en SP dentro de los valores normales, pero cifras muy reducidas
de linfocitos B de memoria CD27* con cambio de isotipo®?. La distribucién de las demas
subpoblaciones de linfocitos B de memoria varia segun el defecto genético. Asi, mientras que
los pacientes con deficiencia de AID tienen cifras globales de linfocitos B de memoria CD27*
normales®?’, aquellos casos que presentan mutaciones en CD40L generalmente muestran
valores reducidos de todas las subpoblaciones de linfocitos B de memoria CD27*, con y sin
cambio de isotipo; no obstante, en algunos pacientes con mutaciones en CD40L se han descrito
cifras normales de linfocitos B de memoria IgM**'D*CD27*3**, y en general también presentan

cifras normales de linfocitos B de memoria CD27" IgA*110.112,

-51-



4.4. Deficiencia funcional B, de isotipo de cadenas pesadas o de cadenas
ligeras de inmunoglobulina

Dentro de este grupo de IDP-Ac se engloban defectos restringidos a un isotipo y/o subclase
concreta de Ig, una cadena ligera de Ig en particular, o a Acs especificos de un determinado
patdégeno, siendo las manifestaciones clinicas generalmente menos severas que las descritas
anteriormente para otros subtipos de IDP-Ac. Habitualmente, en estos subgrupos de pacientes
el nimero de linfocitos B circulantes y sus principales compartimentos madurativos, estan

dentro de los limites de la normalidad.

4.4.1. Déficit selectivo de IgA

El déficit selectivo de IgA fue descrito por primera vez en 1961 en dos individuos
clinicamente asintomaticos, lo que llevd a la conclusion de que la IgA podria no ser necesaria en
algunos individuos?'%32>, Sin embargo, el andlisis de una serie mas amplia de pacientes en 1971,

216,326

mostré que estos presentaban mayor incidencia de infecciones y de enfermedades

autoinmunes?'63?7,

4.4.1.1. Diagnéstico del déficit selectivo de IgA

La ESID establece como criterios para el diagnéstico del déficit selectivo de IgA i) la
presencia de mayor susceptibilidad a infecciones y/o autoinmunidad, o la existencia de un
familiar afectado por una inmunodeficiencia similar, ii) niveles de IgA sérica <7 mg/dl con
concentraciones normales en suero de IgG e IgM asociados a iii) una respuesta adecuada a
vacunacion, y iv) edad 24 afios, v) una vez se hayan excluido otras posibles causas de
hipogammaglobulinemia®l. Sin embargo, aunque estos pacientes pueden tener asociado un
aumento de las infecciones bacterianas y de las enfermedades autoinmunes, gran parte de ellos
son, al menos aparentemente, asintomaticos'>3?%329, Asi, a diferencia de la ESID, la IUIS no
establece como requisito para el diagndstico de déficit selectivo de IgA la existencia de

manifestaciones clinicas o antecedentes familiares, si bien reconoce que ambos pueden estar
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relacionados con la enfermedad?®®3%, En la Tabla 5 se muestran las principales diferencias entre

los criterios propuestos por la ESID y la IUIS para el diagndstico de déficit selectivo de IgA.

Tabla 5. Principales diferencias entre los criterios propuestos por la ESID y por la IUIS para el
diagnastico de déficit selectivo de IgA.

Criterios diagndsticos

ESID IUIS
(2017) (2017)
. - IgA <7 mg/dI IgA indetectable (<7 mg/dl) o baja
Niveles séricos de Ig IgM e IgG y sus subclases normales IgM e IgG y sus subclases normales
Edad (minima) >4 afios No establece

21 de 3 criterios:

Caracteristicas clinicas -Susceptibilidad a infecciones No requerido
—-Autoinmunidad
—-Antecedentes familiares

Caracteristicas bioldgicas Respuesta a vacunacion normal Respuesta a vacunacion normal

Criterios de exclusion ID secundaria a otra causa ID secundaria a otra causa

Informacién modificada de Picard et al.2% y Abinun et al.}1. ESID, Sociedad Europea de Inmunodeficiencias; IUIS, Unidn
internacional de Sociedades de Inmunologia.

4.4.1.2. Epidemiologia, caracteristicas clinicas y tratamiento del déficit selectivo de IgA

El déficit selectivo de IgA es la IDP mas comun en los paises occidentales, afectando
aproximadamente a 1 de cada 600 individuos, aunque la prevalencia varia entre diferentes
grupos étnicos, desde 1:18.550 sujetos en Japon331332 hasta 1:163 en Espafia®*?33, En este
sentido, hay que tener en cuenta ademads que, debido a que muchos casos son clinicamente
asintomaticos y no existen programas de rastreo diagndstico a nivel poblacional, la prevalencia
podria ser ain mayor?3. En términos globales, se estima que hasta dos tercios de los sujetos que
presentan ausencia de IgA en suero son asintomaticos, lo cual resulta dificil de explicar de
acuerdo con el papel de los Acs de tipo IgA en la defensa (inmune) en mucosas. Sin embargo,
esto podria deberse a que, en estos sujetos, existe una produccion residual de IgA a nivel de las
mucosas!®326334 o bien, a un mecanismo compensatorio mediado por IgM3%. De hecho, varios

estudios han demostrado la existencia de un incremento de IgM e IgG en el tejido intestinal®3>~

-53-



44,340

337 |as secreciones nasales**33%33 |3 saliva y el calostro®*! de pacientes con déficit selectivo

de IgA, si bien dicho incremento no se ha podido confirmar que esté relacionado con la ausencia
de manifestaciones clinicas33%340342,
Las infecciones respiratorias son la manifestacion clinica mas frecuente entre los

pacientes con déficit selectivo de IgA329343-345

, estando presentes en 40-90% de los casos
sintomaticos®3; frecuentemente, estas infecciones estdn causadas por H. influenzae y S.
pneumoniae y suelen resolverse sin complicaciones serias, si bien en algunos casos pueden
provocar lesidn tisular (i.e. bronquiectasias)®*¢-348, Asi mismo, los pacientes con déficit de IgA

presentan también con relativa frecuencia otras infecciones3#434°

, especialmente infecciones
gastrointestinales causadas por G. lamblia®°. Recientemente, en un estudio retrospectivo
llevado a cabo en Suecia sobre 2.100 pacientes con déficit selectivo de IgA y 18.653 donantes
sanos, se observé que, ademds de las infecciones respiratorias y gastrointestinales®®!, estos
pacientes presentaban también una mayor frecuencia de infecciones cutaneas (4,1% vs. 2,2%),
genitourinarias (6,1% vs. 3,4%) y de sepsis (1,5% vs. 0,45%)%. Otras patologias relacionadas con
la desregulacién del sistema inmune también se detectan en una frecuencia alta, como son la
alergia (13-43%)3%73%3%2 y |3 autoinmunidad (11-27%)3*73%5352 especialmente enfermedad
celiaca, diabetes mellitus tipo 1, enfermedad inflamatoria intestinal, tiroiditis y/o vitiligo3>3. El
tratamiento de los pacientes con déficit selectivo de IgA es exclusivamente sintomatico®3, pero
se recomienda el seguimiento aproximadamente cada 6 meses'?, con el objetivo de evaluar las
posibles complicaciones, asi como la (posible) evolucién a IDVC, observada en un numero

reducido de casos3**3°¢,

4.4.1.3. Alteraciones genéticas asociadas al déficit selectivo de IgA

A pesar de que la mayoria de los pacientes que presentan déficit selectivo de IgA no

refieren antecedentes familiares (déficit selectivo de IgA esporadico), se estima que en
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alrededor del 20% de los casos la enfermedad seria heredable, siendo el riesgo de padecer la
enfermedad 50 veces superior cuando existen antecedentes familiares3>7-3%,

Hasta la fecha, no se ha identificado una causa genética Unica para el déficit selectivo de
IgA. Sin embargo, se han definido algunos loci relacionados con una mayor o menor
susceptibilidad a padecer la enfermedad, destacando la asociacién descrita entre déficit
selectivo de IgA y genes HLA3173%4 En este sentido, Ferreira et al.?®> observaron en una serie de
772 pacientes y 1.976 donantes sanos procedentes de Espaia, Islandia, Suecia y Finlandia, que
los haplotipos HLA-DQB1*0201, HLA-DRB1*0301 y HLA-DRB1*0701 confieren un mayor riesgo
de padecer déficit selectivo de IgA, mientras que el haplotipo HLA-DRB1*1501 tiene un efecto
protector. Curiosamente, estos haplotipos también se han relacionado con enfermedades
autoinmunes (frecuentemente) asociadas a déficit selectivo de IgA3>7-3%¢, Ademas, en los Ultimos
afios se han identificado variantes en otros genes a parte de los genes HLA, relacionadas con
déficit selectivo de IgA; entre ellos se incluyen los genes ATG13-AMBRA1 y AHI1, asociados a
mayor riesgo de padecer la enfermedad, y IFIH1, PVT1y CLEC16A, con un efecto protector3®7:368,
Todos estos genes, excepto ATG13-AMBRAI, se han relacionado también con una mayor o
menor susceptibilidad a padecer diferentes enfermedades autoimunes®®’.

Al igual que en la IDVC, se han identificado en un subgrupo de pacientes, mutaciones en
TACP?%37% considerandose actualmente que este constituye un gen cuya alteracién favorece
una mayor susceptibilidad a padecer déficit selectivo de IgA3’:. De hecho, en el caso del déficit
selectivo de IgA, el papel de las mutaciones de TACI es muy controvertido, ya que se cree que
podria estar presente Gnicamente en aquellos casos que evolucionaran a IDVC*7372, Ademas de
las mutaciones en TACI, se han identificado mutaciones en otros genes relacionadas con otras
inmunodeficiencias, como los genes RAG1%73, CD27°"' y LRBA®’%; no obstante, el seguimiento
clinico de estos casos ha demostrado que muchos de ellos, en realidad correspondian a IDP-Ac

mas severas (e.g. IDVC) que debutaban como un déficit de IgA a nivel sérico. Ante estos hallazgos

podemos concluir que, aunque se han descrito algunas mutaciones en genes asociados a otras
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inmunodeficiencias en pacientes que aparentemente presentan déficit selectivo de IgA, es
posible que en muchos casos un seguimiento clinico mds estrecho termine por demostrar que
se trata de una IDP-Ac mas severa, quedando por establecer el verdadero mecanismo

(poli)génico de esta enfermedad.

4.4.1.4. Alteraciones en poblaciones de células del sistema inmune en el déficit selectivo de
IgA

La informacién existente hasta el momento de iniciar este trabajo acerca de las
alteraciones recurrentes en las distintas poblaciones de linfocitos B de SP de pacientes con
déficit selectivo de IgA, era muy limitada y con frecuencia controvertida. Asi, en ninguno de los
estudios realizados (sobre un total de 286 pacientes) se han observado alteraciones en los

375380 nj en los linfocitos B de memoria IgM**D*37>~

linfocitos B inmaduros/transicionales o naive
380 por el contrario, varios estudios han referido la existencia de una reduccién en el nimero de
linfocitos B de memoria con cambio de isotipo, en una proporcién variable, pero minoritaria
(6%-25%)7837° de los casos, y claramente inferior a la observada entre pacientes con IDVC (56-
81%)?829_ Esta alteracién se ha relacionado en una serie limitada de pacientes (n=28) con un
comportamiento clinico mas grave, incluyendo una mayor frecuencia de neumonia (3,3% vs.
0,5%), bronquiectasias (57% vs. 5%), esplenomegalia (43% vs. 0%), adenopatias (71% vs. 9%),
autoinmunidad (57% vs. 14%), y evolucidn a IDVC®®; sin embargo, 3 de los 7 casos con nimeros
reducidos de linfocitos B de memoria con cambio de isotipo estudiados en este trabajo
presentaban también cifras séricas reducidas de algunas subclases de 1gG*’%, y no todos los
autores han podido confirmar estas asociaciones®’®. En un estudio mas reciente, se ha mostrado
ademds que este descenso podria deberse a una reduccion preferencial de linfocitos B de
memoria IgA*, que segln estos autores solo estarian presentes en <10% de los pacientes3°,

Ademads, en los pacientes con déficit selectivo de IgA también se han observado otras

alteraciones celulares descritas en la IDVC, como la reduccién en SP del nimero de CPs con
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cambio de isotipo (=0,3% vs. =0,5% del total de linfocitos B en donantes sanos) o el aumento del
numero de linfocitos B CD21" circulantes (9% vs.=6% del total de linfocitos B en donantes
sanos)*’®. No obstante, dichas alteraciones siempre serian menos significativas que las
observadas en pacientes con IDVC, que de forma sistematica (94% de los casos) carecerian de
CPs circulantes con cambio de isotipo y que mostrarian un incremento relativo mayor de
linfocitos B CD21" (=18% del total de linfocitos B)372.

Aligual que ocurre con las alteraciones en los linfocitos B, la informacién disponible acerca
del estado y de las alteraciones de otras poblaciones leucocitarias en pacientes con déficit
selectivo de IgA, es de momento muy limitada. Aunque algunos autores no han identificado
alteraciones en los linfocitos T de SP de pacientes con déficit selectivo de 1gA%?, otros han
descrito un descenso del nimero de células T CD4* y T CD4* naive®**37> y/o un aumento de las
células T CD4* y T CD8* de memoria terminalmente diferenciadas®®. De forma similar a lo
descrito en la IDVC, también se ha observado que los pacientes con déficit selectivo de IgA
pueden presentar un descenso en el nimero de células T reguladoras, especialmente en
aquellos casos en los que existen manifestaciones clinicas de autoinmunidad®®?; sin embargo,
estos hallazgos no han podido ser confirmados por otros autores, que incluso refieren un

aumento de estas células3°381,

4.4.1.5. Alteraciones funcionales asociadas a déficit selectivo de IgA

Desde el punto de vista funcional, los linfocitos B de pacientes con déficit selectivo de IgA
muestran una menor respuesta tras estimulacion in vitro con CpG y/o CD40L, consistente en: i)
menor capacidad de diferenciacién a CP; ii) menor respuesta proliferativa; y iii) menor
producciodn in vitro de Acs de isotipo IgA38%38, Sin embargo, se ha demostrado también que los
linfocitos B de individuos asintomdaticos con déficit selectivo de IgA serian capaces de producir

niveles de IgA similares a los de los linfocitos B de donantes sanos, tras estimulacion in vitro®,
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4.4.2. Déficit de subclases de IgG asociado o no a déficit de IgA

El déficit de subclases de IgG se describid por primera vez en 1970, en un grupo de
pacientes con infecciones recurrentes y niveles normales de 1gG#*. Segin la ESID, para el
diagndstico de este subtipo de IDP-Ac deben cumplirse los siguientes criterios'!: i) presencia de
infecciones recurrentes; ii) niveles séricos bajos de una o mds subclases de IgG; iii) niveles séricos
de 1gG total e IgM normales; y iv) respuesta IgG normal a (algunas) vacunas; v) una vez se hayan
excluido defectos en células T. Sin embargo, al igual que ocurre con el déficit selectivo de IgA,
algunos sujetos que presentan déficit de subclases de IgG son totalmente asintomaticos?*38,
En este sentido, cabe sefalar que dado que existen cambios en los niveles séricos de las distintas
subclases de IgG con la edad (tal como hemos revisado anteriormente en esta introduccion), la
utilizacion de valores de referencia segln la edad resulta especialmente relevante y necesaria
en este grupo de pacientes?1438¢,

En términos generales, el déficit de subclases de I1gG puede estar asociado o no a un
déficit de 1gA%¥, considerandose actualmente ambas entidades, tanto por parte de la ESID*
como de la IUIS?®, como dos entidades distintas, a pesar de ser clinicamente similares: a) déficit
aislado de subclases de 1gG y b) déficit de IgA asociado a déficit de subclases de IgG. Aunque no
se conoce la prevalencia exacta del déficit de subclases de IgG, se estima que el 15-20% de los
déficits de IgA tienen asociado un déficit en una o mas subclases de IgG3?7:388, En este sentido
merece destacar que el déficit en subclases de IgG, ademads de estar frecuentemente asociado
al déficit de IgA, puede afectar a mas de una subclase de 1gG3%. De todas las subclases de IgG la
que se ve afectada con mayor frecuencia es la 1gG4 (=41%), seguida de la 1gG2 (=28%) y la IgG3
(*17%)*4, siendo el déficit aislado de IgG1, por definicién, menos prevalente, debido a que un
déficit de esta subclase suele provocar un déficit global de los niveles de IgG total?*. En la
mayoria de individuos sintomaticos que presentan déficit de subclases de IgG existe un defecto

de 1gG2 (combinado o no con déficit de IgA), que se asocia con infecciones respiratorias (87-

100%), causadas principalmente por H.influenza y/o S.pneumoniae®¥-3°1, debido al importante
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papel de la IgG2 en la defensa frente a polisacaridos; ademas, estos pacientes también padecen
con relativa frecuencia infecciones cutdneas (6-9%)39%3% y gastrointestinales (5-9%)39%3%,
ademas de enfermedades autoinmunes (12-37%)?8>3943%,

Aunque en casos aislados de déficit de subclases de IgG se han encontrado deleciones

en las regiones correspondientes del gen IGHC*%3%,

en la actualidad seguimos sin conocer el
origen de esta inmunodeficiencia, debido en parte, al escaso nimero de estudios inmunolégicos
realizados y su prevalencia relativamente baja. Aun asi, recientemente se han descrito
alteraciones en las poblaciones de linfocitos B similares a las observados en la IDVC (descenso
de células pre-CG y de linfocitos B de memoria con y sin cambio de isotipo) en 7/21 casos
analizados (30% vs. 80% de los pacientes con IDVC)?>, Otras células del sistema inmune, como
las células NK y las células dendriticas también parece que podrian estar afectadas, al menos en
parte de los pacientes que presentan déficit de subclases de 1gG*°,

En aquellos casos que tienen infecciones recurrentes se recomienda el uso profilactico
de antibidticos®®, mientras que la terapia con Igs de sustitucién solo esta indicada cuando las
manifestaciones clinicas son muy severas/graves. Ademds, debe realizarse un seguimiento

estrecho de todos estos pacientes, debido a la posibilidad de que evolucionen a IDVC3#®,

4.4.3. Otros déficits funcionales B, de isotipo IgM y de cadena ligera kappa

Dentro de las IDP-Ac, ademas de los subtipos principales de enfermedades descritas en
apartados anteriores de esta introduccidn, se incluyen otras entidades menos prevalentes y/o
de significado clinico menos relevante, entre las que merece destacar el déficit de cadena ligera
kappa, el déficit de Acs especificos, la hipogammaglobulinemia transitoria de la infancia y el

déficit selectivo de Ig, que revisaremos de forma breve a continuacion.

Déficit de cadena ligera kappa. Se trata de una inmunodeficiencia en la que se observa

un uso restringido de la cadena ligera lambda, debido a una alteracion genética de tipo
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autosdmica recesiva en la region constante de la cadena ligera kappa de las 1gs39%3%. En general,
los pacientes con déficit de cadena ligera kappa son pacientes asintomaticos, aunque en
ocasiones esta alteracién se asocia con otros defectos inmunoldgicos, como déficit selectivo de

IgA y/o autoinmunidad3%94%,

Déficit de anticuerpos especificos. Los pacientes que presentan deficiencias de Acs
especificos muestran habitualmente cifras normales de todas las Igs séricas, asociadas a un
defecto en la respuesta Ag-especifica, generalmente frente a polisacaridos®4°!, |o cual provoca
que padezcan infecciones recurrentes, habitualmente en forma de infecciones respiratorias de
tipo bacterianas. En ocasiones esta inmunodeficiencia se resuelve con el tiempo, especialmente

cuando se diagnostica en nifios**.

Hipogammaglobulinemia transitoria de la infancia. Esta entidad se define por la
existencia de cifras bajas de IgG e IgA séricas en nifios a partir de los 6 meses de edad y que
suelen recuperarse hasta alcanzar valores normales, alrededor de los 2 afios de vida®®. La
mayoria de estos nifios presentan una respuesta a vacunacién normal y son asintomaticos,
aunque en ocasiones se han descrito infecciones recurrentes, especialmente infecciones de tipo
respiratorio®®®. A pesar de que son muy limitados los estudios fenotipicos realizados en estos
nifios, en ellos no se han descrito alteraciones claras en los distintos compartimentos celulares
analizados, compatibles con IDVC®’. Por ello, ante la sospecha (o el diagndstico) de
hipogammaglobulinemia transitoria de la infancia, debe hacerse un seguimiento estrecho del
nifio, con el fin de descartar pueda evolucionar a otras inmunodeficiencias como un déficit

selectivo de IgA o una IDVC?14388402

Déficit selectivo de IgM. Los pacientes con déficit selectivo de IgM se caracterizan por
mostrar cifras séricas bajas o ausentes de IgM, con niveles normales de IgA e IgG. Aunque
algunos pacientes son asintomaticos, en general presentan mayor incidencia de infecciones

404,405

bacterianas, especialmente de infecciones respiratorias , asociadas a una reduccidn
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significativa del nimero de los linfocitos B de memoria CD27" IgM**D*, sin que existan
alteraciones importantes en el compartimento de linfocitos B de memoria con cambio de

isotipo3774%4,
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Las IDP-Ac son un grupo heterogéneo y relativamente numeroso de enfermedades
caracterizadas por la existencia de distintas alteraciones en la respuesta de los linfocitos B. En
conjunto, constituyen >50% de las IDP, siendo la IDVC el subtipo de IDP-Ac mas importante
desde el punto de vista clinico, y el déficit selectivo de IgA la entidad mas prevalente. En paises
occidentales, la IDVC afecta a 1:25.000-50.000 individuos y se caracteriza por un descenso en
los niveles séricos de IgG e IgA, acompafiados o no de descenso de IgM1231:236246 Este déficit de
Igs séricas se asocia a infecciones recurrentes, ademas de otras complicaciones debidas entre
otros trastornos a autoinmunidad, organomegalias, granulomas y enteropatia, que terminan por
condicionar una menor calidad de vida y wuna supervivencia significativamente
acortada?31236247.256 A g vez, el déficit selectivo de IgA, se estima afecta a 1:600 individuos en
paises occidentales y se define por la existencia de un descenso en los niveles séricos de IgA, en

ausencia de alteraciones en los demads isotipos o subclases de Ig!'*?

. Aunque una parte
importante de los individuos que presentan déficit selectivo de IgA permanecen asintomaticos,
otros sufren infecciones recurrentes y autoinmunidad, pudiendo en ocasiones evolucionar a
IDVC13329,332,343-345354355  Con menor frecuencia, se observan pacientes con IDP-Ac en los que
existe un descenso selectivo de una o mas subclases de IgG1-4, con niveles normales de IgG total
(déficit de subclases de IgG)!121338; este déficit de subclases de IgG puede ocurrir de forma
aislada o asociado a un déficit de IgA, estimandose que el 15-20% de todos los déficits de IgA
tienen asociado un déficit de una o mas subclases de 1gG!2. Aunque en algunos pacientes el
déficit de subclases de IgG cursa de forma asintomatica, de forma similar a lo que ocurre en el
déficit selectivo de IgA, otros presentan infecciones (especialmente respiratorias) y
aUtOinmUnidad385’389'391’394'395.

De lo anteriormente expuesto se deduce que, en la actualidad, la determinacién de los
niveles séricos de Acs constituye un marcador de referencia para el diagnédstico y clasificacion

de los tres subtipos mas prevalentes y/o clinicamente relevantes de IDP-Ac antes referidos,

ademas de proporcionar informacién clinicamente relevante para el manejo de otras
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enfermedades relacionadas con la respuesta inmune como infecciones, autoinmunidad, alergia,
neoplasias de CPs e inmunodeficiencias secundarias*®®%”1¢. No obstante, los niveles séricos de
Acs pueden no reflejar de forma adecuada el estado actual de la respuesta B y la capacidad
funcional de los linfocitos B. Por un lado, la mayoria de los Acs séricos son producto de las CPs
de vida larga acumuladas, en ocasiones durante décadas, en los nichos de supervivencia de la
MO y el MALT®319498409  Adem3s, tradicionalmente estas CPs son meras fabricas de Acs y no
responden frente a un nuevo contacto con el Ag, por lo que no reflejan la capacidad del
compartimento B del sistema inmune de responder frente a nuevos Ags o frente a Ags con los
gue ya ha contactado previamente, funciones que recaen sobre los linfocitos B naive y linfocitos
B de memoria, respectivamente®*1%, De hecho, estas limitaciones de los niveles de Acs séricos
se extienden desde el punto de vista clinico a las IDP-Ac, ya que no permiten predecir con
precision el comportamiento clinico de los pacientes que, aun presentando los mismos defectos
séricos, muestran manifestaciones clinicas muy distintas3?13236249.231 precisamente por este
motivo, se ha investigado la posible utilidad de otros parametros para mejorar el diagndstico y
sobre todo la clasificacion de pacientes con IDP-Ac, como la presencia de mutaciones genéticas
y/o de alteraciones funcionales detectadas in vitro. No obstante, estas solo son aplicables a un
nimero reducido de casos (<10%) y/o requieren de técnicas de laboratorio laboriosas y
complejas, cuyos resultados no han podido ser validados clinicamente?31,395,213,265,250,

En los ultimos afios, diferentes trabajos han demostrado la existencia de alteraciones
que afectan a las poblaciones de linfocitos B circulantes de pacientes con IDVC, y en menor
medida con déficit selectivo de IgA, detectables mediante citometria de flujo
convenciona|137/196,250,281,284-288,290,292, 378,379,410 ' pjchas anomalias incluyen sobre todo defectos
numeéricos en las poblaciones de células B en distintos estadios madurativos, especialmente en

137,250,284-288,378,379 Asi se ha
. ’

los linfocitos B de memoria que presentan cambio de isotipo
demostrado que aquellos pacientes con IDP-Ac que muestran algun defecto en las distintas

poblaciones de linfocitos B de SP presentan con mayor frecuencia manifestaciones clinicas,
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entre las que se incluyen autoinmunidad, adenopatias, organomegalias y
granulomas?°%286.287.379 gin embargo, los andlisis realizados en estos estudios se han restringido
a unos pocos compartimentos de linfocitos B, que incluyen los linfocitos
inmaduros/transicionales y naive, y los linfocitos B de memoria con y sin cambio de isotipo,
ademas de los linfocitos B CD21;, siendo la sensibilidad de las técnicas empleadas limitada (1073-
1074)250,285-287,378-380  Asi mismo, en la gran mayoria de trabajos referidos hasta la fecha en la
literatura no se han utilizado valores de referencia por (grupo de) edad?>%286:287.378379 4 nesar de
gue hay evidencias inequivocas sobre la existencia de importantes oscilaciones en el nimero de
células B totales y sus distintas poblaciones madurativas a lo largo de |la
Vida53’117'137'144’188'190'191’280.

De acuerdo con estos antecedentes, nos planteamos como hipétesis de trabajo de esta
tesis doctoral que la determinacion especifica y sensible de un elevado numero de
subpoblaciones de linfocitos B identificadas por citometria de flujo, no solo segln su estadio
madurativo, sino también por el isotipo y subclase de Ig expresada, ademas de por otros
marcadores funcionales, podria proporcionar informacién novedosa y util acerca de las
alteraciones de la respuesta B presentes en pacientes con IDP-Ac, complementaria a la derivada
del estudio de los niveles séricos de Acs, y potencialmente Util para un diagndstico y clasificacion
mas precisos de las IDP-Ac.

De acuerdo con esta hipdtesis, nos planteamos como objetivo general del presente
trabajo desarrollar una metodologia que permitiera analizar en profundidad el compartimento
de linfocitos B de SP de individuos sanos a lo largo de la vida, incluyendo la distribucion de las
subpoblaciones de células B que expresan diferente isotipo y subclase de Ig, de cara a establecer
con mayor precision las posibles alteraciones de las células B y su utilidad en el diagndstico y

clasificacion de este grupo de IDP. Para ello, planteamos tres objetivos concretos:
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1.- Seleccionar y validar un amplio panel de Acs monoclonales para la deteccién
especifica y sensible mediante citometria de flujo, de las distintas subpoblaciones de linfocitos
B de memoriay de CPs de SP y otros tejidos humanos, que expresan diferentes subclases de IgG

e IgA.

2.— Analizar la distribucion en sangre de las distintas subpoblaciones de linfocitos B de
memoria y de CPs que expresan diferentes isotipos y subclases de Igs, ademas de los
compartimentos de linfocitos B inmaduros/transicionales y naive, a lo largo de la vida, desde el

momento del nacimiento hasta la vejez.

3.- Definir las posibles alteraciones que afectan a las distintas poblaciones de linfocitos
By CPs de SP, incluyendo las definidas en base al isotipo y subclase de Ig expresada, en pacientes
con IDVC, déficit de subclases de IgG asociado a déficit de IgA y déficit selectivo de IgA, y evaluar

su posible utilidad en el diagndstico vy clasificacion de estos subtipos de IDP-Ac.
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En esta seccion de la memoria se describen las muestras (pacientes y donantes sanos),
materiales y métodos empleados, asi como los resultados obtenidos en el presente trabajo
doctoral, mediante la inclusién de los articulos originales publicados y en revisién, en relacion
con los objetivos planteados. Cada uno de los articulos viene precedido de un resumen
redactado en castellano para facilitar una revision rapida de la informacién contenida en los

mismos. Los articulos incluidos en el presente apartado son:

1.- En relacién con la seleccién y validaciéon de un amplio panel de Acs monoclonales para la
deteccidn especifica y sensible mediante citometria de flujo, de las distintas subpoblaciones de
linfocitos B de memoria y de CPs de SP y otros tejidos humanos, que expresan diferentes

subclases de IgG e IgA (Objetivo 1):

Selection and validation of antibody clones against IgG and IgA subclasses in switched
memory B-cells and plasma cells.

Elena Blanco, Martin Perez-Andres, Luzalba Sanoja-Flores, Marjolein Wentink, Ondrej Pelak,
Marta Martin-Ayuso, Georgiana Grigore, Juan Torres-Canizales, Eduardo Ldpez-Granados,
Tomas Kalina, Mirjam van der Burg, Sonia Arriba-Méndez, Santiago Santa Cruz, Noemi Puig,
Jacques J.M. van Dongen, Alberto Orfao, on behalf of the EuroFlow PID group. Journal of

Immunological Methods. 2017 Sep 28. doi: 10.1016/].jim.2017.09.008.

2.— En relacion con el analisis de la distribucion en sangre a lo largo de la vida, de las distintas
subpoblaciones de linfocitos B de memoria y de CPs que expresan diferentes isotipos y subclases
de Igs, ademas de los compartimentos de linfocitos B inmaduros/transicionales y naive
(Objetivo 2):

Age-associated distribution of normal B-cell and plasma cell subsets in peripheral
blood.

Elena Blanco, Martin Pérez-Andrés, Sonia Arriba-Méndez, Teresa Contreras-Sanfeliciano, Ignacio
Criado, Ondrej Pelak, Ana Serra-Caetano, Alfonso Romero, Noemi Puig, Ana Remesal, Juan

Torres Canizales, Eduardo Lopez-Granados, Tomas Kalina, Ana E. Sousa, Menno Van Zelm,

-73 -



Mirjam Van der Burg, Jacques J.M. van Dongen, Alberto Orfao, on behalf of the EuroFlow PID
group. Journal of Allergy and Clinical Immunology; 2018 Mar 2. doi: 10.1016/j.jaci.2018.02.017.

3.— En relacién con la identificacién de las posibles alteraciones que afectan a las distintas
poblaciones de linfocitos B y CPs de SP, incluyendo las definidas en base al isotipo y subclase de
Ig expresada, en pacientes con IDVC, déficit de subclases de IgG asociado a déficit de IgA y déficit
selectivo de IgA, y su posible utilidad en el diagndstico y clasificacién de estos subtipos de IDP-

Ac (Objetivo 3):

Dissection of defects in memory B-cell and plasma cell subsets expressing different
immunoglobulin subclasses provides basis for (new) re-classification of CVID and Ig-
subclass deficiencies.

Elena Blanco, Martin Pérez-Andrés, Sonia Arriba-Méndez, Cristina Serrano, Lucia del Pino-
Molina, Susana Silva, Ignacio Criado, Ignacio Madruga, Ana Serra Caetano, Teresa Contreras-
Sanfeliciano, Francisco Sala, Alejandro Martin, José Maria Bastida, Félix Lorente, Carlos Prieto,
Ignacio Davila, Miguel Marcos, Tomas Kalina, Marcela Vlkova, Carolien Bonroy, Jan Philippé,
Eduardo Ldopez-Granados, Ana E. de Sousa, Mirjam van der Burg, Jacques J.M. van Dongen,
Alberto Orfao, on behalf of the EuroFlow PID group. Journal of Allergy and Clinical Immunology

(sometido para publicacién y en revision).
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La informacién suplementaria correspondiente a este articulo esta disponible en formato electrénico en
la pagina web de la revista, asi como en el anexo Il y el CD-ROM adjuntos al final de la presente memoria.
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Introduccidn. Hace mas de 20 afios, la IUIS junto con la OMS realizaron estudios cooperativos
multicéntricos, con el fin de validar un gran nimero de clones de Acs para la detecciéon especifica
y sensible de los distintos isotipos de Igs y de las subclases de IgG e IgA, mediante un amplio
abanico de técnicas. Esta labor de estandarizacién permitié establecer la utilidad clinica de los
niveles de las subclases IgG1-4 e IgA1-2, ademas de los isotipos de Igs, en suero y otros fluidos
corporales. Sin embargo, estos trabajos no testaron la capacidad de estos reactivos para
identificar las subclases IgG1-4 e IgAl-2 en la superficie de los linfocitos B. Aunque
posteriormente algunos ensayos locales han demostrado que seria posible reconocer las
subclases de Igs expresadas por los linfocitos B, el nUmero de reactivos testado hasta el
momento de realizar este trabajo era muy limitado, sin que existieran métodos validados
clinicamente que permitieran analizar de forma rutinaria la expresion de estas subclases de Igs
en distintas localizaciones celulares (citoplasma vs. membrana), en linfocitos B en diferentes
estadios madurativos, en SP y otros tejidos humanos.

Objetivo. Seleccionar y validar un amplio panel de clones de Acs comercialmente disponibles
para la deteccion mediante citometria de flujo de las distintas subclases de IgG e IgA en linfocitos
B de memoria y CPs de SP y otros tejidos humanos.

Muestras, materiales y métodos. En una primera fase, evaluamos la capacidad de identificar las
Igs expresadas en la superficie de los linfocitos B y CPs en la SP de 39 donantes sanos de un total
28 clones de Acs distintos que habian sido previamente validados para la deteccién y
cuantificacion de Acs séricos de distintas subclases de IgG e IgA. Los distintos clones de Acs
seleccionados en la fase anterior fueron validados posteriormente en 19 muestras de SP, 12
muestras de MO y 3 muestras de amigdala procedentes de voluntarios sanos. Para el
procesamiento de las muestras empleamos los protocolos estandarizados por el consorcio
europeo EuroFlow (www.euroflow.org). En todos los casos, para la evaluacién de los Acs
especificos de las distintas subclases de IgG e IgA, se emplearon combinaciones de estos Acs con

otros reactivos que permitian la identificacion simultdnea de linfocitos B
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inmaduros/transicionales, linfocitos B naive y de memoria, y de CPs circulantes, separando
dentro de las dos ultimas poblaciones celulares, las células que presentaban cambio de isotipo
de las que seguian expresando IgM y/o IgD. El andlisis de las muestras marcadas se realizé en
citdmetros de flujo Fortessa X-20 y FACSCanto II.

Resultados. Solamente 17 de los 28 clones de Acs evaluados mostraron reactividad frente a las
distintas subclases de 1gG e IgA expresadas en la membrana de linfocitos B y CPs, incluyendo 4
clones dirigidos frente a IgG1 (SAG1, HP6188, HP6001 y HP6186), 3 frente a IgG2 (SAG2, HP6014
y HP6002), 3 frente a IgG3 (SAG3, HP6095 y HP6050), 1 frente a IgG4 (SAG4), 3 frente a IgAl
(SAA1, H69-11.4 y B3506B4) y 3 frente a IgA2 (SAA2, 2E2 y A9604D2). En un segundo paso,
seleccionamos un Unico clon para cada una de las subclases de Ig, de acuerdo a la especificidad
e intensidad de fluorescencia observadas y la disponibilidad de reactivos conjugados
directamente con fluorocromos técnicamente compatibles. Los 6 clones seleccionados,
especificos de las distintas subclases de 1gG1.4 (SAG1, SAG2, SAG3 y SAG4) e IgAl-2 (SAAly
SAA2), fueron validados en 4 laboratorios diferentes evaluando: 1) la posible reactividad cruzada
entre ellos, es decir, comprobando que era mutuamente excluyentes; 2) el marcaje en tejidos
humanos distintos de la SP, incluyendo MO y amigdala; y 3) su capacidad para identificar las
subclases de IgG e IgA expresadas, tanto a nivel de la superficie celular, como a nivel
citoplasmatico. En todos los tejidos evaluados, los 6 clones seleccionados mostraron un marcaje
intenso en la membrana citoplasmatica, en ausencia de reactividad cruzada entre ellos,
independientemente del tejido analizado. El marcaje citoplasmatico para las células B de
memoria 1gG1, 1gG2 e 1gG3 fue mas débil que el observado en la superficie externa de la
membrana citoplasmatica, mientras que para IgAl, IgA2 e IgG4, la intensidad de fluorescencia
obtenida con ambos protocolos fue similar. A su vez, las CPs mostraron, de forma sistematica,
mayor intensidad de marcaje citoplasmatico vs. membrana para todas las subclases de Ig.
Conclusiones. Tras evaluar un amplio panel de Acs dirigidos frente a las distintas subclases de

IgG e IgA, pudimos seleccionar 6 clones que mostraban una elevada positividad y especificidad
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a la hora de identificar las diferentes poblaciones de células B que expresan cada una de las
distintas subclases de IgG e IgA. Ademas, nuestros resultados mostraron que, el uso de los clones
de Acs seleccionados, en combinaciéon con otros marcadores de linfocitos B y protocolos de
procesamiento de muestras previamente validados, proporcionan una herramienta robusta que
permite la identificacién y cuantificacion rdpida (<3 horas), y sensible (<107®) de las distintas
subpoblaciones de linfocitos B de memoria y de CPs definidas por la expresion de diferentes
isotipos y subclases de Igs (IgM, IgD, IgG1-4, IgA1-2) en diferentes tejidos humanos, con una

manipulacién minima de las muestras.
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Introduccidn. Los niveles solubles de Igs presentes en suero cambian a lo largo de la vida y
contribuyen a la diferente susceptibilidad que presenta cada individuo a padecer infecciones,
inmunodeficiencia, autoinmunidad y/o cancer. Por todo ello, los niveles de Acs se han empleado
a lo largo de los afios para evaluar la respuesta humoral por parte de los linfocitos B, tanto en
situaciones fisiolégicas como patolégicas. No obstante, la mayoria de estas Igs tiene su origen
en CPs de vida larga que se encuentran en la MO donde se acumulan durante afios, lo que hace
que los niveles de Acs presentes en suero no reflejen el estado real de los linfocitos B en ese
momento. Por otro lado, se ha observado que las poblaciones mayoritarias de linfocitos B
inmaduros/transicionales, naive y de memoria presentes en SP sufren cambios en su
distribucidn y concentraciéon con la edad, especialmente durante los dos primeros afios de vida.
Pese a todo lo anterior, en la actualidad no existe ningln estudio en el que se analicen los
cambios en las distintas poblaciones de linfocitos B de memoria y de CPs que expresan
diferentes isotipos y subclases de Igs, a lo largo de la vida.

Objetivo. En este trabajo nos propusimos evaluar la distribucién en sangre de los distintos
compartimentos madurativos de células B, incluidas las diferentes subpoblaciones de linfocitos
B de memoriay de CPs que expresan los distintos isotipos y subclases de Igs, a lo largo de la vida.
Muestras, materiales y métodos. En conjunto analizamos un total de 19 muestras de sangre de
corddn umbilical y 215 muestras de SP de voluntarios sanos, sin antecedentes de enfermedades
hematoldgicas y/o inmunoldgicas. Segun su edad, los voluntarios sanos se agruparon en: 12
recién nacidos (menores de 12 dias), 11 nifios de entre 1y 5 meses, 7 de entre 6 y 11 meses, 12
de entre 12 y 17 meses, 12 de entre 18 y 23 meses, 25 de entre 2 y 4 afios y 22 nifios de entre 5
y 9 anos, 14 sujetos de entre 10 y 17 afios, 32 adultos de entre 18 y 39 afios, 27 de entre 40y 59
afios, 27 de entre 60 y 79 afos, y 12 adultos con mas de 80 afos. Para el andlisis de las
subpoblaciones de células B, se marcaron las muestran con un panel de Acs conjugados con 12
fluorocromos diferentes, dirigidos frente a las distintas subpoblaciones B y los diferentes

isotipos y subclases de Igs empleando protocolos validados previamente. Para ello se midieron
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un minimo de 5 millones de leucocitos (incluyendo 2100.000 linfocitos B) en un citdmetro de
flujo Fortessa X-20. Ademas, en 18 muestras de sangre de corddn y en 201 muestras de SP
(incluyendo donantes de todos los grupos de edad), se midieron los niveles solubles en plasma
de Acs de distinto isotipo y subclase de Ig, mediante técnicas de nefelometria/turbidimetria.
Resultados. El nimero de linfocitos B totales en sangre aumentd de forma significativa desde
edades muy tempranas, alcanzando su nivel maximo a los 1-5 meses; posteriormente, el nUmero
de linfocitos B descendié de forma gradual hasta la edad adulta, manteniéndose estable a partir
de ahi hasta edades ya avanzadas (> 80 afios). Los nimeros de linfocitos B inmaduros y naive en
sangre, mostraron un perfil muy similar al descrito anteriormente, alcanzando su nivel mas
elevado entre los 1 y 11 meses de edad, y sin que se observasen diferencias significativas entre
adultos jovenes y mayores.

A su vez, los linfocitos B de memoria aumentaron progresivamente desde el recién
nacido hasta los 2-4 afios de edad, momento en el que empezaron a descender hasta los 10-17
anos; en adultos, el nUmero de linfocitos B de memoria se mantuvo estable hasta los 60 anos,
descendiendo posteriormente de forma paulatina. Pese a este perfil global, cuando analizamos
de forma individual cada poblacién de linfocitos B de memoria, observamos patrones muy
diferentes en funcién del isotipo y subclase de Ig expresada. Asi, a diferencia de los linfocitos B
de memoria CD27 con cambio de isotipo, presentes ya en sangre de corddn umbilical y en recién
nacidos, las células de memoria IgM**D* solo se hacian detectables a partir de los 1-5 meses de
edad, permaneciendo su niumero relativamente estable hasta los 2-4 afios; por el contrario, los
linfocitos B de memoria IgD* alcanzaron su nivel mas elevado en nifios de 2-4 afos. A su vez, los
linfocitos B de memoria que expresaban 1gG3, IgG1 e IgAl (subclases de Igs codificadas en el
segundo bloque del gen IGHC) alcanzaban sus valores maximos en sangre entre los 2 y 4 afios
de vida, mientras que los linfocitos B de memoria que expresaban IgG2, 1gG4 e IgA2 (subclases
de Igs codificadas en el tercer bloque del gen IGHC) seguian aumentando en SP hasta la edad

adulta.
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Respecto alas CPs, aunque se encontraban ausentes en sangre de cordén umbilical, eran
detectables ya en la mayoria (79%) de recién nacidos, en los que estaban mayoritariamente
integradas por CPs IgM*. Las CPs IgM*, IgG1l*, 1gG2*, 1gG3*, IgAl* e IgA2* aumentaron
exponencialmente después del nacimiento hasta los 6-11 meses, edad en la que se alcanzaron
cifras =10 veces superiores a las del adulto, debido a que disminuian progresivamente a partir
del afio de vida. Las CPs IgD* e 1gG4* mostraron niveles maximos en nifios de entre 2 y 5 afios y
de entre 5 y 9 anos, respectivamente. Estos nimeros reflejan una produccién masiva de CPs en
edades tempranas de la vida, con un descenso a partir de la infancia, lo que les confiere una
cinética claramente distinta de la observada para las correspondientes Igs solubles, excepto en
el caso de la IgD, cuyo valor maximo en plasma se alcanzé también a los 2-4 afios de vida, al igual
que ocurria con el pico de las CPs y de los linfocitos B de memoria IgD". Los niveles plasmaticos
de IgM aumentaron ya en nifios de 1-5 meses, manteniéndose relativamente estables a partir
de esa edad. Respecto a las subclases de IgG, sus niveles eran ya elevados en el plasma de recién
nacidos debido a la IgG de origen materno, sufriendo durante el primer afio un descenso
transitorio. A partir de aqui, los niveles de IgG aumentaron significativamente alcanzando la IgG3
e 1gG1 sus valores maximos a los 5-9 anos, mientras que la IgG2 y la 1gG4 solo alcanzaron sus
niveles mas elevados en plasma en adultos de 18-39 afios. De forma similar, los niveles solubles
de IgA1l en plasma alcanzaron valores maximos de forma mas rapida (pico maximo a los 10-17
afios) que los de IgA2 (valores maximos a los 40-39 afos). Una vez alcanzados los valores
maximos de las distintas Igs, estos se mantuvieron relativamente estables a lo largo de la vida
hasta edades superiores a los 80 afios.

Conclusiones. El pico de produccion de las CPs precede en afios, o incluso décadas, al de los
linfocitos B de memoriay al de los niveles solubles de Igs, constituyendo un marcador (en tiempo
real) del estado exacto de la respuesta B. Ademas, las subpoblaciones de linfocitos B de memoria
y CPs que expresan diferentes isotipos y subclases de Igs muestran una cinética muy diferente

en sangre a lo largo de la vida, segun el bloque del gen IGHC en el que estan codificadas; esto
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probablemente refleja la ocurrencia de ciclos consecutivos de cambio de isotipo tras sucesivos
reencuentros con Ags, generando un acumulo de linfocitos B de memoria de isotipos mas
tolerogénicos (i.e. 1gG2 e IgG4) a medida que avanza la edad. Por otra parte, estos resultados
proporcionan un marco de referencia para el estudio de las poblaciones de linfocitos B durante
el envejecimiento y en enfermedades del sistema inmune, especialmente en

inmunodeficiencias, inflamacidn, alergia, autoinmunidad e infecciones.
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GRAPHICAL ABSTRACT
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Background: Humoral immunocompetence develops stepwise
throughout life and contributes to individual susceptibility to
infection, immunodeficiency, autoimmunity, and neoplasia.
Immunoglobulin heavy chain (IgH) isotype serum levels can
partly explain such age-related differences, but their
relationship with the IgH isotype distribution within memory B-
cell (MBC) and plasma cell (PCs) compartments remains to be
investigated.

Objective: We studied the age-related distribution of MBCs and
PCs expressing different IgH isotypes in addition to the
immature/transitional and naive B-cell compartments.
Methods: B-cell and PC subsets and plasma IgH isotype levels
were studied in cord blood (n = 19) and peripheral blood

(n = 215) from healthy donors aged 0 to 90 years by using flow
cytometry and nephelometry, respectively.

Results: IgH-switched MBCs expressing IgGq, IgG,, IgG3, IgA,,
and IgA, were already detected in cord blood and newborns at
very low counts, whereas CD27*IgM ™ "IgD* MBCs only
became detectable at 1 to 5 months and remained stable until 2
to 4 years, and IgD MBCs peaked at 2 to 4 years, with both
populations decreasing thereafter. MBCs expressing IgH
isotypes of the second immunoglobulin heavy chain constant
region (IGHC) gene block (IgG;, IgG3, and IgA,) peaked later
during childhood (2-4 years), whereas MBCs expressing third
IGHC gene block immunoglobulin isotypes (IgG,, IgG,4, and
IgA,) reached maximum values during adulthood. PCs were
already detected in newborns, increasing in number until 6 to
11 months for IgM, IgG,, IgG,, IgG;, IgA,, and IgA,; until 2 to
4 years for IgD; and until 5 to 9 years for IgG, and decreasing
thereafter. For most IgH isotypes (except IgD and IgG,),
maximum plasma levels were reached after PC and MBC
counts peaked.

Conclusions: PC counts reach maximum values early in life,
followed by MBC counts and plasma IgH isotypes. Importantly,
IgH isotypes from different IGHC gene blocks show different
patterns, probably reflecting consecutive cycles of IgH isotype
switch recombination through life. (J Allergy Clin Immunol
2018;muN; ENN-NEN,)

Key words: Immunoglobulins, IgH isotype, subclass, memory B
cells, plasma cells, flow cytometry, reference ranges, normal B cells,
age-related values

Serum immunoglobulin levels are widely accepted as the most
reliable surrogate marker for B-cell functionality in healthy
donors and patients with different immune-related diseases.'®
Thus, reference serum immunoglobulin values per age group
have been generally adopted as the measure of changes in
B-cell immunocompetence through life.””"”

Overall, increasing serum immunoglobulin levels are observed
with age, although patterns vary for the distinct immunoglobulin
heavy chain (IgH) isotypes and subclasses. At birth, serum
contains low IgM and IgA levels, whereas maternal immuno-
globulin molecules provide near-adult levels of serum IgG.' '8
Once maternal antibodies are cleared, the infant’s antibody re-
sponses are initially dominated by IgM, and serum IgM, IgG,
and IgA values reach approximately 100%, 60%, and 30% of
adult levels by the first year of life, respectively.'*' Total serum
IgG levels gradually increase at early ages; however, different
production patterns are observed for the 4 IgG subclasses.'®!”
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Abbreviations used
BM: Bone marrow
CB: Cord blood
IgH: Immunoglobulin heavy chain
IGHC: Immunoglobulin heavy chain constant region
MBC: Memory B cell
PB: Peripheral blood
PC: Plasma cell
RT: Room temperature
sm: Surface membrane
SSC: Side scatter

Although IgG; and IgG, levels increase faster and reach adult-
like concentrations at 5 to 10 years of age, IgG, production is
delayed, with maximum levels at adulthood.'®'” Similarly, pro-
duction of IgG, appears to be delayed, but reference values per
age group vary significantly among healthy subjects.'®'” Further-
more, both IgA; and IgA, levels increase gradually during child-
hood, %% reaching maximum IgA; production around the
second decade of life, whereas IgA, serum levels keep increasing
throughout adulthood.'” Finally, IgE serum levels peak around
10 years and decrease thereafter to adult levels.”’ A common
feature for all serum IgH isotype subclasses (except for IgD,
IgG4, and IgE) is that their levels accumulate with
age.”®!'""'*1° Once maximum levels are reached, serum IgH iso-
type subclass levels remain remarkably stable, without significant
changes in older subjects.'®

In contrast to serum immunoglobulin levels, more dynamic
changes have been observed for total B-cell numbers and the
composition of the B-cell compartment in peripheral blood (PB).
Early studies reported that total B-cell counts increase 2-fold
immediately after birth, remain high until 2 years, and gradually
decrease approximately 6.5-fold until adulthood.”” Detailed im-
munophenotypic analyses demonstrated that the initial increase
is mostly due to an increased B-cell production in bone marrow
(BM) and release of high numbers of immature/transitional and
naive B cells into PB, with maximum values at 0 to 12 months
of age.23 2% This early wave of recently produced B cells is fol-
lowed by increased numbers of memory B cells (MBCs) that
rapidly increase from 2 months of life, remain high until age
5 years, and gradually decrease thereafter to adult-like
values.””® During adulthood, the number of immature/transi-
tional and naive B cells remains stable, whereas MBC and newly
generated plasma cell (PC) counts gradually decrease in subjects
older than 60 years.”’-**

Thus far, accurate and robust detection of low PC counts in PB
(eg, in infants) appeared to be a challenge,””***° and information
on IgH isotypes and subclasses within MBC and PC subsets re-
mains limited,”’” with absence of age-related reference values.
Likewise, recent studies on antigen-experienced B cells express-
ing different IgH isotypes did not discriminate between MBCs
and PCs* and/or did not provide data about the IgG; to IgG,
and IgA, and IgA, subclasses.”* >’

Here we dissected the PB compartments of MBCs and PCs
into 38 distinct subsets expressing different IgH isotypes and
their subclasses and investigated their distribution in a large
series of normal cord blood (CB) and PB from healthy
European donors aged 0 to 90 years. Our ultimate goal was
to define the kinetics of the different B-cell and PC subsets
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through life and their correlation with plasma IgH isotype
subclass levels.

METHODS

Samples

EDTA-anticoagulated CB (n = 19) and PB samples from 215 healthy
European Caucasian donors (aged 0-90 years) with no past history of
immunologic or hematologic diseases (including allergy) were studied:
newborns (<12 days; 14 cases); children aged 1 to 5 months (11 cases), 6 to
11 months (7 cases), 12 to 17 months (12 cases), 18 to 23 months (12 cases), 2
to 4 years (25 cases), 5 to 9 years (22 cases), and 10 to 17 years (14 cases); and
adults aged 18 to 39 years (32 cases), 40 to 59 years (27 cases), 60 to 79 years
(27 cases), and greater than 80 years (12 cases). All samples were collected
after informed consent was provided by the subjects, their legal representa-
tives, or both, according to the Declaration of Helsinki. The study was
approved by the local ethics committees of the participating centers
(University of Salamanca, Salamanca, Spain; Charles University, Prague,
Czech Republic; University of Lisbon, Lisbon, Portugal; and La Paz Hospital,
Madrid, Spain).

All subjects were vaccinated following similar national vaccination
schedules (European Centre for Disease Prevention and Control; http:/
vaccine-schedule.ecdc.europa.eu/Pages/Scheduler.aspx). CB was from Spain,
Portugal, and the Czech Republic, newborns and children aged 1 to 23 months
were from Spain and the Czech Republic, and all cases older than 2 years were
from Spain. Donors with any sign or suspicion of immunologic or hematologic
diseases (including an abnormal infection rate or a known history of allergies)
were excluded from the study. In addition, a questionnaire with environmental
factors that could potentially affect development of the immune system, %"
was conducted in children less than 4 years of age (n = 36), with no differ-
ences observed in the frequency of these factors among the age groups evalu-
ated (see Table El in this article’s Online Repository at www.jacionline.org).
Also, the exact dates of different vaccinations received were collected in a sub-
set of 72 children. Elderly donors (>80 years) were representative of a broader
group of elderly persons in the Salamanca region (median life expectancy, 82
and 87 years for men and women, respectively).

Multiparameter flow cytometric identification of B
cells and their maturation-associated and

immunoglobulin isotype subclass subsets

Samples were processed within less than 24 hours after collection; 107 cells
per sample were stained with the EuroFlow 12-color IgH-isotype B-cell tube
(see Table E2 in this article’s Online Repository at www.jacionline.org). IgH
isotypes and subclasses were assessed in every sample by using surface mem-
brane staining; in addition, in a subset of 6 children (age, 3 = 5 years) and 6
adults (age, 33 = 8 years) surface membrane plus cytoplasmic staining was
done in parallel.

Both protocols were performed strictly according to the EuroFlow
BulkLysis standard operating procedure, as previously described (a detailed
protocol is provided in the Methods section in this article’s Online Repository
at www.jacionline.org and www.EuroFlow.org).”"** A minimum of 5 X 10°
leukocytes (including >10° B cells) was acquired per tube with Fortessa
X-20 or LSR II Flow Cytometers (BD Biosciences, San Jose, Calif), and
FACSDiva software (BD Biosciences) was used. Instrument setup was stan-
dardized across laboratories according to the EuroFlow standard operating
procedure®® adapted for 12-color measurements. For data analysis, Infinicyt
software (Cytognos, Salamanca, Spain) was used. Absolute counts were
calculated by using a dual-platform assay.>*

Analysis of plasma IgH isotype subclass levels
Plasma from 18 CB and 201 PB samples from all age groups was obtained
by means of sequential centrifugation of PB (800g for 10 minutes) and
platelet-rich plasma (2000g for 5 minutes) and immediately stored at
—80°C until analysis. Soluble IgM, IgE, and IgG, to IgG, subclass levels
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were measured by using conventional nephelometry (Dimension Vista;
Siemens Healthcare, Erlanger, Germany), whereas IgA,, IgA,, and IgD
levels were measured by using the SPApLUS turbidimetric system (Binding
Site, Birmingham, United Kingdom). For samples with IgH isotype subclass
concentrations of greater than the measurable range, appropriate dilutions
were made.

Statistical analyses

To assess statistical significance (set at P <.05) of differences observed be-
tween distinct age groups, Mann-Whitney U and Wilcoxon tests for unpaired
and paired (continuous) variables were used, respectively. For categorical var-
iables, the Fisher exact test was applied (SPSS software, version 23; IBM,
Armonk, NY).

RESULTS
Identification of maturation and isotypic
subpopulations of PB B cells

Based on their staining pattern for CD19, CD27, CD38, CD5,
CD24,CD21, surface membrane (sm) IgM, smIgD, and side scatter
(SSC), B cells (CD19"SSC™ forward scatter'™™ lymphocytes)
were classified into maturation-associated subsets (Fig 1, A and
B, and see Fig El in this article’s Online Repository at www.
jacionline.org).””*  First, PCs were defined by a
CD38"*CD277CD24~CD21~ CD5 CD19°SSC™  phenotype.
Then pre—germinal center B cells were identified by their unique
CD27 smIgM *smIgD"CD5"™" features; this subset was subdi-
vided subsequently into immature/transitional CD3g"
CD24"smIgM* “IgD" B cells and CD38 CD24"'smIgM*
IgD* " naive B lymphocytes. Afterward, unswitched MBCs were
identified by their unique CD38°CD5~CD27*
smIgM™ "IgD" phenotype, and switched MBCs were defined as
CD38'°CD5 smIgM IgD~ B cells (see Fig E1). Despite CD10
being reported to identify immature/transitional B cells, the combi-
nation of markers used here has proved sufficient to discriminate
reproducibly between mature and immature B cells.””*

MBCs and PCs were further subclassified according to their
smlgH phenotype into (1) smIgM™ "IgD™, smIgD™, smIgA, ™,
smlIgA, ", smlgG, ™, smlgG, ", smIgG;", and smIgG," MBCs
and (2) smIgM™, smlgD", smlgA,", smIgA,", smlgG,™,
smlgG, ", smIgG;™, and smIgG, " PCs, respectively (Fig 2, A
and B, and Fig 2, D and E). All subsets of naive cells and
MBCs were further subclassified according to CD21 expression,
and the subset of switched MBCs was also further subdivided
based on CD27 expression. Although a minor fraction of PCs
did not show smlgH, no statistically significant differences
were observed in the IgH isotype and subclass distribution of
PCs when staining for smIgH was compared with cytoplasmic
IgH, either in children (n = 6) or adults (n = 6), except for the
percentage of IgH™ PCs, which was lower when cytoplamsic
versus Sm staining was used (see Fig E2 in this article’s Online
Repository at www.jacionline.org), which is in line with previous
findings.””

Kinetics of total B cells and maturation-associated
B-cell subsets through life

Total lymphocyte and B-cell counts reached maximum levels at
approximately 1 to 5 months of age. The total lymphocyte count
increased progressively from CB to newborns and 1- to 5-month-
old children, whereas B cells showed a slightly delayed
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FIG 1. Age distribution of PB lymphocytes, total B cells, and maturation-associated B-cell subsets. A, Dot
plot representation of total lymphocytes (blue) and B cells (light orange). B, Three-dimensional Automated
Population Separator (APS) view: principal component 1 versus principal component 2 versus principal
component 3. Graphic representation of the B-cell maturation-associated subsets is shown as follows:
immature/transitional (green), naive (pink), and MBCs (orange), and PCs (violet). The APS representation,
which generates automatic separation of clusters of cells based on their immunophenotype, was used as
a visualization tool. The gating strategy is described in Fig E1. C-H, Absolute counts (cells per microliter)
of lymphocytes (Fig 1, C), total B cells (Fig 1, D), and maturation-associated B-cell subsets (Fig 1, E-H) pre-
sent in CB and PB distributed by age. Notched boxes represent 25th and 75th percentile values; middle line
corresponds to median values, and vertical lines represent the highest and lowest values that are neither
outliers nor extreme values. |, Lines link median values of total lymphocytes; total B cells, immature/transi-
tional naive MBCs, and PCs. *P<.05, #P< .01, and 8 P<.001 versus the previous age group, respectively. NB,
Newborn.

significant increase during this period (P >.05 for CB vs for new- (Fig 1, C, D, and I, and see Table E3 in this article’s Online
borns; P = .001 for newborns vs 1- to 5-month-old children). = Repository at www.jacionline.org).

Thereafter, absolute B-cell counts progressively decreased until Most CB B cells corresponded to immature/transitional and
adulthood (18 years), remaining relatively stable afterward naive B cells (Fig 1, E, F, and I, and see Table E3). Still, a minor
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FIG 2. Distribution of different IgH isotype and subclass subsets of PB MBCs and PCs by age. A and D, Dot
plot graphic representation of MBC (Fig 2, A) and PC (Fig 2, D) subsets expressing distinct smigH isotypes
and isotype subclasses: IgM(D+) (violet), IgG, (light blue), IgG; (light green), IgGs (dark blue), 1IgG4 (dark
green), IgA; (orange), IgA, (yellow), and IgD (brown); smigH™ B cells are highlighted in gray. B and E,
Three-dimensional Automated Population Separator (APS) view: principal component 1 versus principal
component 2 vs principal component 3 of the IgH isotype and subclass subsets of MBCs (Fig 2, B) and
PCs (Fig 2, E) identified by the same color code as described above. The APS graphic representation, which
generates automatic separation of clusters of cells based on their immunophenotype, was used as a visu-
alization tool. C and F, Relative distribution of the distinct IgH isotype and subclass subsets of MBCs and PCs
in the different age groups analyzed. *P< .05, #P< .01, and § P<.001 versus the previous age group, respec-

tively. NB, Newborn.

fraction of IgH-switched MBCs was detected in most CB (95% of
subjects) in the absence of PCs (<0.01 PCs/pL; Fig 1, G-1, and see
Table E3). Interestingly, although no significant differences were
observed in immature/transitional, naive, and MBC numbers be-
tween CB and newborn samples, PCs became detectable at low
numbers in most newborns (P <.001). Through life, the number
of PB immature/transitional and naive B cells showed a similar
profile to that of total B cells, with a peak at 1 to 11 months
(P <.001 vs CB) and a progressively significant decrease until
adulthood (P <.001 vs 18- to 39-year-old subjects). Subjects older
than 18 years showed relatively stable numbers of both immature/
transitional and naive B cells (Fig 1, E, F, and /, and see Table E3).

MBC and PC counts increased from CB and newborn samples
to 1- to 5-month-old children (P <.001). PC counts already started
to decrease in children older than 23 months (P = .03), with a

gradually continued decrease through adulthood. In contrast,
MBC counts increased gradually until age 2 to 4 years
(P <.001 vs 1- to 5-month-old children) followed by a decrease
until a plateau was reached that lasted through adolescence (10-
17 years) until adulthood (40-59 years); afterward, MBC counts
progressively decreased (P = .02 vs >80 years; Fig 1, G and H,
and see Table E3).

Age distribution of MBCs expressing distinct IgH
isotypes and subclasses

Relative and absolute counts of MBCs expressing different
IgH isotypes and subclasses varied significantly through life
(Figs 2 and 3). smIgM* "IgD" MBCs represented the largest
fraction of MBCs (approximately 80%) in 1- to 5-month-old
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FIG 3. Absolute count of CB and PB IgH isotype and subclass subsets of MBCs in healthy subjects grouped
by age. A, Schematic illustration of the human /GH gene constant region. B, Absolute number of different
subsets of MBCs expressing distinct isotypes and subclasses in CB and PB according to age. Notched boxes
represent 25th and 75th percentile values; middle line corresponds to median values, and vertical lines
represent the highest and lowest values that are neither outliers nor extreme values. Colored lines link me-
dian MBC absolute count values. *P < .05, #P < .01, and § P < .001 versus the previous age group, respec-

tively. NB, Newborn.

children, being significantly expanded versus those in CB and
newborns (P < .001), with a subsequent decrease to 40% to
50% of MBCs. Conversely, smIgG; ", smIgG; ™", and smlgA, "
switched MBCs showed a transient relative decrease among 1-
to 5-month-old children versus newborns (P <.01), with their rela-
tive numbers increasing significantly at 6 to 11 months until 2 to
4 years for smIgG," (P = .001 for 6-11 months vs 1-5 and 2-
4 years vs 18-23 months) and at 5 to 9 years for smlgGs;"
(P =.02), when they started to decrease, particularly in the tran-
sition to adulthood. In turn, the percentage of smIgA;" MBCs
increased progressively from 2 to 4 years until 10 to 17 years
(P = .003 for 2-4 years vs 5-9 years and P <.001 for 2-4 years
vs 10-17 years), remaining rather stable from then onward. In
contrast, both smIgG, ™ and smIgA," MBCs reached their high-
est representation in young (18-39 years) adults (P <.001). During
adulthood, no significant changes were observed in the relative
distribution of most IgH subsets of MBCs, with a few exceptions
(Fig 2, O).

Regarding absolute counts, very low numbers of MBCs were
observed in CB and newborns, with similar frequencies of
subjects with detectable IgH subsets of MBCs (see Table E4 in
this article’s Online Repository at www.jacionline.org). Subse-
quently, nonswitched smIgM ™ "IgD" MBCs became detectable
at significantly increased counts among 1- to 5-month-old chil-
dren (P =.001), with numbers remaining fairly stable until 4 years
and subsequently decreasing significantly to adult levels at 10 to
17 years (P < .002, Fig 3). After 60 years, progressively lower
numbers of smIgM ™ "IgD " MBCs were observed (P = .002 for
40-59 years vs >80 years). The smIgD IgM~ MBCs showed a
very similar profile: increased counts until 2 to 4 years of
age, which progressively decreased thereafter (Fig 3 and see
Table E4).

In contrast, MBCs expressing smlgGs, smIgG;, and smlgA,
(IgH isotype subclasses of the second immunoglobulin heavy
chain constant region [IGHC] gene block) showed progressively
higher counts until 2 to 4 years (P <.03) and remained relatively
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FIG 4. Absolute CB and PB counts of IgH isotype and subclass subsets of PCs in healthy subjects grouped by
age. Absolute number of different subsets of PCs expressing distinct IgH isotypes and subclasses in CB and
PB according to age. Notched boxes represent 25th and 75th percentile values; middle line corresponds to
median values, and vertical lines represent the highest and lowest values that are neither outliers nor
extreme values. Colored lines link median PC absolute count values. **P< .05, #P< .01, and §P<.001 versus

the previous age group, respectively. NB, Newborn.

stable until 10 to 17 years of age. Interestingly, although MBC
counts with smIgG,™ and smIgA, ™ expression (IgH isotype sub-
classes of the third IGHC gene block) also increased in childhood,
these counts continued increasing until adulthood, with signifi-
cantly higher counts among 18- to 39-year-old adults versus
younger subjects (P = .03 and P = .005, respectively). Despite
representing a minor subset (<1% and <1 cell/pL for most do-
nors), particularly among children, smIgG,* MBCs peaked at
40 to 59 years (Fig 3 and see Table E4).

Interestingly, the immunophenotype of switched MBCs
differed significantly between CB/newborns versus older
children and adults. Thus although switched MBCs in CB
and newborns lacked CD27, most MBCs from children older
than 1 month and adults (80% to 90%) were CD27". The per-
centage of CD27 "smlIgG; " MBCs also increased after the first
month (40% to 60%), but the fraction of CD27 cells re-
mained significantly greater (>40%) in smIgG;* MBCs than
in MBCs with other IgH isotype subclasses (see Fig E3 in
this article’s Online Repository at www.jacionline.org). More-
over, although CB and newborn MBCs were mostly CD21%, a
significantly higher proportion of CD21"~ switched MBCs was
observed among 1- to 11-month-old children versus all other
age groups. In contrast, the percentage of CD21  naive B lym-
phocytes and CD21~ smIgM* "IgD" MBCs remained low and
relatively stable among all age groups. Similar to CD27, the

percentage of CD21~ cells within smIgG;* MBCs was also
greater than among MBCs expressing other smIgH isotype
subclasses (see Fig E4 in this article’s Online Repository at
www.jacionline.org).

Age distribution of PC subsets expressing different
IgH isotypes and subclasses

Despite their absence in normal CB, PCs were detected in most
newborn samples (79%) and in all childhood and adult PB
samples analyzed. In contrast to MBCs, PCs from newborns were
mostly IgM™ (68% to 96% of PCs), with only 7% to 25% of NBs
showing smIgG1™ (range, 0% to 13%), smlgA, " (range, 0% to
6.8%), smlgG," (range, 0% to 2.3%) and/or smIgA,* PCs
(range, 0% to 2.3%; Fig 2, F, and see Table E4).

Children at 1 to 5 months had greater percentages of
smlgG; ", smIgG, ", smIgA;*, smIgG,", and smIgA," PCs
than newborns (P < .003), whereas the proportion of smIgM ™"
PCs decreased at this age (P <.001). Thereafter, the relative dis-
tribution of circulating PCs expressing different IgH isotypes
and subclasses remained relatively stable, except for a transient
increase in IgA;* PC counts at 10 to 17 years, a decrease in
IgG;* PC counts in adults, and a progressive increment of
smlIgG, " and smlgA," cell counts until 10 to 17 and 18 to
39 years, respectively (Fig 2, F). Finally, the relative number
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FIG 5. Plasma levels of distinct soluble IgH isotypes and subclasses through life. Plasma levels of the
distinct soluble IgH isotypes and subclasses are shown per age group. Total immunoglobulin (/g), IgM, IgD,
IgG, and IgA subclass concentrations are expressed in milligrams per deciliter, and IgE levels are expressed
in international units per milliliter. Notched boxes represent 25th and 75th percentile values; middle line cor-
responds to median values, and vertical lines represent the highest and lowest values that are neither out-
liers nor extreme values. Colored lines link median values of sequential age groups. *P < .05, #P < .01, and
8P < .001 versus the previous age group, respectively. NB, Newborn.

of smIgD™ and smIgG4"* PCs was greater among 2- to 4-year-
old (P = .001) and 5- to 9-year-old children (P = .01), respec-
tively (Fig 2, F).

Regarding absolute counts, the number of PB smIgM ™" PCs
increased significantly during the first year of life (P < .001).
Thereafter, smIgM ™ PCs decreased gradually from 1 to 2 years
onward, reaching the lowest levels among adults older than
60 years. In contrast, IgD* PC numbers peaked at 2 to 4 years,
progressively decreasing thereafter (Fig 4). Increased smIgG;™
and smlIgG, " PC counts were already detected among 1- to 5-
month-old children (P <.001). In turn, PCs expressing smIgA|,
smlgA,, and smlgG, showed significantly increased counts
from newborns to 6- to 11-month-old children (P < .02). All
these IgH-switched PC subsets decreased gradually in the tran-
sition from late childhood to adulthood. Finally, smIgG,* PC
numbers peaked at 5 to 9 years, decreasing thereafter (Fig 4
and see Table E4).

Plasma levels of distinct IgH isotypes and
subclasses through life

All IgG subclasses (IgG,-IgG,4) were systematically detected
already in CB and newborn plasma. In contrast, IgM and IgA,
were detected in only a fraction of the CB (61% and 65% cases,
respectively) and newborn (60% and 10% cases, respectively)
plasma samples investigated; no IgA; or IgD plasma levels of
greater than the limit of detection (>3.58 and >0.66 mg/dL,
respectively) were found in newborn samples, and IgA; was
found in only 1 CB sample. Later, soluble IgM, IgA,, and IgA,
plasma levels became detectable systematically (except IgM in
1 donor) at higher levels among 1- to 5-month-old children
(P <.004); IgA, and IgA, plasma levels gradually increased there-
after, whereas IgM plasma levels started to (slightly) decrease
among 40- to 59-year-old adults. IgD plasma levels remained
relatively stable through life until the age of 80 years. Regarding
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the different IgG subclasses, a transient decrease in IgG,, IgG,,
and IgG, (but not IgG3;) levels, as well as total immunoglobulin
plasma levels, was observed during the first year of life, with
the levels of all IgG subclasses and total immunoglobulin levels
increasing thereafter until elderly age. Finally, IgE plasma levels
peaked at 10 to 17 years, remaining relatively stable thereafter
(Fig 5 and see Table ES5 in this article’s Online Repository at
www.jacionline.org).

DISCUSSION

Serum/plasma immunoglobulin levels have been used classi-
cally to define the ability (eg, protection against infection) or
inability (eg, immunodeficiency) of B cells to mount effective and
sustained immune responses. However, in recent years,
increasing evidence indicates that a subgroup of long-lived PCs
accumulate in the BM over years (or even decades) and are the
major contributor to immunoglobulin plasma levels.'**"*” More-
over, comparison of B-cell numbers and serum antibody levels in
infection models has shown that specific MBCs are more affected
by age than serum antibody levels.*® Therefore immunoglobulin
levels in plasma might not reflect the actual status of the B-cell
compartment in real time. Nevertheless, this hypothesis has not
been fully confirmed, and direct detailed evaluation of the
B-cell compartment through life has been only partially achieved.

Here we analyzed the distribution of 38 subsets of MBCs and
PCs, including those expressing different IgH isotype subclasses,
through life and their relationships with the corresponding IgH
plasma levels. Only IgE MBCs and PCs, identification of which in
PB of healthy (nonallergic) donors remains controversial,”” "'
could not be studied because of the absence of reliable and sensi-
tive antibody reagents to detect them on the cell surface mem-
brane in healthy subjects at very low levels,”” despite several
anti-IgE clones being tested here for analyses that included
more than 100,000 B cells (data not shown).

In line with previous observations,** increased production of
immature/transitional and naive B cells was observed during
the first year of life. Afterward, BM production decreased pro-
gressively until adulthood, when immature/transitional and naive
B-cell counts in PB stabilized. No further age-related differences
were observed when young versus elderly adults were compared,
as also reported by others.”’

Although serologic studies in steady-state and
immunized*’ subjects suggest that children have a lower ability
to produce PCs,™ direct quantification of circulating PCs
showed that PCs become detectable in newborns and are pro-
duced at massive levels in infants, when their PC counts are
10-fold greater than in young adults. Of note, no correlation
was observed between the number of PCs and the vaccination
schedule (data not shown), despite all infant but newborn sam-
ples were analyzed more than 8 days apart from the last
vaccine. These results suggest that previously used methods to
evaluate B-cell effector functions are probably biased by long-
lived BM PC immunoglobulin production, and flow cytometry
provides direct evaluation of the actual PC counts.”® In this re-
gard, circulating PCs are a very dynamic cell population with a
high turnover rate’’*® that might offer a closer view into
ongoing B-cell responses. In fact, our results indicate that PC
production precedes (the peak of) production of both MBCs
and serum immunoglobulin levels by years or even decades, de-
pending on the IgH isotype subclass evaluated (see Fig E5).
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In line with this, new preliminary observations from our group
indicate that the number of circulating normal PCs correlates with
hypogammaglobulinemia, risk of infection, and BM PC produc-
tion in both B-cell and PC neoplasms (Criado et al, unpublished
data; Sanoja-Flores et al® ). Therefore evaluation of PC counts in
PB emerges as a surrogate marker for (future) PC production in
BM and potentially also an early predictor of primary antibody
deficiencies, particularly because the diagnosis of many primary
antibody deficiencies is currently delayed to children 4 years old
or older because of the slower constitution of antibody levels in
serum. "’

Of note, massive PC production associated with early (first)
antigen stimulation of naive B cells does not translate into a
parallel increase in corresponding antibody serum levels. Thus
accumulation of long-lived PCs in BM, which are required to
produce significant antibody serum levels, might still be limited in
infants because of the intrinsic (pro)-apoptotic susceptibility of
newly generated PCs,””*® the immaturity of the BM environment
after birth,*® and/or overfilling of BM by highly proliferating
B-cell precursors during childhood,*” which might occupy the
BM survival niches for PCs. In turn, when significant levels of
serum immunoglobulins are generated, decreased PC counts of
the corresponding IgH isotype were observed, probably because
of antibody-dependent modulation of B-cell responses.*”" Inter-
estingly, immature/transitional and naive B-cell counts and IgH
plasma levels remained stable through adulthood, whereas the
number of PCs and MBCs decreased in the elderly versus younger
adults, which is in line with previous findings.?’*® The reduced
ability to produce antigen-experienced B cells might explain
why elderly subjects more frequently have severe infections and
a lower capacity to produce antigen-specific antibodies after
vaccination, despite having similar (even slightly higher) serum
antibody levels versus younger adults**>'>*

Overall, the observed kinetics of the sequential waves of PCs,
MBCs, and plasma IgH levels throughout life were influenced by
the relative position of the IgH isotype/subclass gene segments
within the /IGHC locus. Thus IgG; and IgG, production peaks
appear to precede those of IgG, and IgG, for PCs (1-5 months
vs 6-11 months and 5-9 years), MBCs (2-4 years vs 18-39 years),
and serum antibody levels (5-9 years vs 18-39 years; see Fig E6 in
this article’s Online Repository at www.jacionline.org). Among
IgA subclasses, no age-related differences were observed for
the PC peaks (both detected in 6- to 11-month-old children),
which could be due to the fast rate of IgA responses induced by
massive gut bacterial colonization after birth.”> Nevertheless,
when IgA MBCs and IgA plasma levels were analyzed, we
confirmed that IgA; MBC and serum IgA; levels increased faster
than levels of their IgA, counterparts (2-4 years vs 18-39 years
and 10-17 years vs 40-59 years, respectively). In line with these
findings, previous reports indicate that IgG,, IgGy, and IgA,
show a greater number of mutated sequences and greater levels
of antigen selection than IgGs, IgG,, and IgA;, >’ supporting
the notion that IgH isotypes encoded by the third block of the
IGHC locus might, at least in part, be generated by secondary
class-switch recombination events. Sequential production of
different IgH isotypes might also influence the pattern of B-cell
responses during life. Thus although IgH molecules from the first
and second /GHC gene blocks (IgM and IgGg;, IgG, and IgA,)
show a higher ability for complement binding, opsonization,
and triggering of natural killer cell-mediated cytotoxicity, those
from the third block of the IGHC locus (IgG,, 1gGy, and IgA,)
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have increased neutralization activity.”®®’ If such differences
hold functional relevance, sequential production of distinct IgG
and IgA subclasses through life might lead to a more tolerogenic
response in adults versus children, with a potential for lower ex-
pansions of terminally switched MBCs with increasing age.

In addition to massive PC production during the first year of
life, vaccination does not mount a sustained immune response in
infants, particularly against encapsulated bacteria.** This sug-
gests that the immaturity of the secondary B-cell response in in-
fants might be related not only to a lower number of circulating
MBCs but also to the ability of these MBCs to respond against
different stimulatory conditions. In fact, MBCs from CB, new-
borns, and infants less than 2 years of age showed significant
phenotypic differences to those of children older than 2 years
and adults; such differences involved functional markers poten-
tially associated with maturation of other cellular and soluble
components of the immune system. Thus in line with the absence
of organized germinal centers during fetal life and in new-
borns,®' % the very few switched MBCs detected in CB and new-
borns lacked CD27, a molecule that has been previously
associated with T-dependent germinal center B-cell re-
sponses.”> ! Further expansion of CD27 " MBCs during the first
year of life occurred in parallel with an increased proportion of
CD21 (C3d receptor) MBCs with a limited ability to respond
to polysaccharide-complement complexes.®*® The fact that
within naive B cells the percentage of CD21 ~ cells remains stable
with age and shows a comparable in vitro response to polysaccha-
ride antigens in children and adults®’ suggests that external fac-
tors affecting antigen recognition might increase the production
of C3d receptor—deficient MBCs in children of around 1 year of
age when serum C3 levels reach adult-like values.®® Thus the
limited availability of C3d and C3d-antigen complexes in infants
less than 1 year old because low serum C3 levels®” might
contribute to reduced signaling for expression of this receptor dur-
ing antigen recognition. In line with this, other age-related pheno-
typic subsets of MBCs have been previously reported, such as the
“atypical” MBCs and the minor population of CD11c™ (iC3b re-
ceptor) B cells,”’”’? which overlapped here with CD21 ™~ cells both
in children and adults (see Fig E7 in this article’s Online Repos-
itory at www.jacionline.org), as well as in other studies.”’
Although we did not confirm here in human subjects previous ob-
servations about the potential expansion of atypical
CD27 CD21 MBCs or other CD21 " subsets of B cells in
elderly subjects (see Fig E8 in this article’s Online Repository
at www.jacionline.org), there might be additional phenotypic
markers that might contribute to better understand B-cell immu-
nity at advanced ages.

Altogether, these results suggest that maturation of other
components of the immune response (eg, complement levels
and germinal centers in lymphoid tissues) potentially contribute
to determine the number of MBCs generated and their phenotype
and consequently also their functional abilities. However, the
effect of these environmental costimulatory signals might also be
influenced by the position of the IgH isotype in the IGHC gene
because, independent of age, a higher proportion of CD27 " and
CD21 MBCs was observed among those B-cell compartments
expressing upstream IgH isotypes (eg, IgG3) versus those display-
ing IgH subclasses located at the end of the IGHC gene (eg, IgG,).

Overall, our results support the notion that despite serum IgH
levels possibly provide important information about the long-
lived steady-state PCs that accumulate in BM, they are not enough
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to fully understand the humoral immunocompetence status of a
subject. PCs in PB emerge as a robust earlier sensor of actual
ongoing immune responses, whereas progressive accumulation of
MBCs expressing IgH isotypes and subclasses encoded by the
downstream part of the IGHC locus reflect potential terminal
sequential class-switching and accumulation of MBCs expressing
more tolerogenic isotypes at more advanced ages, as also
confirmed by very preliminary data on longitudinal changes in
children (see Fig E9 in this article’s Online Repository at www.
jacionline.org). Additionally, we provide normal reference values
for PCs and MBCs expressing different IgH isotypes and sub-
classes that, once confirmed in larger longitudinal series of sub-
jects from different genetic and geographic backgrounds, might
be of value in future studies in patients with multiple disease con-
ditions, particularly immunodeficiency, inflammation, allergy,
autoimmunity, and infection.

Key messages

o Distinct age-related production patterns are observed for
PCs, MBCs, and immunoglobulin plasma levels.

e PCs, MBCs, and antibodies of different IgH isotypes cor-
responding to the different IGHC gene blocks peak at
distinct ages, likely reflecting consecutive cycles of IgH
class-switch recombination through life.
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Articulo 3

La diseccion de los defectos de las poblaciones de linfocitos B de
memoria y células plasmaticas que expresan diferentes subclases de
inmunoglobulinas proporciona una base sélida para una (nueva) re-

clasificacion de la IDVC y de los déficits de subclases de
inmunoglobulinas
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Introduccién. Las IDP-Ac son un grupo heterogéneo de enfermedades caracterizadas
fundamentalmente por una produccion deficitaria de 21 isotipo(s) o subclase(s) de Ig(s), cuya
clasificacidn se basa (principalmente) en el isotipo o subclase afectado. En conjunto, las IDP-Ac
suponen la mayoria (50-70%) de las IDP. Desde el punto de vista clinico, estos pacientes
muestran un comportamiento variable, desde casos en los que la enfermedad permanece
asintomatica durante toda la vida, hasta otros en los que se manifiesta bajo la forma de
infecciones bacterianas graves, autoinmunidad y/o organomegalias. En estos pacientes, el
posible defecto genético subyacente solo se conoce en <10% de los pacientes, lo que ha
reforzado el papel del estudio de las subpoblaciones linfocitarias de SP mediante citometria de
flujo, en el diagndstico y clasificacion de este grupo de IDP, habiéndose asociado la existencia
de alteraciones en las distintas poblaciones de linfocitos B de SP, especialmente el descenso de
los linfocitos B de memoria con cambio de isotipo, con una mayor frecuencia de casos

sintomaticos.

Objetivo. El objetivo de este trabajo se centrd en identificar las posibles alteraciones numéricas
de las distintas poblaciones de linfocitos B y CPs de SP, incluyendo aquellas que expresan
diferentes isotipos y subclases de Igs, en pacientes con IDVC, déficit de subclases de IgG asociado
a déficit de IgA y déficit selectivo de IgA, y su relacién con el comportamiento clinico de la

enfermedad.

Muestras, materiales y métodos. En conjunto, se incluyeron en el estudio un total de 111
pacientes con IDP-Ac (47 con IDVC, 59 con déficit selectivo de IgA y 5 con déficit de subclases de
IgG asociado a déficit de IgA), y 140 donantes sanos pareados por grupo de edad (4-5 afios, 6-9
afios, 10-17 afos, 18-39 afios, 40-59 anos, 60-79 afios y >80 afios). En todos los pacientes y
controles se obtuvieron muestras de SP que fueron analizadas mediante citometria de flujo,
utilizando el panel de Acs dirigidos frente a los distintos isotipos y subclases de Igs y protocolos

validados previamente. En cada muestra se analizaron un minimo de 5 millones de leucocitos,
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empleando un citdmetro de flujo Fortessa X-20. Los pacientes fueron clasificados de acuerdo a
los defectos observados en las subpoblaciones de células B correspondientes a distintos estadios
madurativos y definidos por el isotipo y subclase de Ig (IgM, IgD, 1gG1-4, IgA1-2) expresada,
correlacionando dichos patrones de alteracién con el subtipo diagnéstico y las manifestaciones

clinicas de la enfermedad.

Resultados. En todos los pacientes diagnosticados de IDP-Ac se detectaron alteraciones en al
menos una poblacién de linfocitos B de memoria y/o CPs de SP, respecto a los valores normales
de referencia para su grupo de edad. Entre los pacientes con déficit selectivo de IgA, las
alteraciones encontradas estaban restringidas a los compartimentos de linfocitos B de memoria
y de CPs IgA*. Aunque la practica totalidad de pacientes con déficit selectivo de IgA presentaban
un defecto severo de CPs IgA*, se identificaron dos grupos bien definidos de pacientes con
distinto comportamiento clinico, dependiendo del grado de afectacion de los linfocitos B de
memoria IgA*. Asi, aquellos pacientes con un déficit selectivo de IgA que presentaban mayor
grado de afectacién de los linfocitos B de memoria IgA*, presentaron mayor frecuencia de
infecciones no respiratorias y de autoinmunidad especifica de érgano, ademas de una

prevalencia de antecedentes familiares de IDP-Ac mas elevada.

A su vez, los pacientes con déficit de subclases de 1gG asociado a déficit de IgA y con
IDVC mostraron, ademas de las alteraciones tipicas del déficit selectivo de IgA, distintos perfiles
de afectacion de diferentes subpoblaciones de linfocitos B y CPs IgG*, y, con menor frecuencia
también de memoria IgM*™*D", linfocitos B naive y linfocitos B inmaduros/transicionales. Asi, de
acuerdo con el patrén de alteracidn de los niveles séricos de Acs, todos los pacientes que
presentaban déficit de subclases de IgG asociado a déficit de IgA presentaban un descenso
significativo del numero de linfocitos B de memoria IgA* e 1gG2*, asociado en 2 de los 5 casos
analizados, a CPs detectables en SP. Por el contrario, todos los pacientes diagnosticados de IDVC

carecian de CPs de isotipo IgG e IgA en frecuencia superiores a 0,01 células/pul. Sin embargo, en
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funcién de las alteraciones observadas en las subpoblaciones linfocitos B de memoria, pudimos
subclasificar los pacientes en 6 grupos, segun los isotipos y subclases de inmunoglobulina
afectados: i) Grupo 6, casos con un descenso marcado de todas las subpoblaciones de linfocitos
B de memoria; ii) Grupo 5, pacientes que presentaban un déficit numérico de linfocitos B de
memoria CD27* con valores casi normales de linfocitos B de memoria CD27" IgG37; iii) Grupo 4,
pacientes que carecen de linfocitos B de memoria con cambio de isotipo; y iv) casos que
presentaban linfocitos B de memoria con IgG3* e IgG1* y sin cambio de isotipo (IgM**D*) en
ausencia (Grupo 3) y; v) en presencia (Grupo 2) de linfocitos B de memoria IgG2*; y vi) Grupo 1,
casos que presentaban ademas linfocitos de memoria IgA1*. Estos diferentes patrones de
alteracién celular se asociaban con distintos perfiles de manifestaciones clinicas. Asi, los
pacientes que mantenian linfocitos B de memoria IgM*D*, 1gG3* e IgG1* circulantes,
presentaban una clinica mas leve, respecto a los que mostraban un déficit de estas poblaciones
B. En concreto, los pacientes que no tenian linfocitos B de memoria circulantes con cambio de
isotipo, se caracterizaron por una mayor frecuencia de enteropatia y citopenias autoinmunes,
mientras que los casos que presentaban un déficit numérico de todos los tipos de linfocitos B de
memoria CD277, asociado a valores (casi) normales de IgG3", presentaban con mayor frecuencia
hepatomegalia y autoinmunidad especifica de érgano. Asi mismo, los pacientes con un marcado
descenso en el numero de linfocitos B de memoria de todos los isotipos, presentaban un
fenotipo clinico mixto entre los dos grupos anteriores, con elevada frecuencia de enteropatia,
citopenias autoinmunes y hepatomegalia, asociadas a mayor prevalencia de bronquiectasias y

granulomas.

Conclusiones. El andlisis detallado de los distintos compartimentos de linfocitos B y CPs de SP
de acuerdo al isotipo y subclase de IgG1-4 e IgA1-2 que expresan, junto a su estadio madurativo,
mediante citometria de flujo de alta sensibilidad (<10°), permite identificar perfiles
caracteristicos de alteraciones de dichas poblaciones de linfocitos B y CPs, asociadas a distinto

comportamiento clinico. Globalmente, las CPs de SP serian el compartimento de células B mas
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sensible para el diagndstico de IDP-Ac, mientras que el andlisis de las distintas subpoblaciones
de linfocitos B de memoria, definidas de acuerdo al isotipo y subclase de Ig que expresan,
permitiria discriminar entre grupos de pacientes con IDP-Ac que presentan distinto
comportamiento clinico, proporcionando la evaluacién de estas poblaciones de células B,
informacién complementaria a la obtenida con el estudio de los niveles séricos de Acs,
contribuyendo a entender mejor la patogénesis de las IDP-Ac y a mejorar su diagnéstico,
clasificacién y monitorizacién, especialmente en aquellos casos que han sido tratados con Igs de

sustitucion.
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Dissection of defects in memory B-cell and plasma cell subsets
expressing different immunoglobulin subclasses provides basis
for (new) re-classification of CVID and Ig-subclass deficiencies.
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ABSTRACT

Background. Predominantly antibody deficiencies (PAD) are the most prevalent primary
immune deficiencies, but the B-cell defects and underlying genetic alterations remain largely
unknown.

Objective. We investigated PAD patients for the distribution of 41 blood B-cell and plasma cell
(PC) subsets, including subsets defined by expression of distinct immunoglobulin heavy chain
(IgH) subclasses.

Methods. Blood samples from 111 PAD patients —47 common variable immunodeficiency
(CVID), 59 selective IgA-deficiency (IgADef) and 5 IgG subclass deficiency with IgA deficiency
(IlgG/Adef)— and 140 age-matched controls were studied by flowcytometry using EuroFlow IgH-
isotype stainings. Patients were classified according to their B-cell and PC immune profile and
the obtained patient clusters were correlated with clinical manifestations of PAD.

Results. Decreased counts of blood PCs and/or memory B-cells (MBCs) expressing distinct IgA-
and IgG-subclasses were identified in all PAD patients. In IgADef patients, B-cell defects were
mainly restricted to surface-membrane(sm)IgA® PCs and MBCs with two clear subgroups
showing strongly decreased smiIgA*PCs with mild vs. severe smIgA*MBCs defects and higher
frequencies of non-respiratory infections, autoimmunity, and affected family members.
IgG/Adef and CVID patients showed defects in both smlgA* and smlgG* MBCs and PCs. Absence
of switched-PCs was systematically found in CVID with six different defective MBC (and clinical)
profiles: i) profound decrease of MBCs; ii) defective CD27*MBCs with almost normal IgG3* MBCs;
iii) absence of switched-MBCs; and iv) presence of both unswitched and switched-MBCs without
and; v) with IgG2*MBCs; and vi) with IgA1*MBCs.

Conclusion. Distinct PAD defective B-cell patterns were identified which are associated with

unique clinical profiles.
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Key messages.

e Evaluation of blood B-cells and plasma cells expressing distinct immunoglobulin
subclasses provides a new highly-sensitive approach for identification of specific B-cell
defects of diagnostic relevance in patients with predominantly antibody deficiencies.

e Detailed dissection of blood memory B-cell and plasma cell subsets expressing different
immunoglobulin subclasses, identifies distinct deficient immune profiles in patients with
primary antibody deficiencies, which correlate with both the diagnostic subtype and

clinical manifestations of the disease.

Capsule summary. Dissection of the blood plasma cell and memory B-cell compartments and
their immunoglobulin-subclass expression patterns in predominantly antibody deficiencies
shows unique B-cell defective profiles associated with the diagnostic subtype and clinical

manifestations of the disease.

Key words. Immunodeficiency, primary antibody deficiency, selective IgA deficiency, CVID,
immunophenotyping, immunoglobulins, Ig-subclasses, memory B-cells, plasma cells, flow

cytometry, diagnosis, classification.

Abbreviations. Ab: antibody; CVID: common variable immunodeficiency; HD: healthy donor; Ig:
immunoglobulin; IgH: immunoglobulin heavy chain; IgG/Adef: IgG subclass deficiency with IgA
deficiency; GC: germinal center; MBC: memory B-cell; PAD: predominantly antibody deficiency;
PC: plasma cell; PID: primary immune deficiency; IgAdef: selective IgA deficiency; SOP: standard

operating procedure.
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INTRODUCTION

Predominantly antibody deficiencies (PADs) are the most prevalent primary
immunodeficiencies (PIDs; 50-70% of all PIDs),%* and comprise a heterogeneous spectrum of
disorders with defective production of >1 immunoglobulin (Ig)-isotype and/or Ig-subclass; the
underlying pathogenic mechanisms remain largely unknown.>? Current classification of PAD
strongly relies on the affected serum Ig-heavy chain (IgH) isotype(s) and subclass(es) levels and
includes: 1) selective IgA-deficiency (IgAdef) characterized by an isolated defect of serum IgA
(prevalence: =1:100-1,000 individuals); 3> 2) lIgG-subclass deficiency with IgA-deficiency
(IgG/Adef) with reduced IgA and >1 IgG-subclass serum levels (15-20% of IgA-deficiencies);®
and, 3) common variable immunodeficiency (CVID), characterized by low (total) IgG serum
levels, decreased IgA and/or IgM, and a more severe clinical presentation, but a lower
prevalence (=1:25,000-50,000 individuals).*> Although recurrent bacterial infections of the
respiratory tract are the clinical hallmark of PADs, clinical manifestations vary substantially
among individual patients, from (almost) asymptomatic cases, to patients presenting with
recurrent severe infections associated with other non-infectious disorders, e.g. autoimmunity,
allergy, lymphoproliferation, lymphadenopathy, splenomegaly, hepatomegaly, enteropathy and
granulomatous disease.®’"1% Of note, asymptomatic individuals who present with low/absent
serum IgA, while diagnosed as IgAdef by the International Union of Immunological Societies
(1UIS), do not fulfill the European Society for Immunodeficiencies (ESID) diagnostic criteria for

IgAdef.’

Despite extensive efforts, genetic (i.e. monogenic) alterations responsible for PADs are
detected in <10% cases.*! In such setting, altered distributions of distinct blood B- and T-cell
subpopulations by flowcytometry might provide key (complementary) diagnostic information,
particularly for patients with low serum antibody (Ab)-isotype levels and non-specific clinical
features.>'#13 |n addition, several controversial results have been reported in CVID concerning

the potential association between specific B-cell alterations —-e.g. decreased (relative) numbers

-119-



of CD27* (antigen-experienced) switched-B-cells in blood- and relevant clinical manifestations,

such as splenomegaly, granulomatous disease and autoimmunity,** 18

while preservation of
CD27* class-switched memory B-cells (MBCs) has been considered as a surrogate marker for the
ability to respond to vaccination.® Similarly, decreased CD27* (antigen-experienced) switched-B-
cell counts in blood have been associated with a worse clinical outcome in IgAdef,'® while
decreased percentages of CD21* B-cells and an increased proportion of immature/transitional

B-cells, have both been correlated to distinct CVID clinical profiles.'>&20

Despite the above B-cell subset correlates, the actual clinical relevance of such B-cell
defects in PAD still remains elusive. This is probably due to the limited number of B-cell
populations investigated in most studies. For example, in many studies focused on antigen-
experienced B-cells, no distinction is made between (relative long-living) MBCs and (newly-

generated) circulating plasma cells (PCs)*1>19

and very few reports have investigated the
precise relationship between defects in specific IgH-isotypes and the number of blood B-cells
and PCs that express them.?%?2 Moreover, no study has investigated so far the IgG1-4 and IgA1-
2-subclass distribution within the PC and MBC compartments of PAD patients. Finally, most
reports on B-cell compartments in PAD, do not consider (normal) age-associated variations, and
only a few studies subdivided healthy donors (HD) and PAD patients into a few (n=3-4) age-
groups.t’2%22 However, age-matched reference values are of utmost importance because PAD

1,7,9,13

can present at any age and major age-related differences exist in the distribution of blood

B-cell subsets throughout life.

Here we investigated for the first time, the distribution of 41 distinct blood B-cell and PC
subsets in 111 PAD patients vs. 140 age-matched controls. Based on the B-cell and PC defects
encountered, eight distinct defective immune profiles were identified, which are associated with

both the diagnostic subtype and clinical manifestations of PAD.
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METHODS

Patients and controls. Overall, 111 PAD patients® (mean age: 32+19y; range 4-87y) and 140 HD
(mean age: 39+26y; range: 4-90y), were studied. PAD patients were subclassified by the 1UIS*
and ESID criteria® into: 59 and 34 IgAdef (mean age, 26+20y), respectively, 5 IgG/Adef (mean
age, 3311ly) and 47 CVID (mean age, 41+17y) cases. Twenty-five asymptomatic IgAdef
individuals (mean age, 24+15y) with serum IgA <7 mg/dL, did not fulfill the ESID criteria® for
IgAdef (e.g. no increased susceptibility to infections, autoimmunity or affected family members).
From each subject, EDTA-anticoagulated blood samples were collected after informed consent
was given by each individual and/or their legal representatives. The study was approved by the

local ethics committees.

Flowcytometric identification of blood B-cells and their subsets. Total B-cell counts and the
distribution of 41 distinct B-cell subsets were analyzed by flowcytometry, after staining 10’
nucleated cells with the EuroFlow 12-color IgH-isotype B-cell tube (Supplementary Table 1) and

bulk-lyse standard operating procedure (SOP) (www.EuroFlow.org), as described elsewhere.?42>

Per sample, >5x10° leukocytes were measured in an LSR-Fortessa X-20 flowcytometer
-Becton/Dickinson Biosciences (BD), San José, CA-. Instrument set-up and calibration was

performed according to the EuroFlow SOP (www.EuroFlow.org)?. For data analysis, the Infinicyt

software (Cytognos S.L., Salamanca, Spain) was used.

CD19" B-cells and PCs were both identified by their low-to-intermediate forward (FSC)
and sideward (SSC) light scatter properties, and subsequently subclassified into 41 different
subpopulations based on their maturation stage and the expression of distinct IgH-isotypes and
IgH-subclasses, as previously described?® (Supplementary Figure 1). First, the following B-cell
subpopulations were defined based on their staining profile for CD19, CD38, CD24, CD21, CD27,
CD5, surface membrane (sm)igM and smligD: i) CD27°CD38"CD24"CD5*smlgM*™D*

immature/transitional B-cells; and i) CD27'CD38CD24"CD5"'smIgM*IgD** naive B-
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lymphocytes; iii) CD27*CD38°CD5CD24"smIgM**D* unswitched-MBCs; iv) CD27*/CD38"°CD5
CD24"'smIgM D" switched-MBCs; and, v) CD27**CD38"CD5CD21°CD24 PCs. MBCs and PCs were
further subclassified according to their IgH-isotypes and IgH-subclasses into: i) smigM*™D?,
smlgD*-only, smlgAl*, smigA2*, smigG1*, smigG2*, smlgG3* and smlgG4* MBCs, and ii) smigM*-
only, smigD*-only, smlgA1*, smIgA2*, smigG1*, smlgG2*, smlgG3* and smlgG4* PCs, respectively.
The above subpopulations of naive B-lymphocytes and MBCs were further subsetted based on
CD21 (CD21* vs. CD21 naive and MBCs subsets), and CD27 expression (CD27* and CD27- MBCs)

(Supplementary Figure 1).

Statistical analyses. Statistical analyses were performed with either R (v3.2.3; https://www.r-
project.org/)?’ or the SPSS (SPSS v23.0, IBM, Armonk, NY) software packages. To investigate the
statistical significance (set at P-values <0.05) of differences observed between groups, the
McNemar’s and Fisher—exact tests for categorical variables and the Mann-Whitney-U test for
continuous variables, were used. Unsupervised clustering analysis of patient data based on the
K-means learning algorithm?® and Euclidean distances was performed using blood B-cell subset
counts normalized by age-group (Supplementary Table 2), based on (previously reported)
reference values?*~logyo (patient value/minimum normal value)—; age-normalized values per
patient and B-cell/PC subset were represented in heatmaps using gplots (R-package).?
Whenever, B-cell-and PC-subset counts were below the method’s limit of detection (LOD)
(<0.01 cells/uL) for more than one HD age-group —lower limit in normal (LLN)<LOD- they were

excluded from analysis.
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RESULTS

Blood distribution of the major (maturation-associated) subpopulations of B-cells and PCs.
Total B-cell and PC counts were significantly decreased in most CVID patients (51% and 98%,
respectively) vs. age-matched HD. In contrast, decreased PC numbers with normal B-cell counts
were found in 80% IgG/Adef and 46% IgAdef cases (P<0.001 vs. CVID) (Figure 1; Supplementary
Table 3). In fact, the majority of CVID (92%) and 1gG/Adef (60%) patients showed no PCs in blood,

while PCs were detected (20.07 PCs/uL) in every IgAdef case.

Abnormally low MBC counts were observed in most CVID patients (70%), with
undetectable MBCs (<0.01 MBCs/uL) in 17% of cases, while all IgG/Adef (P=0.004 vs. CVID) and
virtually all IgAdef (91%; P<0.001) individuals had normal MBC counts. Immature/transitional
and naive B-lymphocytes were decreased in a smaller fraction of PAD cases —34% and 34% in
CVID, 20% and 0% in 1gG/Adef, and 12% and 2% in IgAdef patients, respectively- mostly at the
expense of CD21'B-cells (Figures 1-2; Supplementary results; Supplementary Figure 2;
Supplementary Table 3), with only 11% and 4% of CVID patients showing undetectable

immature/transitional and naive B-cells, respectively (Figure 1; Supplementary Table 3).

Blood distribution of MBCs and PCs expressing distinct IgA-subclasses. Reduced smligAl*
and/or smlgA2* PC counts were found in virtually all PAD patients (Figure 1; Supplementary
Table 3): 100% of CVID and IgG/Adef cases, and 97% of IgAdef patients. Interestingly, while
smigAl* and smIgA2* PCs were both undetectable in all CVID and IgG/Adef patients, residual
smigA* PCs were found in 39% of IgAdef cases, such cells corresponding to both IgA-subclasses
in 27% cases, to smlgAl™-only in 10% and to smIgA2*-only in 2% IgAdef patients. In line with
these findings, reduced smlgAl1* and/or smigA2* MBC counts were also observed in virtually all
CVID (98%), 1gG/Adef (100%) and IgAdef (98%) patients, being absent in most CVID (92%) and
IgG/Adef (100%) cases, while present in 49% of IgAdef cases, corresponding to both smigA1* and

smlgA2® MBCs in 37% cases, and to smigAl*-only in 12% IgAdef patients (Figure 1;
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Supplementary Table 3).

Blood distribution of MBCs and PCs expressing different 1gG-subclasses. None of the CVID
patients showed circulating smlgG*PCs (<0.01 cells/ul -Supplementary Figure 3; Supplementary
Table 3-). In contrast, smIgG*PCs were present in 40% of 1gG/Adef and 90% of IgAdef patients
(P=0.01), with normal total smlgG*PC counts in 40% and 71% cases, respectively. Moreover, in
most CVID patients smlgG*MBCs were decreased (87%) or absent (30%), whereas such decrease
was seen in only 10% of IgAdef and 0% of I1gG/Adef cases. When dissected by IgG-subclasses,
CVID patients more frequently showed decreased or absent smigG2* (94% and 70%,
respectively) than smigG1* (89% and 40%, P>0.05 and P<0.001, respectively) and smigG3* MBCs
(53% and 30%, respectively; P<0.001). Conversely, all IgAdef patients had smigG1-3*"MBCs, each
subset being decreased in <9% patients. In turn, I1gG/Adef patients systematically showed
decreased smlgG2*MBC counts with normal smlgGl® and smlgG3® MBC numbers

(Supplementary Figure 3; Supplementary Table 3).

Altered blood distribution profiles of B-cell and PC subsets. Unsupervised clustering analysis
identified five major immune profiles of alteration of B-cell and PC subset counts in PAD patients,
which closely related to the IUIS diagnostic categories of PAD (Figure 2A).* Thus, IgAdef cases
split between the PAD-1 and PAD-2 clusters and IgG/Adef between the PAD-2 and PAD-3 groups,
while CVID cases fell into the PAD-3, PAD-4 and PAD-5 clusters with four outliers in PAD-1 and
PAD-2 (Figure 2A). In detail, PAD-1 included 30 patients with reduced but detectable smIgA*PCs
or smIigA*MBCs (smIgA*MBCs range: from 10-fold below the LLN to virtually normal counts):
27/30 PAD-1 cases previously diagnosed as IgAdef, and three CVID patients with no PCs but
detectable IgA1* and IgA2* MBCs and virtually normal 1gG1-3* MBCs counts. PAD-2 was
characterized by severely decreased smIgA*MBCs (=30 times below the LLN; absent in 33/35
patients) and absence of smIgA*PCs, but (similarly to PAD-1) virtually normal smlgG1-3*MBC

counts; this PAD-2 cluster included 32 IgAdef patients, 2 IgG/Adef cases and one CVID patient
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who lacked PCs and smIgA*MBCs, but had normal smigG*MBC numbers. PAD-3 cases consisted
of 22 CVID (88%) and 3 IgG/Adef (12%) patients with either undetectable switched-PCs (both
IgG* and IgA* PCs) and severely decreased smlIgA1*/A2*MBCs (absent in 21/25 cases), but
presenting with a heterogeneous defect on IgG*MBCs, consisting of severely reduced
smlgG2*MBCs (absent in 14/25), with a milder decrease of smlgG1* (80% of cases) and smIgG3*
(20%) MBC counts. Finally, all PAD-4 and PAD-5 patients were CVID who had undetectable (8/11
cases) or severely reduced IgG;" and IgG,* MBCs (PAD-4), or no MBCs (PAD-5), except for two of

these later cases that showed detectable IgG3*MBCs at levels <12-fold below the LLN.

IgAdef blood B-cell and PC immune profiles. IgAdef patients split in two subgroups with
different patterns of alteration of smIgA*MBCs (Figure 2B): present in IgAdef-1, while virtually
absent in IgAdef-2 cases (Figure 3B). Interestingly, these two subgroups did not show a strong
association with the ESID diagnostic criteria® for clinical IgAdef, met in 35% of IgAdef-1 cases vs.
65% of IgAdef-2 cases (P>0.05) (Supplementary Table 4A). Of note, IgAdef-1 cases were older
than IgAdef-2 patients both at the time of analysis (31+20y vs. 18+13y, respectively; P=0.01) and
at diagnosis (28+20y vs. 16114y, respectively; P=0.04), with a similar male/female distribution.
Despite no differences were observed in IgM serum levels at diagnosis, serum 1gG was slightly
lower in slgADef-1 (1,285+324 vs. 1,477+248 mg/dl). In turn, while around one third of both
IgAdef-2 and IgAdef-1 had past history of recurrent respiratory infections at presentation, the
IgAdef-2 showed a higher frequency of other (recurrent) infections (19% vs. 0%, respectively;
P=0.02), tissue-specific autoimmunity (28% vs. 7%, respectively; P=0.04) and other family

members affected (22% vs. 0%, respectively; P=0.02) (Figure 4A; Supplementary Table 5).

CVID blood B-cell and PC immune profiles. Overall, 6 subgroups of CVID (CVID-1 to CVID-6) with
different patterns of altered B-cell subsets and complete absence of switched-PCs, were
identified (Figure 2C; Figure 3C). CVID-1 and CVID-2 included patients with both detectable

smlgMD* MBCs and switched-MBCs of all smlgG1-3 subclasses, CVID-1 patients also presenting
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either normal or slightly reduced IgA1* MBCs. In contrast, CVID-3 showed a more severe smlgG2*
MBC defect (at least 3-fold below the LLN) frequently (12/15 cases) with undetectable
smligG2*MBCs (<0.01 cells/ul). CVID-4 patients had no switched-MBCs. CVID-5 patients showed
more severe defects involving all CD27*MBC subsets (210-fold below the LLN), but almost
normal CD27 smlgG3*MBC counts. Finally, CVID-6 cases had severely decreased switched- and

unswitched-MBCs including <0.06 1gG3*MBCs/ul (=12-fold below the LLN) (Figures 2C and 3C).

Overall, a close association between the CVID-1-6 clusters and the EUROclass
classification of CVID® was observed. EUROclass smB* patients were subclassified here into the
CVID-1 (50%), CVID-2 (25%) and CVID-3 (25%) clusters, depending on their normal vs. low smlgA*
and smlgG2* MBC counts. EUROclass B patients were included in our CVID-6 cluster, except for
two cases with <1% PB B-cells but preserved MBC counts, thereby classified here as CVID-4 and
CVID-5, respectively. However, EUROclass smB™ patients split across the different CVID-2-6
clusters: CVID-2, 10%; CVID-3, 45%; CVID-4, 16%; CVID-5, 19%; and CVID-6, 10% of smB" cases
(Figure 2C; Supplementary Table 4B). Inclusion of other EUROclass parameters, like CD21
expression (Supplementary Table 4B) or immature/transitional B-cell counts did not result in
significantly different distributions of smB™ patients across our CVID-1-6 clusters (data not

shown).

A similar age, gender distribution and frequency of recurrent infections (75% to 100%)
was observed among the CVID clusters, except for CVID-6 patients, who were significantly older
than CVID-2 and CVID-3 cases (P<0.04). In addition, no differences were observed regarding
serum Ig at diagnosis, except for lower IgM levels in CVID-1 vs. CVID-2 cases (P=0.03) and similar
clinical manifestations were observed among patients with preserved smigG1*MBCs (CVID-1,
CVID-2 and CVID-3 cases). Interestingly, 67% of CVID-4 patients showed autoimmune cytopenias
—-absent in both CVID-1 and CVID-2 cases and infrequent (8%) in CVID-3; P=0.02- and they more

frequently had enteropathy (67% vs. 0% in CVID-2, P=0.04). In contrast, CVID-5 patients very
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frequently had hepatomegaly (57% vs. 0% in CVID-3; P=0.009) and tissue-specific autoimmunity
-67% vs. 0% in CVID-4 (P=0.03) and 10% in CVID-6 (P=0.04)-. Finally, CVID-6 cases displayed a
mixed clinical profile between CVID-4 —enteropathy: 78% vs. 0% in CVID-2 (P=0.01) and 17% in
CVID-3 (P=0.008); and autoimmune cytopenias (50% vs. 8% in CVID-3; P=0.04)- and CVID-5 cases
-high frequency of hepatomegaly (56% vs. in 0% in CVID-3; P=0.006)-together with a high
frequency of bronchiectasis (80% vs. 25% in CVID-3 (P=0.02) and 14% in CVID-5 (P=0.01). All

cases with granuloma clustered in this CVID-6 group (30%) (Figure 4B; Supplementary Table 6).

DISCUSSION

Current IUIS and ESID guidelines for diagnosis and classification of PADs relies on Ab
serum levels, response to vaccination and clinical manifestations of PAD,*>” in the absence of
well-defined genetic markers.3%3! Although the number of affected serum Ab-isotypes provides
arough estimation of PAD patients’ susceptibility to suffer from less (e.g. IgAdef) vs. more severe
(CVID) disease complications in the short-term,*® it cannot accurately predict for longer-term
outcome of individual patients within each PAD subgroup. B-cell maturation-associated defects
identified by flowcytometry have proven useful for the diagnosis and classification of CVID
patients,>'#2 because they more precisely reflect the medium-term B-cell-associated protective
potential, than their corresponding serum Ab-isotype levels. However, such B-cell defects have
been poorly explored in IgG/Adef and IgAdef patients,'*32 while the blood distribution of B-cells
and PCs expressing distinct Ig-subclasses has never been investigated so far, neither in CVID nor
in IgAdef. Here we investigated for the first time, the Ig-isotype and Ig-subclass distribution of
MBCs and PCs in blood of PAD patients, and correlated the altered immune profiles identified,
with the diagnostic subgroups and clinical manifestations of the disease. Since the blood B-cell
compartment is highly dynamic along an individual’s lifetime, 233736 B-cell defects were defined
per age-group.

Every CVID, IgG/Adef and IgAdef patient showed decreased counts for >1 B-cell subsets.

This contrasts with previous flowcytometry studies that detected B-cell defects in only 6-86% of
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PAD patients, namely 77%-86% in CVID,*1>18.20.2237.38 6ot _259% in IgAdef'®3? and 30% in selective

).38 This high frequency of B-cell defects most

lgG-subclass deficiency (with or without IgAdef
likely reflects the more detailed dissection of the blood B-cell and PC compartments, together
with the higher sensitivity of our vs. previous methods, and/or the use of age-matched reference
ranges.

Recently-produced, short-lived blood PCs,3 particularly IgA*PCs, emerged as the most
sensitive population for diagnosis of PAD, followed by switched and non-switched MBCs, with
progressively more severe immunological defects in the spectrum of IgAdef to 1gG/Adef and
CVID. Thus, decreased smigA1* and/or smigA2* PC counts were found in all PAD patients, except
in two IgAdef cases who showed reduced smlgAl* and smigA2* MBCs. In addition, decreased
total and/or switched-PCs emerged as a hallmark of CVID, in line with previous BM and lymph
node findings.*>*10f note, IgAdef patients showed cellular defects typically restricted to smIgA*
PCs and MBCs, without significant alterations of total smigG* MBC and PC counts, which were
restricted to the more severe IgG/Adef, and particularly, CVID cases. Nevertheless, compared to
a previous study?! where <10% IgAdef patients had smIgA*MBCs, a greater percentage of our
IgAdef cases showed circulating smIgA*MBCs (x50%) and/or PCs (=40%). This discrepancy is
probably due to the greater sensitivity of our EuroFlow strategies and methods with >5x10° (vs.
5x10%) cells analyzed?!. Our findings are in line with previous studies demonstrating Sa-switch
recombination in blood B-cells from 2/4 IgAdef patients.*? Interestingly, IgAdef cases that
showed a preserved IgA-switching capacity, displayed a milder clinical phenotype, with less risk-
factors for CVID progression (e.g. autoimmunity),*® but a similar prevalence of recurrent
respiratory infections. Altogether, these findings suggest that detailed evaluation of blood B-cell
and PC defects, might contribute to an improved classification and clinical management of
IgAdef patients.

Complete lack of blood switched PCs was the hallmark of CVID. Whereas reduced

numbers of switched-MBCs have been extensively reported in CVID,* 161820 this is the first time
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that these cells were dissected at the Ig-subclass level, similarly to what is routinely done for
serum IgGi.4 levels. Progressive deterioration in IgG-switching capacity was observed in MBCs of
CVID patients, which directly correlated with their consecutive location in the IGHC gene locus:
IlgM<IgG3<IgG1<IgG2. In line with these results, Piqueras et al.** showed a similar pattern of
reduced mRNA expression for the different Ig-isotypes/Ig-subclasses:
IgM>IgG32IgG1>IgG2>IgAl>IgA2>IgG4. At present, it is well-established that downstream IgG-
subclasses are produced, at least in part, by consecutive switching of B-cells during repeated
rounds of (MBC) response,** leading to a greater frequency of somatic hypermutation**#647
and switch regions bearing remnants of indirect class-switching®® in cells expressing downstream
Ig-isotype/Ig-subclasses. Interestingly, we recently identified a similar pattern of sequential
production of MBC expressing distinct Ig-subclasses during lifetime 23. These findings, together

with recent observations using genome-wide sequencing approaches, suggest that consecutive

switching along the IGHC locus might deteriorate in PAD, possibly due to combined

48-50 51-54

hypomorphic/deleterious  variants, haploinsufficient  genes and epigenetic
modifications® involving B-cell response pathways, rather than a single genetic defect.
Progressive deterioration of sequential class-switching along the IGHC locus, along with reduced
MBC and lack of PC, lead to a progressively more restricted repertoire and decreased functional

capacity of MBCs expressing downstream IgG-subclasses.

Previous flowcytometry approaches typically excluded CVID patients with <1% B-cells
from analysis, due to insufficient B-cell numbers for robust dissection of its major subsets.?>1®
Our high-sensitive approach allows detection of low numbers of blood MBCs and PCs expressing
IgG1-4 and IgA1-2 subclasses, showing that most CVID patients retain the ability for class-
switching, including the great majority (>70%) of smB™ cases presenting with dramatically
reduced switched-MBCs.*® This is consistent with more laborious functional studies that
demonstrated (residual) capacity of B-cells to produce IgG, also among smB" patients.>® Our

EuroFlow strategy for highly-sensitive Ig-subclass analysis of blood B-cells and PCs, identified six
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CVID subgroups with different IgG-switching patterns and clinical profiles, even within smB-
negative CVID patients. The three clinically milder subgroups included patients capable of
producing MBCs of the (first 3) IgM/D, 1gG3 and IgG1 Ig-isotypes/subclasses located upstream
in the IGHC locus (independently of smigG2* and IgA* MBC counts), who might potentially
require less lgG-substitution therapy.>® In fact, despite patients of all groups have higher
frequency of infections, those within the CVID-1-3 groups required less hospital care (data not
shown). CVID-4 cases were still capable of CD27* unswitched-MBC production, and typically
presented with enteropathy and cytopenias, like in hyper-lgM syndromes.>’>° However they
had no PCs (including no IgM* PCs in all but one case) and they showed a typical CVID-related
serum Ab-profile, in the absence of in vitro functional defects associated with hyper-lgM
syndromes® (data not shown).

The two clinically more severe CVID-5, and particularly CVID-6, patient subgroups had
dramatically decreased CD27" unswitched-and switched-MBCs, except for CD27'CD21
IgG3*MBCs that were found to be almost normal in CVID-5 (but not in CVID-6) cases. From the
clinical point of view, CVID-5 and CVID-6 patients showed disease symptoms (e.g.
organomegalies) reflecting an impaired ability to mount GC responses.?>4%6! Altogether, these
findings suggest that even if the residual CD27'CD21smlgG3* MBCs could offer some immune
protection in CVID-5, in CVID-5 and CVID-6 cases the underlying immune dysregulation leads to
a polyclonal lymphocytic infiltration of secondary lymphoid tissues, previously associated with
increased risk for lymphoid malignancy in CVID.52 In fact, all patients with hematologic tumors
were clustered in CVID-5 and CVID-6 (Supplementary Table 6). Although it is tempting to
hypothesize that such stepwise deterioration of IgG-switching capacity might reflect disease
progression, no significant differences in age (or time from diagnosis) were observed among the
above CVID patient subgroups (except for CVID-6 patients, which were older at time of analysis

than CVID-2 and CVID-3 cases).
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The most severe CVID immunological phenotype —(CVID-6)- also showed significantly
reduced pre-GC B-cells, reflecting a markedly defective BM B-cell production. 3241 Most blood
B-cells in these patients showed an immature/transitional phenotype, reflecting their
premature egress from BM,* while residual naive B-cells were enriched in the minor CD21"
naive B-cell subset. The reduced pre-GC B-cells, together with the low in vitro response of both
immature and CD21"° naive B-cells,?>%3 might explain the marked Ag-experienced B-cell defect
involving all Ig-isotypes found in CVID-6 cases. In line with previous observations®°, these
patients also had decreased naive T-CD4* and T-CD8"* counts vs. age-matched HD and other CVID
patients (data not shown), but they did not fulfill the diagnostic criteria for late-onset combined
immunodeficiency;® the potential existence of underlying hypomorfic defects and variants of
genes related to the production of lymphocytes (RAG, DCLRE1C, NHEJ1) previously related to
CVID-like clinical phenotypes, remains to be more deeply investigated in those CVID-6 cases.**"
50

In summary, detailed dissection of circulating MBCs and PCs into subsets expressing
distinct Ig-subclasses in PAD, provides complementary information to serum Ab isotype-levels,
and might contribute to a better pathogenic understanding of PAD, with improved PAD
diagnosis, subclassification, and monitoring (particularly in case of Ig-replacement therapy).
Blood PCs emerged here as the most sensitive diagnostic blood cellular compartment, while
analysis of blood MBC subsets appeared informative to discriminate patients with different

clinical profiles.
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Figure 1. Absolute counts of distinct maturation-associated subpopulations of blood B-cells and plasma cells (Panel A), and the
total switched, total IgA and IgA subclass subsets of memory B-cells (Panel B) and plasma cells (Panel C) in CVID (n=47), 1gG-subclass
deficiency with IgA deficiency (n=5) and selective IgA deficiency patients (n=59) vs. healthy donors (n=140) distributed by age.
Individual cases are represented by green (selective IgA deficiency), blue (IgG-subclass deficiency with IgA deficiency), red (CVID), and
grey dots (healthy donors). Dotted grey lines represent maximum and minimum age-associated reference (range) values. The

percentage of patients with reduced numbers compared to age reference values per age group is depicted above each plot using the

same color code. CVID, common variable immunodeficiency.
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IgA deficiency (panel B) and CVID (Panel C). Each heatmap represents counts of the different B-cell subsets normalized by the lower
limit value in normal controls (LLN) for the corresponding age-group (columns) vs. individual cases (rows). Higher red color intensities
represent a deeper degree of deficiency in a logio scale, compare to the corresponding age-matched LLN. Individual patients (rows)
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Figure 3. lllustrating dot plot examples of the numerical distribution of blood unswitched- and switched-memory B-cell
and plasma cell subsets expressing different Ig-isotypes and Ig-subclasses in a representative healthy donor (panel A) and
in representative patients with selective IgA deficiency (Panel B) and CVID (Panel C). Each plot corresponds to 3-D
Automated Population Separator (APS) views of Principal Component 1 (PC1) vs. PC2 vs. PC3, of the distinct subsets of
memory B-cells and plasma cells defined by the Ig-isotype and Ig-subclass expressed: IgM(D+) (green), 1gG1 (light blue), IgG2
(intermediate blue), 1gG3 (dark blue), 1gG4 (black), IgAl (orange), 1gA2 (yellow) and IgD (violet). CVID, common variable
immunodeficiency; slgADef, selective IgA deficiency.
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Las IDP-Ac son un grupo de trastornos del sistema inmune asociados a una alteracién de
la respuesta de los linfocitos B, en cuyo diagndstico y clasificacidon juegan un papel clave los
niveles séricos de los isotipos y/o subclases de Acs!2%9213 Sin embargo, la utilidad clinica de los
niveles séricos de Acs presenta algunas limitaciones, a la hora de reflejar de forma fidedigna las
capacidades y el estado de la respuesta B9°3100409 gjendo por otra parte el comportamiento
clinico de pacientes con un mismo subtipo diagnéstico de IDP-Ac, muy
heterogéneo!3231:236:249328 Globalmente, los pacientes con IDP-Ac se caracterizan por mostrar
una gran variabilidad en cuanto a manifestaciones clinicas y su grado de severidad, incluyendo
desde casos asintomaticos hasta pacientes que presentan infecciones graves y recurrentes,

asociadas a otras complicaciones no infecciosas?4246:247,249-252,256,257,

que terminan por
condicionar en muchos casos, una menor calidad de vida y una supervivencia significativamente
acortada?*’2492%_ por otra parte, en la gran mayoria de pacientes, como por ejemplo en aquellos
diagnosticados de IDVC, no logra realizarse un diagndstico definitivo basado en la demostracion
de una (o varias) alteraciones genéticas patogénicas, al carecer de un defecto monogénico
conocido (>90% de los casos)®126>2%6 por todo ello, se estima que el diagndstico y clasificacion
de las IDP-Ac, se retrasa de media entre 4 y 9 afios?3624424> desde las primeras manifestaciones
clinicas y/o hallazgos de laboratorio, lo que puede llevar a la instauracidon de dafio tisular
irreversible en los érganos afectados.

Desde hace tiempo, se ha identificado la existencia de alteraciones en la distribucion y
numero de distintas poblaciones de células B de SP de pacientes con IDVC por citometria de
flujo, asociandose el perfil de alteraciones descritas, con el comportamiento clinico de la
enfermedad, especialmente el descenso del nimero de linfocitos B de memoria con cambio de
isotipo?°0:253:284,286,287.375 gin embargo, en los estudios publicados con anterioridad a la realizacién
de esta tesis doctoral, Unicamente se evaluaba un nimero limitado de poblaciones celulares vy,
al contrario de lo que ocurre con la determinacion de Acs séricos, no se discriminaba dentro de

los linfocitos B, aquellos que expresan diferentes isotipos y subclases de |gs2>0:253:284.286,287,379
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Ademas, debido a su baja sensibilidad, en muchos de estos estudios no fue posible identificar

250,286,287,379 nj las demas subpoblaciones B

de forma sensible y reproducible las CPs circulantes
cuando los pacientes presentaban nimeros reducidos de linfocitos B en SP (<1% de los linfocitos
totales)®%28_ Por otro lado, los valores de referencia establecidos para definir los defectos en
los distintos compartimentos de linfocitos B no han tenido en cuenta de forma casi sistemdtica
los cambios descritos en la distribucidn de los linfocitos B de sangre con la edad!3¢:137.189.191 3
pesar de que las IDP-Ac pueden ser diagnosticadas a cualquier edad.

Dado que entendiamos que la evaluacién directa de las alteraciones presentes en los
distintos compartimentos madurativos de los linfocitos B, incluidas las subpoblaciones de células
B de memoria y de CPs que expresan distintos isotipos y subclases de Igs, podria contribuir a un
mayor conocimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes a las IDP-Ac, e incluso a su
clasificacidn y estratificacion prondstica, nos planteamos como primer objetivo de nuestro
estudio, desarrollar una metodologia que permitiera diseccionar los compartimentos de
linfocitos B de memoria y de CPs de SP y érganos linfoides, en funcidn del isotipo y subclase de
Ig expresado. Empleando esta metodologia, nos propusimos como segundo objetivo, conocer
en profundidad los cambios que se producen, tanto en las poblaciones B de SP clasificadas de
acuerdo a su estadio madurativo como por la expresién de distintos isotipos de Igs y subclases
de lgG e IgA, alo largo de la vida. Una vez establecida la metodologia y los valores de referencia
por edad, establecimos como tercer objetivo de este trabajo doctoral, identificar las posibles
alteraciones de las poblaciones de linfocitos B de SP, que fueran caracteristicas de pacientes con
IDP-Ac y de sus principales subtipos diagndsticos, tratando ademds de correlacionar dichas
alteraciones con las manifestaciones clinicas de la enfermedad. En este apartado de la memoria
del trabajo doctoral realizado, abordaremos la discusion genérica de los resultados obtenidos

de forma separada para cada uno de estos tres objetivos.
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1. Seleccidn y validacidn de clones de Acs para la identificacion de distintas subclases de IgG e

IgA en linfocitos B de memoria y CPs de sangre.

La relevancia clinica de la cuantificaciéon de los niveles séricos de Igs agrupadas por
isotipo y subclase, deriva de la posibilidad de disponer y emplear Acs especificos, sensibles y
robustos, que permiten su determinacion en diferentes fluidos corporales, de forma
reproducible entre distintos laboratorios y mediante distintas técnicas. Para que esto fuera una
realidad, a finales de los afios 80 y principios de los 90 la IUIS organizd junto a la OMS una serie
de estudios multicéntricos cuyo objetivo fue: evaluar el desempefio de distintos clones de Acs
para todos y cada uno de los isotipos y subclases de IgG e IgA*'*™#13, Mediante este esfuerzo, se
validaron distintos clones de Acs especificos de cada isotipo y subclase de Ig, tanto desde el
punto de vista de su idoneidad para llevar a cabo estas determinaciones mediante un amplio
abanico de técnicas —por ejemplo, mediante hemaglutinacién e inhibicion de Ia
hemaglutinacion,  ELISA  (del inglés, enzyme-linked  immunoabsorbent  assay),
inmunocitoquimica, inmunohistoquimica, electrotransferencia, inmunoprecipitacién vy
aglutinacidn en latex, entre otros—, como desde el punto de vista clinico***3, Sin embargo, no
se validd la utilizacidn de estos reactivos para el estudio de células B mediante citometria de
flujo**1™#13, Ante esta situacion, y a pesar del tiempo transcurrido desde entonces, y de disponer
de herramientas validadas para la cuantificacién de Igs solubles por isotipo y subclase de Ig, el
numero de estudios que han tratado de cuantificar los linfocitos B que expresan distintas
subclases de 1gG e IgA ha sido muy limitado!3¥41%41 Aun asi, en algunos trabajos se ha
demostrado que es factible identificar las subclases de Igs expresadas en células B procedentes
de cultivo o de la fraccion de células mononucleadas aisladas de SP. Por el contrario, ninguno de
estos estudios ha demostrado la posibilidad de realizar dicho andlisis directamente en SP total,
ni tampoco se realizaron comparaciones entre los distintos clones frente a un mismo isotipo y
subclase de Ig, validados para otros métodos, o se analizé su perfil de expresién en distintos

compartimentos madurativos de linfocitos B, en diferentes tejidos y para distintas localizaciones
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celulares (e.g. membrana vs. intracitoplasmaticas)3#1441¢_ por todo ello, nos planteamos como
primer objetivo de este trabajo evaluar la idoneidad de los clones comercialmente disponibles
para la identificacidon de las distintas subclases de 1gG1-4 e IgAl-2, para su utilizacién por
citometria de flujo, con el fin de seleccionar y validar un grupo de reactivos idéneos para ser
empleados en la identificacion de dichas subclases de Igs en la superficie y/o citoplasma de
linfocitos B y CPs de SP, de forma sensible, especifica y reproducible, en diferentes condiciones
y sobre distintos tipos de muestras humanas.

Tal como hemos referido ya en la introduccién de esta memoria, las subclases de IgG e
IgA presentan un elevado grado de homologia entre ellas, lo cual dificulta la generacién de
clones de Acs capaces de diferenciar de forma especifica cada una de las subclases de ambas
Igs. Aun asi, hoy se sabe que existen epitopos especificos de cada subclase de IgG e IgA, que
ademds de estar intimamente relacionados con sus funciones y caracteristicas bioldgicas,
permiten generar Acs especificos frente a cada una de ellas>®411-413417.418 "'En o] caso de las
subclases de 1gG, la mayoria de las diferencias estructurales que existen entre ellas, se localizan
en la regién bisagra y en los residuos del dominio CH2 mds cercanos a esta regién, zona a través
de la cual se produce la unién de la Ig a la proteina Clq del sistema del complemento y a los
receptores celulares FcyR>”®. De forma similar, las principales diferencias entre las subclases de
IgA estan relacionadas con el mayor tamafio de la regién bisagra de la subclase IgA1l respecto a
la IgA2, lo cual le hace también mas susceptible a la ruptura proteolitica, a la vez que favorece
su acceso al Ag reconocido®. Probablemente por esto, la mayoria de los clones de Acs evaluados
en nuestro estudio que mostraron una adecuada reactividad frente a subclases de Igs
expresadas en los linfocitos B y CPs humanas, estaban dirigidos frente a epitopos localizados en
estas regiones*11™413416-420 | 55 motivos por los que los demads clones no presentaban reactividad,
ni en linfocitos B ni en CPs, siguen siendo desconocidos. No obstante, dado que muchos de estos
clones de Acs tenian su epitopo en la regidon CH3, la ausencia de reactividad observada, podria

ser debida a la existencia de un impedimento estérico, dado que dicho dominio CH3 podria estar
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menos accesible cuando la Ig se encuentra anclada en la membrana citoplasmatica.
Alternativamente, podria deberse a que los epitopos identificados por estos clones sean
dependientes de las condiciones de ensayo, e.g. estar en formato soluble o inmovilizado en un
sustrato de fase sélida. Finalmente, en 6 clones que mostraron un marcaje adecuado de los
linfocitos B de memoria y de las CPs, no conociamos la localizacién exacta del epitopo
identificado, excepto que este se encontraba en el Fc de la Ig; la alta homologia que existe entre
los dominios CH3 de las distintas subclases del mismo isotipo de Ig® sugiere que probablemente,
no vayan dirigidos frente a esta regién, quedando por mapear con precision la zona reconocida.
En definitiva, nuestros resultados parecen indicar que la regién CH2, junto con la regidn bisagra,
constituyen los dominios de las moléculas de Igs mas eficientes para la union de Acs especificos
de las distintas subclases de I1gG e IgA, cuando estas Igs se encuentran en la membrana de los
linfocitos B y de las CPs.

Ademas de las caracteristicas del epitopo, existen otros factores que pueden influir y
modular la reactividad de un clon de Ac dirigido frente a una proteina concreta, como la técnica
y el protocolo empleados para el marcaje, y el tipo celular y/o tejido empleado*!1#13421422 Egto
es debido a que los epitopos de una proteina dada varian (y por tanto la unién de los clones de
Acs también), en funcion de la linea celular o del estadio madurativo de la misma, como
consecuencia de: i) modificaciones post-transcripcionales concretas*?, ii) splicing alternativo®??,
iii) la existencia de polimorfismos*?*, y/o iv) el estado de polimerizacidn de la proteina diana*®.
Ademas, la disponibilidad de los epitopos para la unién de Acs, asi como la propia unién de los
Acs a los mismos, puede modificarse segun las caracteristicas de la técnica empleada para el
revelado de la unidn, incluyendo el tipo de anticoagulante y la técnica de marcaje empleados
(membrana vs. citoplasmatico) y la cantidad y concentracién de la proteina disponible en forma
soluble, unida a una célula, o inmovilizada sobre un sustrato sélido*'®421426:427  Ademgs, en el
caso concreto de los clones de Acs dirigidos frente a las distintas subclases de IgG e IgA, y de

acuerdo con nuestros resultados, estudios previos en los que se emplearon otros tipos de
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ensayos, mostraron que su eficacia dependia de la técnica empleada, probablemente debido a
variaciones en los epitopos diana de cada clon, asociadas a las diferentes condiciones de cada
ensayo*!1™13421. precisamente esto, llevé a que no se pudieran seleccionar clones de referencia
para todas las técnicas y protocolos evaluados, si no que se propusieron candidatos para las
distintas aplicaciones**™!3, De acuerdo con ello, de los 28 clones evaluados en nuestro estudio,
y que previamente habian mostrado reactividad especifica de subclase de IgG e IgA frente a Igs

solubles*1=413

, solo 17 mostraron reactividad frente a las correspondientes subclases,
expresadas en la membrana de linfocitos B de memoria y de CPs. Otros dos clones especificos
de 1gG2 e IgA1 (HP6207 y 512-H5.1, respectivamente), mostraron reactividad débil en linfocitos
B de memoria, mientras que esta estaba ausente en CPs. Los 9 clones restantes no mostraron
reactividad frente a ninguna subclase de I1gG e IgA, ni entre los linfocitos B de memoria ni en las
CPs.

De los 17 clones que mostraron reactividad inequivoca en la membrana de las células B,
seleccionamos 6 (uno para cada subclase de IgG e IgA) de acuerdo a su especificidad, intensidad
de marcajey la disponibilidad comercial de reactivos conjugados con fluorocromos compatibles,
para su posterior validacion: SAG1, SAG2, SAG3, SAG4, SAA1 y SAA2, dirigidos frente a IgG1,
1gG2, 1gG3, 1gG4, IgAl e IgA2, respectivamente. En el caso de IgG4, solo 1 de los 6 clones
evaluados (SAG4) mostré positividad en linfocitos B de memoria y CPs, a pesar de que en un
estudio previo se habia mostrado marcaje con otro clon (HP6098) en linfocitos B purificados*®.
Para las demas subclases de IgG e IgA, existian otros clones, alternativos a los seleccionados,
que habian mostrado en la primera evaluacion global, una intensidad de marcaje y especificidad
similares a la de los clones elegidos.

En esta segunda etapa de validacion de los 6 clones seleccionados, determinamos en
primer lugar, la posible existencia de reactividad cruzada de cada clon con mas de una subclase

de Ig, comprobando que los 6 reactivos seleccionados se unian de forma especifica tanto a los

linfocitos B de memoria como a las CPs, y que las células identificadas con cada clon eran
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negativas para los 5 clones restantes. En vista de estos resultados, decidimos juntar todos los
clones en una sola combinacién de Acs, utilizando dos Acs del mismo clon conjugados con dos
fluorocromos diferentes (i.e. IgG2-PE e IgG2-FITC; IgA1-APC e IgA1 PerCP-Cy5.5); asi, era posible
realizar la visualizacién del marcaje completo frente a las 6 subclases de IgG1-4 e IgA1-2, en un
numero relativamente reducido de fluorescencias (n=4). Esta aproximacion habia sido validada

previamente para otros Acs, tanto por nuestro grupo como por otros autores?28-430

, Yy permitié
comprobar que asi, podriamos evaluar de forma especifica, sensible y reproducible, tres
subclases diferentes de Igs utilizando Unicamente un par de fluorocromos.

Dado que no todos los clones de Acs que reconocen proteinas en la cara externa de la
membrana citoplasmatica de células vivas, reaccionan con la misma proteina cuando esta esta
presente a nivel intracelular en el reticulo endoplasmético*?’, decidimos comprobar si los clones
de Acs seleccionados podian detectar las subclases de IgG e IgA, también en el citoplasma de las
células B de memoria, y sobre todo, de las CPs. En este sentido, nuestros resultados mostraron
también que los 6 clones seleccionados eran capaces de reconocer la subclase correspondiente
de Ig, tanto en la membrana externa, como en el citoplasma de las CPs, con una distribucion
relativa de CPs IgG1-4 e IgA1-2 similar a la observada cuando se realizaba Unicamente el marcaje
de membrana; sin embargo, observamos un menor porcentaje de CPs que no expresaban Igs.
Estos resultados estan de acuerdo con el menor nivel de expresidn de Igs (y otras moléculas
asociadas al BCR) descrito en la membrana vs. citoplasma de las CPs®3. A su vez, a pesar del
intenso marcaje observado para las subclases de 1gG e IgA en la membrana de los linfocitos B de
memoria, el marcaje intracelular para 1gG1, 1gG2 e 1gG3 en estas células fue muy bajo (o
indetectable), mientras que para IgG4, IgAl e IgA2, era similar al observado en la membrana
citoplasmadtica. Estos resultados indican que el marcaje intracelular podria ser mas adecuado
para una identificacidn mas sensible y precisa de las Igs en CPs, mientras que la tincién de

membrana seria la idénea para el estudio de los linfocitos B de memoria.
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Una vez que los reactivos seleccionados habian demostrado un adecuado marcaje en
SP, y debido a la variabilidad de marcaje que se ha descrito para algunos clones de Acs en funcidn
del tejido del que se trate*??, decidimos testar los Acs seleccionados en células B de otros tejidos
humanos. Asi, pudimos demostrar que, tanto en muestras de MO como en las amigdalas
analizadas, todos los clones seleccionados eran capaces de detectar sus correspondientes
subclases de IgG e IgA en los linfocitos B de memoria y las CPs, demostrando su utilidad también
para el estudio de estas poblaciones B en tejidos humanos distintos de SP.

Finalmente, cabe sefialar que un subgrupo de los clones de Acs evaluados,
especialmente los dirigidos frente a 1gG1l e 1gG3, mostraron reactividad cruzada frente a
neutrdéfilos y monocitos. En este sentido, se sabe que tanto la IgG1 como la IgG3 poseen especial
avidez por los receptores FcyRI y FcyRlll, expresados de forma intensa y homogénea en
monocitos maduros y granulocitos neutréfilos, respectivamente®8, asocidandose asi este marcaje
aparentemente inespecifico con la expresion de los FcyR antes mencionados. En su conjunto,
estos resultados sugieren que los clones de Acs anti-lgG1 y anti-lgG3 podrian estar uniéndose a
los complejos FcRy-1gG presentes en la superficie de los neutréfilos y de los monocitos. En este
contexto merece destacar, que de acuerdo con la baja capacidad de los Acs de tipo IgG2, 1gG4,
IgA1 e IgA2 para unirse a los receptores FcR>2, no se observé marcaje inespecifico en neutréfilos
y monocitos de ningun tipo (1gG2), o este solo fue detectado de forma débil en algunas muestras
(IgA1, IgA2 e IgG4). Por otra parte cabe sefalar que, algunos de los clones que no mostraban
reactividad frente a su subclase de IgG o IgA presente en la membrana de linfocitos B de
memoria y de CPs, pero que se habia demostrado si detectaban las correspondientes subclases

de Igs cuando se empleaban otras técnicas?'#41343!

, mostraban positividad en granulocitos
neutréfilos y monocitos maduros de SP. Estos hallazgos sugieren que los epitopos de estos Acs
podrian estar disponibles Unicamente en la forma secretada de la Ig, o cuando esta se encuentra

unida a Ags formando inmunocomplejos. Aunque los linfocitos B expresan FcyRllb (CD32b), el

marcaje de nuestros clones de Acs no pudo ser debido a uniones inespecificas a este receptor,

-152 -



ya que CD32b se expresa de forma uniforme en practicamente todos los linfocitos B**2, mientras
que nuestros clones reaccionaron de forma especifica frente a los linfocitos B de memoria y las
CPs 1gG* o IgA".

En resumen, tras la evaluacién de un amplio panel de Acs especificos de las distintas
subclases de IgG e IgA, y que habian sido validados previamente para otros métodos, nuestros
resultados muestran que existen clones y conjugados fluorescentes de clones de Acs especificos
de las distintas subclases de IgG e IgA, que con los protocolos propuestos, proporcionan una
herramienta rdpida (<3 horas), especifica, sensible (<10°) y reproducible para la identificacion y
cuantificacién de las distintas subpoblaciones de linfocitos B de memoria y CPs que expresan
diferentes subclases de IgG e IgA tanto en SP como en otros tejidos humanos, siendo la
expresion de dichas subclases de 1gG e IgA mas elevada en la membrana de los linfocitos B de
memoria que en su citoplasma, al contrario de lo observado en las CPs.

2. Distribucién en SP a lo largo de la vida de distintas subpoblaciones de linfocitos B
inmaduros/transicionales, naive y de memoria, y de CPs que expresan diferente isotipo y

subclase de Ig.

Una vez disponiamos de un panel validado de Acs especificos de las distintas subclases
de IgG e IgA, nuestro interés se centrd en conocer las variaciones que ocurren a lo largo de la
vida en la distribucién de las poblaciones de linfocitos B de memoria y CPs presentes en sangre,
y que pudieran servir a su vez, como referencia para identificar alteraciones en las mismas
asociadas a IDP-Ac.

Actualmente, existen multiples evidencias que indican que la distribucion de los
linfocitos B en distintos estadios madurativos sufre modificaciones en SP, a lo largo de la
vida®3117.136189-191 'Aqi mismo, se sabe también que los niveles séricos de los distintos isotipos y
subclases de Igs, varian con la edad'®170171183,187.433 'Gin embargo, al iniciar este trabajo no se
conocia si existian cambios que afectaran a las poblaciones celulares B que expresan distintos

isotipos y subclases de Igs. La definicion de valores de referencia normales para dichas
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poblaciones de linfocitos B identificadas de forma especifica por el isotipo y subclase de Ig que
expresan y clasificadas segun su estadio madurativo, constituye un paso previo e imprescindible,
al estudio de sus alteraciones en pacientes con IDP-Ac. Por todo ello, en esta fase del trabajo
doctoral empleamos los reactivos y los protocolos validados en el objetivo anterior, para
estudiar en profundidad los cambios que se producen en las subpoblaciones B de sangre, desde
el nacimiento hasta la vejez, investigando también su posible relacién con los niveles solubles
de Igs en plasma.

Tanto los linfocitos B totales, como los linfocitos B inmaduros/transicionales y naive
aumentaron drasticamente durante el primer afio de vida, hallazgos que corroboran los
resultados encontrados previamente por otros autores'®'%, A partir de esa edad, el nimero
absoluto de estas poblaciones B en SP fue disminuyendo progresivamente hasta la edad adulta,
momento a partir del cual se estabilizaron. Este patréon de variacién numérica de las células B
pre-CG en SP probablemente refleja una produccién aumentada de linfocitos B por parte de la
MO, que alcanza su maximo entre los 6 y los 20 meses de vida, para disminuir posteriormente
hasta la edad adulta®®*. En este sentido y de acuerdo con estudios previos®, no se observaron
diferencias en el niumero de linfocitos B inmaduros/transicionales o linfocitos B naive, entre
adultos jévenes y ancianos, lo cual sugiere que el envejecimiento del sistema inmune no se
asocia, en términos globales, a una disminucién de la produccidn de linfocitos B en la MO, pese
a la reduccion significativa del componente hematopoyético de la misma en edades avanzadas
de la vida®®21%3,

En contraposicién con la produccidon masiva de linfocitos B pre-CG durante la infancia

temprana, los estudios seroldgicos llevados a cabo en donantes sanos!®170:182187,433,434

y en
sujetos vacunados®*® sugieren que los nifios tienen una baja capacidad para producir Acs, y por
ende, CPs. Sin embargo, nuestros resultados demuestran la presencia de CPs circulantes en la

sangre de recién nacidos (aunque no en sangre de corddn), siendo estas fundamentalmente de

isotipo IgM, lo que podria reflejar una exposicion repentina a nuevos Ags ambientales, tras el

- 154 -



nacimiento’l. De acuerdo con esta hipdtesis, los nifios de entre 6 meses y 2 afios mostraron una
produccidn masiva de CPs, alcanzando estas células a esta edad valores diez veces superiores a
los observados posteriormente en adultos jovenes. No obstante, esta produccion masiva de CPs,
no se acompafié de un aumento paralelo de los niveles séricos de Acs. En este sentido, dado que

las CPs de vida larga constituyen la mayor fuente de produccion de Acs séricos®>31%

, para que
exista una produccién significativa de estos, debe producirse previamente un acumulo y
aumento de CPs de vida larga en MO. Por tanto, la aparente discrepancia entre la produccién
relativamente baja de Acs observada en nifios y el aumento masivo del nimero de CPs
circulantes, podria tener su origen en la capacidad reducida de estas células para emigrar a la
MO y/o acumularse en los nichos de supervivencia de la misma, asociada a la mayor

53,117 |
7

susceptibilidad que presentan las CPs recién producidas de morir por apoptosis a

inmadurez del ambiente medular tras el nacimiento®®

y/o la menor disponibilidad de nichos
para su supervivencia por la elevada producciéon y proliferacion de precursores B,
Posteriormente, al incrementarse los niveles de Igs solubles, observamos un descenso paralelo
de las CPs que expresaban los correspondientes isotipos de Igs; esto podria ser debido al efecto
inmunomodulador de la respuesta de los linfocitos ejercido por parte de los Acs*3%3%,

En conjunto, estos hallazgos sugieren que los métodos utilizados clasicamente para
evaluar la funcidon efectora de los linfocitos B (i.e. niveles séricos de Acs), probablemente estén
sesgados por la produccion de Igs por parte de las CPs de vida larga de M0O*°*1%° Dado que las
CPs medulares pueden acumularse durante afios®®, los niveles de Acs séricos no reflejarian de
forma fidedigna el estado real de la respuesta B en un momento concreto. Por el contrario, la
evaluacion del numero de CPs producidas en sangre, cuyos maximos preceden en afios o incluso
décadas a los de los linfocitos B de memoria y de los niveles solubles en plasma de Igs del isotipo
correspondiente, permitirian estimar de forma mas directa el estado de la respuesta B. Esta
hipdtesis se ve reforzada por el hecho de que, al constituir las CPs de SP una poblacion celular

53,117

con un alta tasa de recambio , su evaluacion podria proporcionar una informacién mucho
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mas aproximada del estado de la respuesta B en tiempo real. Esto explicaria la estrecha relacion
secuencial existente entre el descenso del nimero de CPs normales circulantes, previa a la
hipogammaglobulinemia, asociada a mayor riesgo de infeccion y a una menor produccién de
CPs de MO, observada en pacientes con neoplasias de linfocitos B** y de CPs**. Por todo lo
anteriormente expuesto, la evaluacién del nimero de CPs circulantes en sangre emerge como
un marcador subrogado de la produccion (futura) de CPs en MO y de los niveles de Igs solubles,
planteando la posibilidad de que su evaluacidn sea de gran utilidad clinica, especialmente en
IDP-Ac que no pueden diagnosticarse antes de los 4 afos, debido a la reconstitucion
relativamente lenta de los niveles séricos de Acs durante la infancia*?%; en estos casos, la
evaluacion cuantitativa de las CPs circulantes podria constituir un marcador temprano de IDP-
Ac.

En la edad adulta, al contrario de lo descrito anteriormente para los niveles séricos de
Acs, los linfocitos B inmaduros/transicionales y los linfocitos B naive, que permanecieron
relativamente estables a lo largo de los afios, tanto las CPs como los linfocitos B de memoria,
mostraron un descenso significativo en individuos de edad mas avanzada, lo que estaria de
acuerdo con lo observado en estudios previos por otros autores®*!'’, Esta menor capacidad de
generar linfocitos B efectores en respuesta a estimulacién antigénica podria constituir una de
las causas de la mayor tasa de infecciones (y mortalidad debido a las mismas), y de la menor
respuesta a vacunacién, observada en ancianos'®?, a pesar de que estos mostraron niveles de
Acs similares (o incluso ligeramente aumentados), respecto a adultos jovenesl#>152441-444

En lineas generales, la cinética observada a lo largo de la vida, tanto para las CPs, como
para los linfocitos B de memoria circulantes y los niveles séricos de Acs, fue diferente en funcién
del isotipo y/o subclase de Ig y, especialmente, de la posicion relativa que el isotipo/subclase de
cada Ig ocupa en el gen IGHC. Asi, los picos de produccion de 1gG3 e IgG1 precedieron a los de

la 1gG2 e 1gG4 para las CPs (1-5 meses vs. 6-11 meses y 5-9 afios, respectivamente), linfocitos B

de memoria (2-4 afios vs. 18-39 afios) y niveles solubles de Acs (5-9 afios vs. 18-39 afios). Por el
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contrario, las CPs IgA* no mostraron diferencias en cuanto a la edad a la que alcanzaban los
valores maximos segun la subclase de Ig expresada (ambas tuvieron su pico de produccién a los
6-11 meses); esto posiblemente sea debido a la especialmente rdpida respuesta de tipo IgA
inducida por la colonizacién bacteriana masiva del intestino tras el nacimiento®3. Sin embargo,
en el caso de los linfocitos B de memoria y de los niveles solubles en plasma de Acs, observamos
que la IgAl se incrementaba de forma significativamente mds rapida que la IgA2 (2-4 afos vs.
18-39 afios para los linfocitos B de memoria y 10-17 anos vs. 40-59 afios para los niveles de Acs
séricos). Estudios previos sugieren que los isotipos y subclases de Igs codificados distalmente en
el tercer bloque del gen IGHC (1gG2, IgG4 e IgA2) pueden, al menos parcialmente, ser generados
mediante cambios secuenciales (i.e. secundarios) de isotipo de Ig, al producirse nuevos

contactos por parte de los linfocitos B de memoria generados en un contacto anterior con Ag®*

98'

Esta hipdtesis se fundamenta en el mayor nimero de mutaciones somaticas y los niveles
mas elevados de seleccién antigénica que muestran estas subclases de 1gG (I1gG2 e 1gG4) e IgA
(IgA2) respecto a IgG1, 1gG3 e IgA1%7, asi como en la presencia en estas células, de remanentes
de secuencias procedentes de cambios de isotipo de Ig previos®>®. Aunque en un primer
momento se sugirié que estos cambios de isotipo consecutivos solo se producirian durante el
curso de una infeccién®®®, nuestros resultados, junto con los de otros autores®’, sugieren que
estos podrian producirse también a lo largo de la vida, tras el reencuentro de los linfocitos B de
memoria generados en una primera respuesta frente a un determinado Ag, con dicho Ag. En
lineas generales, las subclases de Igs codificadas en el tercer bloque del gen IGHC (1gG2, 1gG4 e
IgA2) presentan una menor capacidad para activar complemento, para opsonizar, y para activar
a las células NK, granulocitos neutréfilos y monocitos/macréfagos, cuando se comparan con los
isotipos/subclases de Igs codificadas en el primer y segundo bloque del gen IGHC (IgM, 1gG3,
IgG1 e IgA1)>%3°, Por lo tanto, la produccidn secuencial de los distintos isotipos y subclases de

Igs de acuerdo a su posicion en el gen IGHC, observada a lo largo de la vida, podria estar asociada
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también con respuestas mas tolerogénicas en adultos versus nifios, con menor potencial para
generar expansiones de linfocitos B de memoria con cambio de isotipo en individuos de edad
mas avanzada.

Ademas de presentar niveles mas bajos de Acs séricos, los nifios de corta edad muestran
también una respuesta a vacunacion distinta, al no lograr generar una respuesta sostenida,
particularmente frente a bacterias encapsuladas'®. Esto sugiere que la inmadurez de las
respuestas secundarias de los linfocitos B en estos niflos podria estar relacionada, no solo con
el menor nimero de linfocitos B de memoria, sino también con la capacidad de estas células
para responder frente a estimulos antigénicos. De hecho, nuestros resultados demuestran que
los linfocitos B de memoria de sangre de corddn, neonatos y nifios menores de 2 afios, presentan
importantes diferencias fenotipicas, respecto a los linfocitos B de memoria de nifios mayores de
dos afos y de adultos, con patrones fenotipicos que implican distinto perfil de expresién de
marcadores funcionales potencialmente relacionados con la maduracién de otros componentes
del sistema inmune, como el CG de los OLS (i.e. CD21 y CD27). Asi, los pocos linfocitos B de
memoria detectados en sangre de corddn y de recién nacidos, se caracterizaron por carecer de
expresion de CD27, una molécula co-estimuladora cuya expresion esta relacionada con la
respuesta B del CG dependiente de linfocitos T*'!23, De acuerdo con estos resultados, estudios
realizados en tejidos procedentes de OLS han demostrado la ausencia de CGs durante la vida
fetal y en recién nacidos®”1°8%%> Esto estd de acuerdo con la expansién de los linfocitos B de
memoria CD27* observada a lo largo del primer afio de vida.

En paralelo con el aumento de las células B de memoria CD27* observado a lo largo del
primer afo de vida, se produce también un aumento de los linfocitos B de memoria CD21
(receptor de C3b), asociados a una menor capacidad de responder frente a complejos
complemento-polisacarido*®*¥, Pese a este aumento de los linfocitos B de memoria CD21;, el
porcentaje de linfocitos B naive CD21 permanecia estable durante este periodo, siendo la

respuesta in vitro a polisacaridos por parte de los linfocitos B naive de estos nifos, comparable
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a la observada en adultos**. En conjunto, estos hallazgos sugirieren que podrian existir factores
externos que afectan al reconocimiento del Ag y que contribuyen a aumentar la produccion de
linfocitos B de memoria con expresién deficitaria del receptor de C3d en nifios de hasta =1 afo
de vida, momento en el que los niveles séricos de C3 alcanzan los valores observados en
adultos*®. De acuerdo con estos datos, cabria plantearse la posibilidad de que durante el primer
afo de vida la disponibilidad relativamente limitada de C3d y de complejos C3d-Ag, contribuyese
a reducir la sefializacidn necesaria para la expresién de este receptor B durante el
reconocimiento antigénico, lo cual ocasionaria el incremento observado de células B de
memoria CD21" a partir de entonces.

A diferencia de lo comentado en nifios, en adultos no observamos cambios en las
poblaciones de células B de memoria CD27 y/o CD21, a pesar de que estudios previos han
descrito que ciertas poblaciones de linfocitos B, como las llamadas “células de memoria atipicas”
(CD27°CD21) o los linfocitos B CD11c* (que en nuestro estudio y en otros estudios se
corresponden con los linfocitos B CD21%) aumentarian durante el envejecimiento!?4°, No
obstante, no podemos descartar la existencia de otros marcadores fenotipicos o de otras
poblaciones celulares B, que puedan contribuir a entender mejor los cambios en la inmunidad
de los linfocitos B que ocurren en edades avanzadas y/o durante el envejecimiento. En este
sentido, estudios recientes de nuestro grupo sugieren que el “fenotipo envejecido” del sistema
inmune, podria estar relacionado con cambios derivados de la expansién de pequefios clones
de células B con fenotipo predominantemente similar al de la leucemia linfatica crénica (LLC) y
que afectan a >20% de los sujetos mayores de 70 afios*®.

En conjunto, estos resultados sugieren que las caracteristicas fenotipicas y la capacidad
funcional de los linfocitos B de memoria podrian verse afectados por la maduracidn de otros
componentes de la respuesta inmune, como los niveles de proteinas del complemento o el
estado de los CGs en los tejidos linfoides. Ademas, la posicion del isotipo y de la subclase de Ig

en el gen IGHC parece tener un importante papel en las caracteristicas fenotipicas y funcionales
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de los linfocitos B de memoria, ya que aquellos que expresan los isotipos mas cercanos a la
regién V(D)) (e.g. 1gG3) contienen mayor porcentaje de células CD27°CD21, frente a aquellos
isotipos y subclases localizadas al final del gen IGHC (e.g. 1gG2), independientemente de la edad
del individuo.

En definitiva, con el trabajo realizado y en base a los resultados obtenidos podemos
afirmar que, a pesar de que los niveles séricos de Acs proporcionan una informacién valiosa
acerca del estado de las CPs de vida larga de MO, y presumiblemente también del MALT, estos
probablemente no reflejan de forma adecuada el estado de la respuesta B de un individuo en
tiempo real. Por el contrario, el pico de produccién de CPs circulantes que precedia en
afios/décadas a la produccién de linfocitos B de memoria y niveles séricos maximos de Acs,
sugiere que la evaluacidon cuantitativa de esta poblacion B en SP podria proporcionar
informacién mas fiable del estado de la respuesta B de un individuo en un momento
determinado, especialmente si tenemos en cuenta su elevada tasa de recambio. Ademas, la
acumulacién progresiva a lo largo de la vida de linfocitos B de memoria que expresan
isotipos/subclases de Igs codificadas por los segmentos del gen IGHC mas alejados de V(D)J,
sugieren la existencia de ciclos de cambios de isotipo consecutivos, que ocasionan la
acumulacién de linfocitos B de memoria que expresan isotipos y subclases de Igs mas
tolerogénicas en individuos de edad mds avanzada. Finalmente, con este trabajo
proporcionamos por primera vez, valores de normalidad por grupo de edad para las multiples
subpoblaciones de linfocitos B de memoria y CPs de SP que expresan diferentes isotipos y
subclases de Igs; esto proporciona un marco de referencia para el estudio de pacientes con IDP-
Ac y otras enfermedades en las que estd implicada la respuesta B, como la alergia,

autoinmunidad, infecciones y cancer®®.

- 160 -



3. Distribucion de las distintas poblaciones de linfocitos B de memoria y CPs de sangre en

pacientes con IDP-Ac.

Una vez validada la metodologia desarrollada para una diseccién detallada de las
distintas subpoblaciones B de SP, y establecidos los valores de referencia de normalidad por
grupo de edad, nuestro interés se centré en determinar las posibles alteraciones de dichas
poblaciones de linfocitos B y de CPs circulantes en pacientes con diferentes subtipos
diagnésticos de IDP-Ac, incluyendo como entidades mas prevalentes el déficit selectivo de IgA,
el déficit de subclases de IgG asociado a déficit de IgA, y la IDVC.

En términos globales, la edad de los pacientes estudiados oscild entre los 4 afios y los 90
afios. De acuerdo con los resultados obtenidos en el apartado anterior, y las variaciones
observadas en la distribucion de las distintas poblaciones de células B en SP a lo largo de la vida,
para la identificacion adecuada de una distribucidon alterada de dichas poblaciones B en
individuos con IDP-Ac se requeria de forma sistematica, de la comparacién con los valores de
referencia de normalidad establecidos, pareados por grupo de edad. Con esta aproximacion,
todos los pacientes analizados que presentaban IDP-Ac, mostraron nimeros reducidos respecto
a donantes sanos del mismo grupo etario de al menos una poblacion de linfocitos B de memoria
y/o CPs definidas en base a la expresidon de distintas subclases de IgG e IgA. Esta elevada
prevalencia de alteraciones B contrasta con los resultados de estudios previos, en los que se
habia analizado la distribucion de las subpoblaciones de linfocitos B de pacientes con IDP-Ac
utilizando citometria de flujo, y en los que solamente se lograron identificar defectos en las
células B del 6-86% de los casos, incluyendo 77-86% de los pacientes con |DV(C137/196,250,284-287
=30% de los sujetos con déficit de subclases de IgG (con o sin déficit de IgA asociado)?°y 6-25%
de los casos que presentaban déficit selectivo de IgA37%37, La mayor sensibilidad observada en
nuestro estudio, probablemente sea debida a que el numero de poblaciones evaluadas en
estudios previos era mucho mas limitado, restringiéndose mayoritariamente al analisis de los

linfocitos B inmaduros/transicionales y naive, ademas del conjunto de linfocitos B de memoria
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con y sin cambio de isotipo, y de los linfocitos B CD212°0286.287.378379  por otra parte, la
sensibilidad alcanzada con nuestra metodologia fue también claramente superior a la de dichos

estudios previ05250,285,286,379,380

, ya que analizamos un minimo de 5 millones de células nucleadas
de SP (vs. £500.000) por paciente. Finalmente, cabe sefialar que en la mayoria de los estudios
previos, no se tuvieron en cuenta los cambios que se producen en la distribucién de las
diferentes poblaciones de linfocitos B a lo largo de la vida?%286287.37837 |5 cual podria influir
también en la diferente sensibilidad obtenida en estos trabajos respecto a la descrita aqui.

De acuerdo con la hipétesis planteada acerca de la posibilidad de que las CPs circulantes
pudieran constituir el marcador mds sensible para la evaluacién de la respuesta B en tiempo
real, las CPs de SP, y de forma especial las CPs IgA®*, representaron la poblacién celular mas
sensible para el diagndstico de IDP-Ac, ya que se encontraban disminuidas numéricamente en
la practica totalidad (98%) de los pacientes analizados. La Unica excepcion la constituyeron dos
casos con déficit selectivo de IgA que presentaban valores normales de CPs circulantes, tanto
IgA1" como IgA2*, asociados a un descenso del nimero de linfocitos B de memoria IgA1* e IgA2*.
Ademas, existian importantes diferencias en el patrén de alteraciones detectado en los distintos
subtipos diagndsticos de IDP-Ac.

En lineas generales, las alteraciones observadas en los pacientes con déficit selectivo de
IgA estaban restringidas a los linfocitos B IgA* y las CPs IgA*, sin que en estos pacientes se
observaran déficits significativos en los compartimentos de células IgG* o en las poblaciones pre-
CG. Sin embargo, a pesar de los defectos observados en los linfocitos B de memoria IgA* y las
CPs IgA*, cerca de la mitad de los pacientes con déficit selectivo de IgA mostraron niveles
detectables de linfocitos B de memoria IgA* y de CPs IgA*. De acuerdo con estos resultados, en
un estudio previo se habia mostrado también que en 2 de 4 pacientes estudiados con déficit
selectivo de IgA, los linfocitos B de SP presentaban expresion de las regiones Su-Sa, lo cual
apoyaria la existencia de células B IgA* en estos sujetos*!. Ademads, recientemente se ha

identificado mediante citometria de flujo la presencia de linfocitos B de memoria IgA* en SP de
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pacientes con déficit de IgA, aunque en este estudio dichas células solo estaban presentes en
<10% de los pacientes evaluados®®, probablemente debido a que solo se analizaron en cada
caso =~5x10* leucocitos®®, frente a los >5x10° evaluados en nuestro trabajo. Desde el punto de
vista clinico, los pacientes que mostraron una capacidad de cambio de isotipo a IgA preservada,
presentaban un fenotipo (clinico) menos severo, asociado a una menor frecuencia de
autoinmunidad (caracteristica que se ha sugerido que puede estar relacionada con un mayor
riesgo de progresion a IDVC***3%), de infecciones no-respiratorias y de antecedentes familiares
de IDP-Ac. Por lo tanto, podriamos concluir que la evaluacion detallada de los defectos de
linfocitos B y CPs de SP de pacientes con déficit selectivo de IgA, podria contribuir a una mejor
subclasificaciéon y manejo clinico de estos pacientes.

Al contrario de lo que ocurria en sujetos con déficit selectivo de IgA, los pacientes con
IDVC mostraron alteraciones que afectaban tanto a los compartimentos de células B IgA* como
IgG*. De hecho, la ausencia de CPs con cambio de isotipo (tanto IgA* como IgG*) fue una
caracteristica comun a todos los pacientes con IDVC, hallazgo que esta de acuerdo con estudios
previos que han demostrado la existencia de defectos en las CPs de MO?®, ganglio linfatico®® y
SP?84 de estos sujetos. Por otro lado, varios autores han descrito también defectos en los
linfocitos B de memoria con cambio de isotipo en pacientes con IDVC, habiendo relacionado
ademas estas alteraciones, con un comportamiento clinico mas severo de la
enfermedad?°0281,284.286.287  Nyestro trabajo constituye el primer estudio en el que se ha
diseccionado el compartimento de los linfocitos B de memoria con cambio de isotipo en funcion
de la subclase concreta de Ig expresada, de forma similar a lo realizado de manera rutinaria para
el andlisis de los niveles séricos de IgG1-4. De este modo, identificamos un deterioro progresivo
de la capacidad de cambio de isotipo de IgG de los linfocitos B de memoria de estos pacientes,
que afectaba de forma secuencial a 1IgG2>1gG1>1gG3>IgM, siguiendo una trayectoria inversa a la
de la localizacidon de estos isotipos y subclases de Igs en el gen IGHC. De acuerdo con estos

hallazgos, previamente se habia descrito ya un patrén similar de frecuencia de expresion de
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ARNm para los diferentes isotipos/subclases de Igs en células B de SP de pacientes con IDVC:
IgG4<IgA2<IgA1<IgG2<IgG1<lgG3<igM?®’,

Como hemos comentado previamente, varios estudios, incluido el nuestro*?, han
sugerido que, en el gen IGHC, las subclases de Igs mas alejadas de V(D)J se producirian, al menos
en parte, por cambios de isotipo y subclase consecutivos, durante ciclos repetidos de re-
encuentro de los linfocitos B de memoria con su correspondiente Ag%®™7111, Estos hallazgos,
junto con conocimientos recientes derivados de la secuenciacién del genoma completo de
pacientes con IDVC, sugieren que el deterioro observado en el cambio de isotipo consecutivo a

lo largo del gen IGHC en la IDVC, podria ser debido a una combinaciéon de variantes

268,271 272,453-455
’

hipomorficas/perjudiciales genes haploinsuficientes y/o modificaciones
epigenéticas?’® que afecten a las rutas de sefializacién implicadas en la respuesta de los linfocitos
B a Ag, mas que a un defecto genético Unico. Estas alteraciones inducirian, ademds de un defecto
en el nimero de linfocitos B de memoria y de CPs, un deterioro que afectaria de forma
progresiva (y secuencial) a células B de memoria que expresan isotipos y subclases de Igs
localizadas en el gen IGHC de forma cada vez mas cercana a la region V(D)J; esto conllevaria a la
disponibilidad de un repertorio B cada vez mds restringido y con menor capacidad funcional,
dentro de los linfocitos B de memoria.

De forma habitual, en los estudios previos en los que se empled la citometria de flujo
para el analisis de las poblaciones de células B de SP de pacientes con IDVC, se han excluido de
cualquier andlisis aquellos pacientes con IDVC que presentaban <1% de linfocitos B, respecto al
total de linfocitos; esto ha sido motivado por el hecho de que la metodologia empleada en estos
trabajos, no alcanzaba una sensibilidad suficiente para poder identificar dentro de las células B,
sus subpoblaciones mayoritarias?®®%®, Sin embargo, al aumentar la sensibilidad mediante el
analisis de un minimo de 5 millones de leucocitos, nuestros resultados demuestran la

posibilidad, no solo de identificar, sino también de cuantificar de forma precisa, las

subpoblaciones de linfocitos B pre-CG, linfocitos B de memoria y CPs que expresan distintas
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subclases de 1gG1-4 e IgA1-2. Gracias a ello, pudimos comprobar que, a pesar del descenso del
numero de linfocitos B de memoria con cambio de isotipo caracteristico de los pacientes con
IDVC, la mayoria de los casos analizados conservaba la capacidad de cambio de isotipo de Ig. De
hecho, incluso en aquellos pacientes clasificados dentro del subtipo de IDVC smB” de acuerdo
con el sistema propuesto por EUROclass?®°, y que se caracterizan por mostrar un nimero muy
reducido de linfocitos B de memoria con cambio de isotipo (2% de todos los linfocitos B), mas
de dos tercios de ellos presentaban linfocitos B de memoria con cambio de isotipo de Ig en
niveles detectables en SP; estos hallazgos apoyan los resultados de estudios previos en los que
se utilizé la técnica de ELISpot para demostrar que los linfocitos B de SP de pacientes con IDVC
poseen capacidad funcional residual de producir Acs IgG demostrada in vitro, incluso en
(algunos) casos clasificados como smB3%; desde el punto de vista terapéutico, se ha sugerido
que dichos pacientes (potencialmente) podrian necesitar dosis menores de Igs de sustitucién3%.

Globalmente, segun el patrén de alteraciones B observado en la SP de pacientes con
IDVC, identificamos 6 subgrupos diferentes asociados con distintos perfiles clinicos. Asi, aquellos
pacientes que mantenian la capacidad de producir linfocitos de memoria IgM/D, 1gG3 e IgG1, es
decir, de producir isotipos y subclases de Igs codificadas en las localizaciones mas cercanas a la
region V(D)J del gen IGHC (independientemente de los nimeros de linfocitos B de memoria
1gG2* e IgA*) (grupos 1, 2 y 3), presentaban manifestaciones clinicas menos graves y requerian
de menor atencion hospitalaria respecto a los demas pacientes con IDVC (grupos 4, 5y 6). Por
el contrario, los pacientes en los que se observaba ausencia total de linfocitos B de memoria con
cambio de isotipo en SP, aunque tenian linfocitos B de memoria CD27* IgM**D* (grupo 4),
mostraron mayor frecuencia de citopenias autoinmunes y enteropatia. Ambas caracteristicas

306307456 hero a diferencia de estos

clinicas son tipicas también de los sindromes hiper-Ig
ultimos, en este subgrupo de pacientes con IDVC no se detectaban CPs (incluidas CPs IgM*)

excepto en un caso, asociado a un perfil de Acs séricos tipico de IDVC, en ausencia de los

defectos funcionales (in vitro) asociados a sindromes hiper-lgM**’.
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Asi mismo, los pacientes con IDVC que presentaban un déficit severo de linfocitos B de
memoria CD27* con y sin cambio de isotipo de Ig, pero mantenian una produccién residual de
linfocitos B de memoria CD27°CD21'1gG3"* (grupo 5) y los pacientes que mostraban ausencia
practicamente total de linfocitos B de memoria (grupo 6), presentaban manifestaciones clinicas
mas graves (e.g. organomegalias y mayor frecuencia de tumores hematoldgicos),
probablemente debidas a su incapacidad de montar respuestas inmunes en los CGs de los
OLSM1123452 Ademds de las alteraciones ya descritas, los pacientes del grupo 6 se caracterizaron
por presentar también, una reduccidn significativa del nimero de linfocitos B pre-CG en SP, lo
cual podria reflejar un defecto en la produccidn de estas células en la MO?%28328  Ademds, la
mayoria de linfocitos B de estos pacientes mostraron un fenotipo inmaduro/transicional,
reflejando su salida prematura de la MO®3; a la vez, dentro de los linfocitos B naive detectados
en estos sujetos, existia un aumento relativo del compartimento de células B CD21 frente a las
células B naive CD21". Tanto las células inmaduras como los linfocitos B naive CD21" se

33119 1o que unido al

caracterizan por presentar una menor capacidad de respuesta in vitro
defecto en el nimero de linfocitos pre-CG, podria contribuir a explicar la disminucién global, e
incluso la ausencia total, de linfocitos B dependientes de Ag caracteristica de estos pacientes.
Ademads, aunque este subgrupo de IDVC no llega a cumplir los criterios diagndsticos de
inmunodeficiencia combinada!!, incluia pacientes que mostraban también numeros
significativamente reducidos de linfocitos naive T CD4* y T CD8", respecto tanto a donantes
sanos de la misma franja etaria, como a otros pacientes con IDVC, de forma similar a lo
observado por otros autores en pacientes con estas caracteristicas?®®. En conjunto, estos
defectos B sugieren la posible existencia de mutaciones hipomérficas y variantes en genes
relacionados con la produccién de linfocitos (RAG, DLREC, NHEJ1), identificadas en otros
pacientes con fenotipos clinicos similares a IDVC¥8269271  Ante estos hallazgos, seria logico

pensar que el deterioro variable de la capacidad de cambio de isotipo de Ig observado en los

pacientes diagnosticados de IDVC podria reflejar distintos momentos evolutivos de la
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enfermedad; sin embargo, no observamos diferencias significativas en la edad de los pacientes
incluidos en los distintos grupos identificados, a excepcién del grupo 6, cuyos pacientes
presentaban en el momento de realizar el estudio edades mas avanzadas que los de los grupos
2y3.

Finalmente, tal como seria de esperar, los pacientes con déficit de subclases de IgG
asociado a déficit de IgA, mostraron un perfil de alteraciones en las poblaciones de linfocitos B
de SP intermedio entre el déficit selectivo de IgA y la IDVC, careciendo algunos de ellos de CPs
circulantes. Ademas, de acuerdo con el defecto secuencial en el cambio de isotipo y subclases
de IgG e IgA observado en linfocitos B de memoria de pacientes con IDVC, los pacientes con
déficit de subclases de IgG asociado a déficit de IgA mostraron Unicamente alteraciones en
linfocitos B de memoria IgA* e 1IgG2*, de acuerdo con el defecto en los niveles séricos de Acs que
presentaban.

En resumen, nuestros resultados muestran que, mientras que las CPs son la poblacién
de células B de SP mas sensible para el diagndstico de IDP-Ac, los defectos en las subpoblaciones
de linfocitos B de memoria, y en especial de las definidas por el isotipo y subclase de Ig
expresada, permiten subclasificar con elevada precisidn pacientes con perfiles clinicos distintos.
De este modo, podemos concluir que el estudio detallado de los linfocitos B y CPs circulantes de
acuerdo a la subclase de Ig expresada y a otros marcadores funcionales (i.e. CD27 y CD21), y su
comparacion con valores de referencia definidos por grupo de edad, contribuye a entender
mejor la patogenia de las IDP-Ac, a facilitar un diagndstico y clasificacién mas precisos de este
grupo de enfermedades, y potencialmente también, a poder realizar una monitorizacién mas

eficiente de estos pacientes.
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Conclusiones






En relacion con el primer objetivo, centrado en seleccionar y validar un panel de Acs
monoclonales para la deteccidn especifica y sensible de las distintas subclases de IgG e IgA
expresadas en linfocitos B de memoria y CPs de SP y otros tejidos humanos, mediante

citometria de flujo:

1.- De todos los clones de Acs comercialmente disponibles y previamente validados para
la identificacion de subclases de IgA e IgG mediante distintas técnicas, solo una parte de ellos
fueron capaces de identificar estas subclases de Igs cuando estaban expresadas en la superficie
de linfocitos B de memoria y CPs, lo que pone de manifiesto la necesidad de evaluar
minuciosamente cualquier clon de Ac antes de poder incluirlo en un panel diagnéstico de

citometria de flujo.

2.— Los clones de Acs seleccionados y validados, asi como los protocolos propuestos,
permiten la identificacion y cuantificacidon rapida, especifica, sensible y reproducible de las
distintas poblaciones de linfocitos B y CPs presentes en SP y otros tejidos, en funciéon del isotipo
y subclase de Ig expresada, y de la localizacién predominante (de membrana vs. citoplasmatica)

de la misma.

En relacion con el segundo objetivo, encaminado a definir la distribucién normal a lo
largo de la vida de las distintas poblaciones de linfocitos B de memoria y CPs circulantes,

definidas en funcién del isotipo y subclase de Ig que expresan:

3.- Los linfocitos Binmaduros, naive y de memoria, asi como las CPs, alcanzan sus niveles
maximos en sangre antes de los 4 afios de vida, disminuyendo posteriormente hasta la edad
adulta. A partir de ahi, los linfocitos B inmaduros/transicionales y naive se mantienen estables,
mientras que el nimero de linfocitos B de memoria y de CPs vuelven a disminuir a partir de los
60 afos, pudiendo este descenso estar relacionado con la menor respuesta a vacunacién y la
mayor tasa de infecciones descrita entre estos sujetos, a pesar de que poseen niveles de Acs

similares a los de adultos jévenes.
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4.- El andlisis comparativo de los patrones de distribucion de las CPs y de los linfocitos
B de memoria en sangre, asi como de los Acs solubles en plasma, a lo largo de la vida, muestra
que existe una cinética diferente para cada uno de ellos, alcanzandose el pico de produccién de
CPs varios afios antes que el de linfocitos B de memoria, y que los niveles (maximos) de Acs de
los correspondientes isotipos y subclases de Igs. Esto sugiere que el nimero de CPs en SP podria
constituir el marcador mas sensible a la hora de evaluar el estado de la respuesta B de un

individuo en tiempo real.

5.- Las CPs y los linfocitos B de memoria de sangre, asi como los Acs de distintas
subclases e isotipos de Igs que corresponden a diferentes bloques del gen IGHC, alcanzan sus
niveles mas elevados a diferentes edades, lo que probablemente refleja los ciclos consecutivos
de cambio de isotipo de Ig que ocurren a lo largo de la vida. La acumulacién de linfocitos B de
memoria que expresan isotipos de Igs del tercer (y ultimo) bloque del gen IGHC, podria estar
asociada con una respuesta B con caracteristicas mds tolerogénicas, tipica de edades mas

avanzadas de la vida.

En relacion con el tercer objetivo, centrado en definir con precision las posibles
alteraciones en la distribucidn de las distintas poblaciones de linfocitos B y de CPs de SP en
pacientes con IDP-Ac, y su posible relacidn con el subtipo diagndstico y el comportamiento

clinico de la enfermedad:

6.— Un andlisis detallado de los compartimentos de linfocitos B de memoria y de CPs de
SP, clasificados en funcién del isotipo y subclase de Ig que expresan y de los marcadores
funcionales CD27 y CD21, demostré la existencia de alteraciones B en todos los pacientes con
IDP-Ac, observdndose distintos patrones de alteracion para los diferentes subtipos diagnésticos
de este grupo de enfermedades; estos hallazgos, sugieren que el andlisis de estas
subpoblaciones de células B de SP podria constituir una herramienta util en el diagnéstico,

clasificacién e incluso, la monitorizacién de estos pacientes.
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7.- Los pacientes con déficit selectivo de IgA se caracterizan por presentar un defecto
severo de producciéon de CPs IgA1* y/o IgA2*, aunque pueden definirse dos grupos de pacientes
con distinto comportamiento clinico, segun el grado de afectacion de los linfocitos B de memoria
IgA* circulantes. Estos hallazgos sugieren que el estudio de dichas subpoblaciones celulares

podria contribuir al diagndstico y subclasificacién de pacientes con déficit selectivo de IgA.

8.— De forma sistematica, los pacientes con IDVC carecen de CPs circulantes IgG* e IgA".
Ademas, estos pacientes presentan también, un deterioro progresivo de la capacidad de cambio
(secuencial) de isotipo de Ig en los linfocitos B de memoria de SP, que progresivamente afectan
a cada vez mas isotipos y subclases de Igs segun su localizacion en el gen IGHC: de los mas
distales a los mas cercanos a la regién V(D)J del gen IGHC. Asi, segun el patron de alteraciones
observado podemos definir hasta 6 subgrupos de pacientes con IDVC distintos, que muestran
diferente comportamiento clinico. Estos hallazgos apoyan la utilidad del andlisis de las distintas
subpoblaciones de células B de SP mediante citometria de flujo, en el diagndstico y clasificacion

de la IDVC.
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Tabla suplementaria 1.- Genes relacionados con mutaciones monogénicas en IDVC.
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(expresion Linfocitos B totales, o Jrespuesta a respiratorias, P
(TWEAK) ) L Si (Déficit de 472
.. s normal) normales, de memoria,, vacunas de meningitis, No No IDVC
Union a BAFF Edad pediatrica . . " - e T . 18G2)
linfocitos T CD8*y T CD8'CD4 polisacaridos y osteomielitis, citopenias
602695 y adulta B .
AD proteicas. autoinmunes.
4924 42 (27 familias) Llnfoatfas B to:al+e5 normales, de  1gG{, . Si
PF memoria IgM*™D* normales, de IgAelgM{ o Infecciones de -
NFKB1 . N -, . . N . o, (Déficit de
Diferenciacion, . (expresion ) memoria IgG" e IgA* CD27 normales, repeticion, Al, . 272,473-477
. X Nifios y adultos R . , IgAy de Si No IDVC ¢
supervivencia, Jlinfocitos B CD21-1y respuesta a vacunas adenopatias y
164011 . o X . . ! subclases de
cambio de isotipo AD linfocitos T normales. de polisacaridos y organomegalias. 1gG)
y tolerancia proteicas{, o normal. J
Linfocitos B totales y de Infecciones de
10g24.32 - PF memoria IgM**D* {, o normales, s .
NFKB2 Diferenciacién, 220 [ e s (expresion 4, o de memoria con cambio de :'ge(:‘ Lge/ztz Iag'\\//la:J:/LJ’nas Irsfael)i(;gg:sl m;f;c;?n:ss
supervivencia, - normal) isotipo<,, linfocitos T CD4*y P L . , ‘p‘ P No No No IDVC 478-486
. o Nifios y adultos N . de polisacaridos y simple, déficit de
164012 cambio de isotipo CD8* normales, de memoria y . o
) ) proteicas{, o normal.  hormonas pituitarias y
y tolerancia AD foliculares {, o normales.

Al (alopecia).




Tabla suplementaria 1 (continuacion)

N2 pacientes

Gen Localizacidn, Efecto sobre la Fenotipo
! L, / analizados/ . Alteraciones en células Otras alteraciones . . .. Familiares Familiares Poblacién P Referencias
omMiMm Funcién en .. proteina/ . . . . Manifestaciones clinicas . ‘o IDVC/otra g
. . Inicio de . del sistema inmune inmunoldgicas con IDP-Ac  asintomaticos general bibliograficas
linfocito B , Herencia IDP (IUIS)
sintomas
IKZF1 | 7p12.2 24 (9 familias) T EEHes D EEE, l8G, . .
(expresiond, o de memorial, o normales, IgA e IgM |, o normal, Infecciones de repeticion, . .
(IKAROS) ) 7 ) ) Si (en nifios, 265,453 473
. L . normal) presencia de CP en MO, respuesta a vacunas de citopenias autoinmunes y No . L, No IDVC ¥
Diferenciacion Edad pediatrica . . S . posible evolucién)
603029 linfoide adulta linfocitos T totales y CD8+ 1 o polisacaridos y tumores hematoldgicos.
y AD normales, CD4*{, o normales. proteicas | o normal.
Linfocitos B totales y naived, o
1p36.22 les, i d 18G e IgA | .
p normales, inma uros.’l‘ o gGelg ’\],o normal (en Infecciones de repeticion,
GF normales, de memoria con y la mayoria), (tipicamente EBV y CMV)
PIK3CD Cascada de >150 (expresion sin cambio de isotipo normales  IgM“ o normal, LPpAI oreanome \;Iias !
sefializacién a normal) o, linfocitos T totales, CD4* respuesta a vacunas Iin’fon,1a fetraso & ! No Si (un caso) No IDVC 487-489
602839 través del Co- Edad pediatrica (totales y naive) y CD8" naivel,  proteicas y de neurolé, 1o v retraso en
BCR, IL21, CD27 AD o normales, T CD4* de polisacéridosy, o . g‘ Y
. N el crecimiento.
y BAFF. memoria y CD8" totales y de normal.
memoria.
Linfocitos B totales y naive |, o
5q13.1 -
normales, inmaduros* o 1gG e IgA normal o ¢ o P
>2 PF normales, de memoria con (en la mayoria) , IgM1 el AT
PIK3R1 Cascada de (47 familias) (expresion . N - v ¥ ol PIK3CD pero con mayor
S sin cambio de isotipo normales o normal, respuesta a . . 487 488.490
sefializacion a normal) ) . N prevalencia de linfoma, No No No IDVC RIELY
, s o {, linfocitos T totales, CD4 vacunas de L.
171833 través del Co- Edad pediatrica i s o e G e olisacaridos { o retraso neurolégico y de
BCR, IL21,CD27 Y adulta AD Y e P crecimiento
o normales, T CD8" totales y de normal.
y BAFF. ;
memoria.
1gG e IgAl/, IgM
Linfocitos B totales normales, gG e lgAl,, 1sM{ o i i
11 PF . s normal, respuesta a Infecciones de repeticion
16p11.2 - L de memoria IgM*™ D", IgG+ e )
cD19 (8 familias) (expresiond, o lgA* CD27" L con IgA* CD27- vacunas de (incluyendo
ausente) & . . & polisacéridos y glomerulonefritis), No No No IDVC 272,491-495
Co-receptor de s normales, linfocitos T (totales y . L -
107265 , Edad pediatrica . proteicas+, . hematuria microscopica y
célula B adulta AR subpoblaciones) normales, nefropatia
Y expresion, de CD21. patia.
PF
cD21 1g32.2 2 (2 familias) (expresion Linfocitos B totales normales, IgG e IgAl, IgM{ o Infecaone‘s de repeticion,
ausente) de memoria con cambio de normal, respuesta a enteropatia, 447 496
L . . . No No No IDVC g
Co-receptor de s isotipo+, linfocitos T (totalesy  vacunas de esplenomegalia 'y
120650 , Edad pediatrica . L L
célula B AR subpoblaciones) normales. polisacéridos<,. mialgias.




Tabla suplementaria 1 (continuacion)

N2 pacientes

Gen . . s .
4 Loca!llzaC|on/ analizados/ Efecto s?bre Alteraciones en células Otras alteraciones Manifestaciones Familiares Familiares Poblacion Fenotipo Referencias
omMiMm Funcién en .. la proteina/ R A . L. . . o IDVC/otra e
. N Inicio de . del sistema inmune inmunoldgicas clinicas con IDP-Ac asintomaticos general bibliograficas
linfocito B . Herencia IDP (1UIS)
sintomas
PF Linfocitos B totales normales, 1gGl, IgA e IgM{ o
D81 11p15.5 1 (expresion de memoria,, linfocitos T normal, respuesta a Infecciones de
ausente) (totales y subpoblaciones) vacunas de repeticidn (incluyendo No No No IDVC 497
186845 Co-receptor de Edad pediatrica normales, polisacéridos y glomerulonefritis) y
célula B P AR expresion, de CD21, proteicas . sindrome inflamatorio.
expresion ausente de CD19.
11qg12.2 PF Linfocitos B totales normales,
1 . . . 18Gl, 1IgM e IgA
CD20 (expresion de memoria con cambio de 8G\, lgMe lg . 498
s - R . normal, Infecciones de
Activacién y s ausente) isotipo, linfocitos T (totales y L, No No No IDVC
. L, Edad pediatrica . respuesta a vacunas de repeticion.
112210 diferenciacion subpoblaciones) normales. S
, polisacéridos, .
de células B AR
19p13.3 oF
VAV1 1 i Linfocitos B normales, linfocitos Infecciones de
Cascada de P T totales y CD8* normales, CD4* 1gG, IgA e IgM . repeticion No No No IDVC 499
164875 sefializacion a Edad adulta AD J. P ’
través del BCR
Infecciones de
22g13.1 Linfoci Bd, linfoci T | IgA e IgM icion (incl
ql3 2 (1 familia) PF (expresion infocitos \J, in 0f|tos gG, IgAe lgM{, repeticion (|nc.u.yendo
RAC2 ausente) totales, CD4* y CD8* normales, respuesta avacunasde  glomerulonefritis),
Cascada de Edad pediatrica CD4*y CD8" naive bajos polisacéridos, . retraso en el No No No IDVC 500
602049 sefializacién a adull?ca AR (incluyendo emigrantes crecimiento, urticaria,
través del BCR v recientes), Treg . alergia y defectos de
coagulacion.
8p23.1 L, Linfocitos BJ, o normales,
BLK 2 iElE] :Zr(s(aﬁ)resmn CRMEIEIE SR 7012 Ing(ﬁ'*;:grAe: ILgJE':/Ist\la/(; Infecciones de
Cascada de memoria IgG+ normales, vacuna,s dep repeticion No No No IDVC 501
191305 sefializacién a Edad pediatrica linfocitos T totales, CD4*y CD8* R -
, AD polisacdridos,.
través del BCR normales.
1g42.3
IRF2BP2 ) s 3 (1 familia) GF ., Linfocitos B normales, lgG, lgA e IgM, .
Diferenciacion (expresion) X respuesta a vacunas de Infecciones 502
roliferacién de memoria o ausentes, olisacaridos y/o respiratorias y Al No No No Ibve
615332 | P Edad pediétrica linfocitos T normales. P Y P y AL

de células B de
memoriay CP

AD

proteicas .




Tabla suplementaria 1 (continuacion)

N2 pacientes

Gen Localizacidn, Efecto sobre Fenotipo
! L, / analizados/ N Alteraciones en células Otras alteraciones . . L. Familiares Familiares Poblacién P Referencias
OoOMIM Funcién en .. la proteina/ . ., . L. Manifestaciones clinicas . s IDVC/otra g
. . Inicio de . del sistema inmune inmunoldgicas con IDP-Ac asintomaticos general bibliograficas
linfocito B . Herencia IDP (1UIS)
sintomas
Xq28
ATP6AP1 PF . . . .
Offerenciacion, 11 (6famiias)  (expresiony)  LfoctosBde memoriacon g6, lgA e Mo Infecciones de
300197 | procesamiento v e i ap No No No IDVC 503
de A e . (no existe informacién sobre vacunas infantiles\{, (no  organomegaliasy
eAgy Edad pediatrica  Ligada a . blaci ificado ti int l6gi
produccioén de Ig cromosoma X °traspo aciones) especificado tipo) sintomas neuroldgicos.
(no confirmado)
PF Linfocitos BJ,, inmaduros 1", L )
27 (20 familias)  (expresiond, naive y memoria con cambio Episodios de fiebre,
TRNT1 3p26.2 o) anmaI) de iso"c/i o v linfocitos T CD4* anemia sideroblastica,
s POy 1gG, IgA e IgM retraso en el crecimiento  No No No IDVC 504-508
, . Edad pediatrica { (solo descrito en algunos
612907 | Sintesis de AR casos) y problemas
proteinas neurolégicos.
Infecciones de
11.21 r icion, alteracion
TTC37 8 - PF (expresion 126, IgA e IgM <. epeticion, alteraciones
96 (85 familias) - L etnlesta avaclnas de en el pelo (pelo lanoso,
Desconocida No existe informacidn. p . tricorrexis nudosa), No No No IDVC 509
614649 . polisacéridos<, . X X
Edad pedidtrica AR malformaciones faciales,
enfermedad hepatica y
diarrea.
3921.3 PF lgaci’ielzi?eeelrga'\:\l/ fenum IDVC (todavia
11(2 familias) (expresion,) Linfocitos B y T normales. CPs ﬁormales) Infecciones de no recogido en
SEC61A1 | Transporte de P en SP y su generacion tras ! L No No No oBido 510
. - ) DO respuesta a vacunas de repeticién. la clasificacién
proteinas en el Edad pediatrica estimulacion in vitrod,. L
609213 RE AD polisacdridos, o de la IUIS)
normal y a proteicas,
Linfocitos B totales, o .
R Infecciones de
normales o, inmaduros y N .
naive normales o 18GJ o normal (G SIS
3p21.1 PF linfocitos de memo;ia con IgAelgMT o n'ormal AP (e (3267 Pl
PRKCD 6 (4 familias) (expresion, . - . . g € ! CMV), Al sistémica grave PRKCD
cambio de isotipo,, linfocitos respuesta a vacunas L 511-514
Cascada de o ausente) ) . (similar a lupus No No No
PR e B CD21° 1, proteicas y de X . i
176977 sefializacién a Edad pediatrica linfocitos T totales. CDA* olisacaridos,o eritematoso sistémico), (inmuno-
través del BCR AR ! y P organomegalias, LP y desregulacion)

CD8*J, o normales, CD4-CD8-
N o normales,
células NK{, o normales.

normal.

retraso en el
crecimiento.




Tabla suplementaria 1 (continuacion)

N2 pacientes

Efecto

Gen Localizacién, Fenotipo
! L, / analizados/ sobre la Alteraciones en células Otras alteraciones . . . Familiares Familiares Poblacion p Referencias
OMIM | Funcién en . . B . . L . Manifestaciones clinicas . or IDVC/otra e g
. N Inicio de proteina/ del sistema inmune inmunoldgicas con IDP-Ac asintomaticos general bibliograficas
linfocito B . . IDP (1UIS)
sintomas Herencia
16qg23.3 GF Linfocitos B totales\, o 18G, IgA e IgM{ o ,
q 30 (4 familias) L, \l’. . gG, IgA e lgM Problemas de piel (urticaria fria
PLCG2 (expresion normales, de memoria IgG* e norma, respuesta a Sl () s PLAID
Cascada de normal) IgA*J, linfocitos T (totales y vacunas de y atop! '8 ’ No No No (Sindrome 515,516
PR Edad . . infecciones por hongos, . .
600220 | sefializacion a edistrica supoblaciones) normales, polisacédridosd, o e T e autoinflamatorio)
través del BCR P AD células NK{, o normales. normal. y herp '
Linfocitos B totales, o Infecciones de repeticion
normales,memoria con cambio  1gG, IgA e IgM{, o (incluyendo gérmenes
2933.2 >100 PF L A ) . )
., de isotipo, CD21°, linfocitos normal (en la mayoria), oportunistas), Al grave . o
CTLA-4 (expresion R e . ) Si Déficit de CTLA-4 454,473,517
o g T totales, CD4* y CD8* (naive y respuesta a vacunas de (frecuentemente citopenias), PP . T
Sefializacion a Edad J) o oo ) i (Déficit de Si No (Inmuno-
. . totales)J, o normales, de polisacaridos, o LP con infiltracién de érganos, - 523524
123890 | través de pediatrica y . N . , . IgA) desregulacion)
CD80/CDS6 adulta AD memoria CD4"y CD8", Tregy T normal. enteropatia, organomegalias,
CD4 CD8 ', o normales, adenopatias, cancer y retraso
células NK{, o normales. de crecimiento.
Infecci d ticid
Linfocitos B totales, de n ecclones e’repe clon
. (incluyendo gérmenes
PF memoria y CPs{, o normales, .
L. . . 18G e IgA o normal o oportunistas), Al grave y de .
40313 77 (expresion inmaduras y naive o 5 (e B ey, 154 inicio temprano Si (dos casos <
LRBA 932 (57 familias) Jdo normales 0, linfocitos CD21- Y '8 ) P - . de 18 afios Déficit de LRBA 272,473,525—
. . { onormal, respuestaa  (especialmente citopenias y . . T
L, ausente en normales o, linfocitos T . . . No asintomaticos; No (Inmuno-
Regulacion de , N . vacunas proteicas y de enfermedad inflamatoria . . 538
606453 Edad la mayoria)  totales, Treg, CD4"* y CD8 A . . R3] 0 posible desregulacion)
CTLA-4 s " polisacéridos, o intestinal), LP con infiltracion .
pediatrica (totales y naive)d, o normales, normal de 6reanocs. oreanomegalias evolucién)
AR de memoria CD4*y CD8*y T : Rl S
) adenopatias, cancer y retraso
foliculares normales 0. .
de crecimiento.
2933.2
q 16 Linfocitos B totales\, o ) .
(7 familias) PF normales, de memoria 18G/, IgA e lgM{ o Infecciones de repeticion
Icos Cambio de (expresion ! 85wV, 18 s (incluyendo gérmenes P
N ausentes o\, CPs en MO normal, respuesta a ) Déficit de ICOS 539-543
isotipo, ausente) . . . oportunistas), Al, No No No
. Edad ausentes, linfocitos TCD4+, vacunas proteicas y de ; . . (CID)
604558 | formacion de e . s organomegalias, hiperplasia
pediatricay TCD8+ y T foliculares\, o polisacéridos, . o
CG, AR linfoide y granulomas.
. o adulta normales.
diferenciacion
12p13.31 17 PF Linfocitos B totales, o 18G4/, normal o1,
cD27 . o (9 familias) (expresion normales, de memoria IgA e IgM, o normal, I I Deficiencia de
Diferenciacion, Jo ausentes, respuesta a vacunas . CD27 544-546
. . . . . . atipicas por EBV, No No No
186711 supervivencia y Edad ausente) linfocitos T CD4*, o normales, proteicas y de anemia aplasica v linforna (Inmuno-
cambio de pediatricay T CD8"y CD4CD8 1 o polisacéridosy, o P y : desregulacion)
isotipo adulta AR normales. normal.




Tabla suplementaria 1 (continuacion)

N2 pacientes

Gen izacié i
! Local.lfaclon/ analizados/ Efect? sobre la Alteraciones en células Otras alteraciones . . .. Familiares Familiares Poblacién Fenotipo Referencias
omMiMm Funcién en .. proteina/ . . . L. Manifestaciones clinicas R ot IDVC/otra g
. X Inicio de N del sistema inmune inmunoldgicas con IDP-Ac asintomaticos  general bibliograficas
linfocito B , Herencia IDP (1UIS)
sintomas
Infecciones de repeticion,
16pl12.1 Linfocitos B totalesd,, normales o IgG e IgAd 0 (lncluyer.mdo gérmenes
PF ™ normal OO I EE) Déficit de
IL21R Cambio de 8 (6 familias) (expresion, o de memoria IgM**D* y con cambio ! organomegalias, lupus
“am = 1M/ o normal, I i IL21R 547-550
isotipo, ausente) de isotipol, 0 normales, VR | VTS discoide e inflamacion de No No No (CID)
605383 formacion Edad pediatrica linfocitos T totales normales, roFt)eicas de la piel, enfermedad
del CGy AR T CD4*, CD8" y T foliculares, o P L, .y hepdtica y retraso de
) L , polisacéridos, . o
diferenciacion normales, células NK{, o normales. crecimiento.
4927
. 1 PF » 18G, lgA e IgM Infecciones de repeticion, Déficit de
IL21 Cambio de (expresion . X . normal, IgET, ) .
- Linfocitos B totales\,, de memoria enfermedad inflamatoria 1121 551
isotipo, normal) P ) L respuesta a vacunas . ) No No No
. IgM**D* y con cambio de isotipo, . intestinal y retraso de (CID)
605384 formacion del Edad pedistrica proteicas y de crecimiento
CGy P AR polisacaridos,. ’
diferenciacion
Incompleto (solo algunos casos).
17921.2 Linfocitos B normales, naive, de
ia IgMD* I Infecci ici6 e
STAT3 5 23 (20 familias)  GF (expresion mempfla gl ™o normaf es, n ecciones de’ repeticion utacion
Reaccién de - transicionales y de memoria con 18G, IgA e IgM{ 0 (incluyendo gérmenes con 267,473,552~
CG, . cambio de isotipoy, o normales, normales. oportunistas), Al, LP, No Si No ganancia
102582 ) o Edad pediatrica N . ; - 554
Diferenciacion AD linfocitos T totales y CD4*(totales y organomegalias y retraso de funcién
y cambio de naive), o normales, T CD8* de crecimiento. en STAT3
isotipo. normales, TCD8"y TCD4" de
memoria normales o,
18G, IgA e IgM ..
2 (1 familia) PF (expresion ) 8G, lgA e lgM\ Déficit en
IL2RG* Xq13.1 . . . respuesta a vacunas . L.
Linfocitos B y T normales, ausencia R Infecciones de repeticion, ILR2G (yc) 270
. . de polisacaridos y e ) No No No
. L Edad adultay Ligada a de células NK. Al (especifica de érgano)
Diferenciacion ediatrica cromosoma X normaly (SCID T-B+)
308380 p proteicas .
18G, IgA e IgM .
RAG1* 11p12 Linfocitos B{,, de memoria con respuesta a vacunas X L e
PF R L . ) . Infecciones de repeticion, Déficit en
- cambio de isotipo, linfocitos T de polisacaridos, y - 268,555
179615 Recombinacion 52 el e totales|, de memoria, células a proteicas normal Al SO 77 e e e it '
AR ! P ! linfoproliferacién. (SCID T-B-)

V(D))

NK{, o normales.

ausencia de
isohemaglutininas.




Tabla suplementaria 1 (continuacion)

N2 pacientes

Gen . v .
! Local'llzauon/ analizados/ Efecu? sobre la Alteraciones en células Otras alteraciones . . - Familiares Familiares Poblacion Fenotipo Referencias
OoOMIM Funcién en .. proteina/ . . . L. Manifestaciones clinicas . . IDVC/otra g
. . Inicio de R del sistema inmune inmunoldgicas con IDP-Ac asintomaticos  general bibliograficas
linfocito B . Herencia IDP (1UIS)
sintomas
Infecciones de repeticion
. . B
L) 19p13.11 PF Linfocitos B totales normales, IgG, IgA e IgM, gnzlliziri]sdt:sg)ermenes Déficit en
Diferenciacién 1 Linfocitos Ty NK normales (J en ausencia de -p . - No No No JAK3 269
600173 . . . . . L linfoproliferacion,
y supervivencia AR estudio posterior). isohemaglutininas. , (SCID T-B+)
enteropatia y retraso de
crecimiento.
DCLRE1IC* | 10p13 PF ) . . . . . Déficit de
Linfocitos B, linfocitos T total Inf d t
Recombinacion 3 (1 familia) nlgrrilc;lss \Jr:;_l_\llr;ia os T totales IgG, IgA e IgM{ nAchmnes € repeticion No No No Artemis e
V(D)) AR ¥ : yAL (SCID T-B-)
605988

Tabla adaptada, y actualizada a partir de Bogaert et al?%. y Picard et al.2®. *Genes tipicamente asociados a inmunodeficiencias combinadas severas, en los que se han observado mutaciones hipomérficas que originan

fenotipos de IDVC, incluyéndose en la tabla solamente el nimero y las caracteristicas de esos casos. |/, descenso; %, aumento; AD, autosémica dominante; Al, autoinmunidad; AR, autosémica recesiva; CMV, citomegalovirus;

CID, inmunodeficiencia combinada (del inglés, combined immunodeficiency); EBV, virus de Epstein-Barr; IDVC, inmunodeficiencia variable comun; IDP-Ac, inmunodeficiencia predominantemente de anticuerpos; LP,
linfoproliferacidon; PF, pérdida de funcién; GF, ganancia de funcién; SCID, inmunodeficiencia combinada severa (del inglés, severe combined immunodeficiency).
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MATERIAL SUPLEMENTARIO CORRESPONDIENTE AL
ARTICULO 1

Seleccidon y validacion de clones de anticuerpos dirigidos frente a
subclases de IgA e IgG expresadas en linfocitos B de memoria y células
plasmaticas que presentan cambio de isotipo

En esta seccion se recogen: 1) un ejemplo ilustrativo del marcaje de los clones de Acs
seleccionados dirigidos frente a las distintas subclases de I1gG e IgA y su marcaje cruzado
(Supplementary Figure S1); 2) un ejemplo ilustrativo del marcaje citoplasmatico en CPs de MO
de los clones de Acs seleccionados dirigidos frente a las subclases de IgG e IgA (Supplementary
Figure S2); 3) un ejemplo ilustrativo del marcaje citoplasmatico de los clones de Acs
seleccionados dirigidos frente a las distintas subclases de 1gG e IgA, con y sin bloqueo previo de
las mismas en la membrana (Supplementary Figure S3); 4) un ejemplo ilustrativo del marcaje de
los clones SAG4 y HP6098 dirigidos frente a IgG4 en un donante sano (Supplementary Figure 54);
5) el indice de marcaje y el porcentaje de linfocitos B de memoria y CPs positivas para los clones
de Acs seleccionados dirigidos frente a las distintas subclases de 1gG e IgA, con y sin bloqueo
previo de dichas subclases en la membrana (Supplementary Table S1); 6) un resumen de los
resultados de marcaje obtenidos para los clones de Acs seleccionados y alternativos en linfocitos
B de memoria y CPs (Supplementary Table S2).
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MATERIAL SUPLEMENTARIO CORRESPONDIENTE AL
ARTICULO 2

Distribucion en sangre de las distintas subpoblaciones de linfocitos By
de células plasmaticas normales a lo largo de la vida

En esta seccidn se recogen: 1) breve descripcién del protocolo de procesamiento de las muestras
y del marcaje para CD11c (Methods); 2) estrategia empleada para la identificacion de las
poblaciones de linfocitos B por estadio madurativo (Figure E1); 3) distribucién relativa en 5 nifios
y 5 adultos de los isotipos y subclases de Igs en CPs cuando se realiza un marcaje de membrana
vs. membrana+citoplasmatico (Figure E2); 4) porcentaje de células CD27 en los linfocitos B de
memoria en sangre a lo largo de la vida (Figure E3); 5) porcentaje de células CD21 dentro de los
linfocitos B naive y de memoria en sangre a lo largo de la vida (Figure E4); 6) comparacién de las
medianas de linfocitos B de memoria, CPs e Igs solubles en plasma, de cada uno de los isotipos
y subclases de Igs en sangre a lo largo de la vida (Figure E5); 7) comparacion entre la distribucion
de IgG e IgA total vs. sus subclases dentro de los linfocitos B de memoria, CPs y los Acs solubles
en plasma, a lo largo de la vida (Figure E6); 8) ejemplo ilustrativo del marcaje obtenido con CD11c
en linfocitos B de memoria de un nifio y un adulto (Figure E7); 9) distribucion relativa de los
linfocitos B de memoria tipicos, atipicos y otros linfocitos CD21" a lo largo de la vida (Figure E8);
10) ejemplo ilustrativo de la distribucion de los linfocitos B de memoria y CPs que expresan
distinto isotipo y subclase de Igs en un nifio evaluado a dos edades distintas (Figure E8); 11)
caracteristicas demograficas de los nifios menores de 4 afos incluidos en el estudio (Table E1);
12) combinacién de Acs monoclonales utilizados en el estudio: tubo EuroFlow de 12 colores para
la evaluacion de isotipos y subclases de Igs (Table E2); 13) nUmero absoluto de linfocitos totales,
linfocitos B y subpoblaciones de linfocitos B de distintos estadios madurativos en donantes
sanos de diferentes grupos de edad (Table E3); 14) porcentaje de casos con nimeros detectables
de linfocitos B de memoria y CPs, con expresion de los distintos isotipos y subclases de Igs, asi
como sus numeros absolutos en donantes sanos de diferentes grupos de edad (Table E4); 15)
niveles solubles en plasma de los distintos isotipos y subclases de Igs en donantes sanos de
diferentes grupos de edad (Table E5).
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METHODS

Sample preparation

Forty-eight milliliters of an ammonium chloride solution was mixed
with 2 mL of PB in a 50-mL tube and incubated for 15 minutes at room
temperature (RT) while gently shaking in a roller to lyse nonnucleated red
cells. Then the cell suspension was centrifuged for 10 minutes at 800g, and
the supernatant was removed by using a Pasteur pipette or a vacuum sys-
tem without disturbing the cell pellet. Thereafter, cells were washed with
50 mL of PBS containing 0.5% BSA and 0.09% sodium azide (PBS-BSA;
pH 7.6) and centrifuged at 800g for 5 minutes, and the supernatant was
removed. Subsequently, 4 mL of PBS plus 0.09% of NaNj plus 0.5% of
BSA was added, and the cell suspension was transferred to a 5-mL tube,
which was centrifuged at 540g for 5 minutes. After removal of the super-
natant, sample cellularity was counted in a hematologic analyzer. Ten
million nucleated cells were stained subsequently with the 12-color Euro-
Flow antibody combination (30 minutes at RT). When only smIgH stain-
ing was performed, 2 mL of FACS lysing solution (BD Biosciences, San
Jose, Calif) diluted 1:10 (vol/vol) in distilled water was added, and cells

BLANCO ET AL 12.e1

were sequentially incubated for another 10 minutes at RT, washed, and re-
suspended in 500 pL of PBS-BSA. In turn, when surface membrane plus
cytoplasmic IgH staining was performed, after surface membrane staining,
the cell suspension was washed and incubated with solution A of the Fix &
Perm Reagent Kit (An der Grub, Vienna, Austria) for 15 minutes at RT.
Afterward, washed cells were incubated for another 15 minutes at RT
with solution B of the Fix & Perm Reagent Kit and antibodies against
IgM, IgD, 1gG; to IgG,, and IgA; and IgA,; then stained cells were
washed and resuspended in 500 pL of PBS-BSA. In both protocols cells
were acquired immediately after sample preparation was completed or
stored at 4°C for a maximum of 1 hour.

CD11c staining

In 6 adults (35 = 8 years) and 6 children (3 = 5 years), in addition to the
EuroFlow 12-color IgH isotype B-cell tube (Table E2), a similar tube that con-
tained an anti-CD11c PE-Cy7 (clone B-ly6; BD) reagent instead of CDS5 PE-
Cy7 was stained in parallel. The protocol used was the same as described
above, and 5 X 10° leukocytes were measured per sample.
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FIG E1. Gating strategy used for identification of maturation-associated B-cell subsets. Bivariate dot plot
graphic representations of the gating strategy used to identify immature, naive, switched, and unswitched
MBCs and PCs, according to their pattern of expression of CD19, CD27, CD38, CD5, CD24, CD21, smigM, and
smlgD and their side-scatter (SSC) features are shown.
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FIG E2. Comparison of the relative distribution in PC of subsets expressing distinct IgH isotypes and
subclasses when surface membrane only versus surface membrane plus cytoplasmic staining of aliquots of
the same sample (n = 12) was performed. Bars represent relative distribution of the distinct IgH isotype and
subclass subsets of PCs with the sm-only versus surface membrane plus cytoplasmic IgH staining in chil-
dren (n = 6) and adults (n = 6). *P<.05, surface membrane only versus surface membrane plus cytoplasmic

staining.
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FIG E3. Relative distribution of CD27 " B cells within each subset of CB and PB memory B lymphocytes ex-
pressing different IgH isotypes and isotype subclasses through life. Bars represent percentage values of
CD27 B cells within each MBC compartment. *P < .05, #P < .01, and 8P < .001 versus the previous age
group, respectively. NB, Newborn.
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FIG E4. Relative distribution of CD21~ B cells within each subset of CB and PB naive B lymphocytes and
MBCs expressing different IgH isotypes and isotype subclasses through life. Bars represent percentage

values of CD21~

age group, respectively. NB, Newborn.

B cells within each B-cell compartment. *P< .05, #°<.01, and 8 P<.001 versus the previous
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FIG E5. Direct comparison among median numbers of CB and PB MBCs, PCs, and immunoglobulin (Ig) sol-
uble levels of the same IgH isotype and isotype subclasses through life. Lines correspond to median abso-
lute numbers of MBCs (gray), PCs (black), and soluble immunoglobulin plasma levels (in milligram per
deciliter; red) per age group. LOD, Limit of detection; NB, newborn.
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FIG E6. Comparison of the distribution of CB/PB MBCs and PCs, as well as soluble immunoglobulin plasma
levels, through life: total IgA and IgG versus individual cellular and soluble compartments of IgA and IgG
subclasses. Lines link median values of total IgA (black), IgA; (orange), and IgA; (yellow) MBCs (A), PCs (B),
and soluble immunoglobulin plasma levels (C) plus total IgG (gray), IgG; (light blue), IgG, (light green), IgG3
(dark blue), and 1gG4 (dark green) MBCs (D), PCs (E), and soluble immunoglobulin plasma levels (F). LOD,

Limit of detection; NB, newborn.
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FIG E7. Pattern of expression of CD21 in CD11¢* in MBCs. Dot plots illus-
trating CD11c expression with MBCs of a representative healthy child and
a healthy adult are shown. In both types of samples, CD11c™ MBCs system-
atically corresponded to CD21~ MBCs in line with previous findings re-
ported in the literature.?””"
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FIG E8. Relative distribution of typical, atypical, and other CD21~ B cells within each compartment of MBCs
expressing different IgH isotypes and subclasses through life. A, Representative dot plot of MBCs grouped
according to CD21 and CD27 expression. B, Bars represent percentage values of typical (CD27"CD217),
atypical (CD27 CD217), other CD21™ B cells (CD27*CD21~) and CD27 CD21* MBCs within each subset of
MBCs expressing different IgH isotypes and subclasses. *P< .05, #P< .01, and 8§ P<.001 versus the previous
age group, respectively. NB, Newborn.
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FIG E9. t-Distributed stochastic neighbor embedding plots showing the relative size of different subsets of
MBCs and PCs expressing distinct IgH isotypes and subclasses in a single child at 2 different ages (23 and
41 months). Please note the relative decrease in, for example, IgGs; MBCs (A) and both IgM and IgG; PCs at

the expense of a larger IgA; and IgG, PC area (B).
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TABLE E1. Demographics of children younger than 4 years included in the study

BLANCO ET AL 12.e11

Age group

Environmental factors 0-5 mo 6-11 mo 12-17 mo 18-23 mo 2-4y
Breast-feeding ever 80% 100% 71% 86% 92%
Breast-feeding until 6 mo — 60% 30% 50% 50%
Day care 20% 40% 71% 43% 83%
Pets 20% 20% 14% 0% 25%
Rural environment 0% 40% 43% 29% 17%
Smoking parents 60% 20% 14% 29% 25%
Smoking during pregnancy 20% 40% 14% 14% 17%
Delivery

Vaginal 100% 60% 86% 71% 92%

Caesarean 0% 20% 14% 29% 8%

Percentage of subjects analyzed presenting each environmental factor per age group.



TABLE E2. EuroFlow 12- color IgH isotype B-cell tube

Fluorochrome
conjugated to

antibody
reagent BV421 BV510 BV711 BV650 BV786 FITC PerCP-Cy5.5 PE PE-CF594 PE-Cy7 APC APC-H7
Antibody CD27 smigM CD21 CD24 CD19 smlgG; + smlgA; + smlgG, + smlgD CD5 smlgG, + CD38
marker smlgG, smlgA, smlgG, smlgA;
Antibody M-T271 MHM-88 B-ly4 MLS5 SJ25C1 SAG3/SAG2 SAAI1/SAA2 SAGI/SAG2 1A6-2 L17F12 SAG4/SAA1 HB7
clone
Antibody BD Biosciences, BioLegend, BD BD BD Cytognos, Cytognos Cytognos BD BD Cytognos BD
manufacturer San Jose, Calif San Diego, Biosciences Biosciences Biosciences Salamanca, Biosciences Biosciences Biosciences

Calif Spain

Combination of fluorochrome-conjugated antibodies used for the immunophenotypic analysis of PB samples by flow cytometry.
APC, Allophycocyanin; FITC, fluorescein isothiocyanate; PE, phycoerythrin; PerCP, peridinin-chlorophyll-protein complex.

8L0C mmm

1V 13 OONV19 ¢La9cL

TONNWWI NITO ADYITIV I



TABLE E3. Absolute number of PB lymphocytes, total B cells, and maturation-associated B-cell subsets in healthy control subjects distributed per age group

6-11 mo 12-17 mo 18-23 mo 24y 59y 1017 y 18-39 y 40-59 y 60-79 y >80y
CB (n =19) NB (n = 14) 1-5mo (n = 11) (n=7) (n =12) (n=12) (n = 25) (n =22) (n =14) (n=32) (n=27) (n=27) (n=12)
Lymphocytes 3,710 5,049 6,771 5,709 6,547 5,014 4,184 3,134 3,109 2,504 2,273 2,408 2,386
(2,041-5,687) (2,581-8,360) (2,443-9,955) (5,150-8,531) (4,611-9,924) (3,798-11,033) (1,620-6,856) (1,967-4,564)  (1,749-3,739)  (1,479-3,681) (1,280-3,192) (1,531-4,891) (938-2,793)
Total B cells 502 357 1533 (470-4,327) 1,294 1,186 965 825 451 (157-725) 360 (174-630) 220 (41-470) 148 (91-413) 173 (36-384) 141 (42-283)
(313-1,280) (108-1,322) (869-2,316)  (692-1,737)  (268-1,559) (302-1,637)
Immature 116 (40-316) 65 (15-343) 449 (228-1,398) 268 157 120 108 (36-314) 41 (12-84) 37 (11-111) 5.6 (0.25-24) 6.0 (0.84-23) 6.1 (0.69-36) 5.7 (1.3-23)
B cells (111-384) (105-389) (39-300)
Naive B cells 426 (214-962) 298 (71-976) 981 (186-2,620) 812 677 678 473 265 (68-505) 189 (75-401) 111 (13-288) 83 (26-244) 109 (20-280) 80 (15-210)
(508-1,686)  (232-1,293)  (181-1,254) (204-1,064)
Memory 0.3 (<0.01-3.0) 0.4 (<0.01-2.3) 73 (20-283) 115 111 131 182 (48-343) 123 (64-282) 68 (31-160) 91 (23-221) 70 (25-173) 56 (13-128) 30 (8.1-119)
B cells (48-219) (79-291) (44-241)
PCs <0.01 0.3 (<0.01-4.2) 21.2 (1.6-48) 53 28 (8.1-82) 43 18 (4.1-52) 13 (3.5-45) 8.5 (1.3-27) 4.4 (1.1-25) 2.7 (0.6-9.7) 1.2 (0.3-7.1) 1.5 (0.14-18)
(24-104) (4.8-144)

Results are expressed as median number of cells per microliter (range).
NB, Newborn.
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TABLE E4. Percentage of cases with detectable numbers of PB MBCs and PCs expressing different IgH isotypes and isotype subclasses and their absolute numbers per age

group
CB NB 1-5 mo 6-11 mo 12-17 mo 18-23 mo 24y 59y 10-17 y 18-39 y 40-59 y 60-79 y >80y
(n=19) (n =14) (n=11) (n=7) (n =12) (n =12) (n = 25) (n =22) (n = 14) (n =32) (n=27) (n=27) (n=12)
MBC subsets
IgMD™"
Cases 0% 0% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Cells/pL <0.01 <0.01 61 (8.6-245) 84 (21-170) 76 (45-186) 81 (31-153) 92 (24-207) 54 (23-147) 29 (17-78) 38 (7.9-122) 36 (12-114) 27 11 (2-56)
(7.4-72)
IgD™*
Cases 0% 0% 9% 57% 50% 78% 96% 95% 79% 69% 57% 48% 25%
Cells/pL <0.01 <0.01 <0.01 0.1 (<0.01-1.4) 04 0.4 2.0 (<0.01-6.9) 1.1 0.3 0.2 (<0.01-2.4) 0.06 0.01 0.01
(<0.01-2.1) (<0.01-5.6) (<0.01-2.9) (<0.01-1.7) (<0.01-0.9) (<0.01-1.2) (<0.01-0.4)
IeG, *
Cases 63% 86% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Cells/pL 0.1 0.2 2.3 (0.1-13) 12.5 (6.9-28) 19 (11-65) 28 (6.9-69) 49 (11-130) 30 (12-86) 18 (7-42) 18 (3.2-40) 11 (2.8-30) 9.1 (1.3-22) 6.7 (2.0-31)
(<0.01-0.6) (<0.01-0.8)
1gG,*
Cases 37% 21% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Cells/pL 0 (<0.01-0.2) 0.04 0.3 (<0.01-1.2) 0.6 (0.4-3.5) 1.4 (0.5-3.4) 2.9 (0.6-6.1) 3.4 (0.8-11) 4.4 (0.7-15) 3.0 (0.7-10) 5.9 (1.6-30) 4.7 (0.6-14) 3.6 (1.0-11) 2.4 (0.4-12)
(<0.01-0.2)
IgG;™
Cases 74% 50% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Cells/pL 0.06 0.03 0.9 (0.4-4.7) 2.8 (1.4-6.2) 4.3 (1.6-14) 5.5 (1.5-12) 6.0 (1.8-17) 74 (24-16) 3.0 (1.1-8.3) 3.0 (0.5-8.4) 2.1 (0.7-6.6) 2.3 (0.4-8.1) 2.0 (0.7-6.5)
(<0.01-0.7) (<0.01-0.5)
IgG4+
Cases 0% 0% 18% 71% 83% 92% 76% 86% 86% 91% 89% 92% 92%
Cells/pL <0.01 <0.01 <0.01 0.07 (<0.01-04) 0.3 0.1 0.1 0.4 0.2 04 (<0.01-24) 04 0.4 0.3
(<0.01-0.6) (<0.01-1.4) (<0.01-0.5) (<0.01-1.9) (<0.01-2.0) (<0.01-2.9) (<0.01-4.1) (<0.01-2.1) (<0.01-2.3)
IgA, *
Cases 90% 79% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Cells/pL 0.1 0.1 2.3 (0.4-8.6) 6.7 (3.9-13) 7.5 (5.5-33) 11 (1.5-22) 14 (5.7-28) 12 (4.6-24) 9.0 (2.9-21) 11 (2.1-43) 8.1 (2.5-27) 6.2 (2.2-22) 4.7 (1.7-25)
(<0.01-1.2) (<0.01-1.1)
IgA,*
Cases 63% 36% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Cells/pL 0.04 <0.01 0.7 (0.07-1.7) 1.3 (0.6-4.3) 1.5 (0.3-7.9) 2.5 (0.5-5.6) 2.5 (0.8-18) 3.2 (1.0-13) 2.7 (0.8-5.9) 4.1 (1.2-18) 3.6 (0.4-14) 3.4 (0.7-9.0) 2.5 (0.6-11)
(0-0.3) (<0.01-0.3)
PC subsets
IgM*
Cases 0% 79% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Cells/pL <0.01 0.3 3.9 (0.3-12) 8.3 (4.8-52) 4.7 (1.1-8) 8.5 (0.6-40) 2.6 (0.6-7.2) 1.4 (0.6-14) 0.8 (0.2-5.7) 0.4 (0.05-4.7) 0.2 (0.04-1.0) 0.1 0.1
(<0.01-2.9) (0.01-0.8) (0.02-1.1)
IgD*
Cases 0% 0% 0% 14% 50% 33% 84% 55% 36% 31% 19% 15% 17%
Cells/pL <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 (<0.01-0.7) <0.01 <0.01 0.3 0.04 <0.01 <0.01 (<0.01-1.1) <0.01 <0.01 <0.01
(<0.01-0.2) (<0.01-0.8) (<0.01-2.4) (<0.01-2.3) (<0.01-0.8) (<0.01-2.0) (<0.01-0.1) (<0.01-0.2) (<0.01-0.02)
IgGl +
Cases 0% 14% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 93% 100% 92%
Cells/pL <0.01 <0.01 4.5 (0.5-16) 10 (4.7-19.3) 8.5 (0.4-14) 8.5 (1.7-26) 3.3 (0.3-13) 1.9 (0.1-7.7) 1.1 (0.1-4.8) 0.4 (0.05-4.4) 0.2 0.1 0.1
(<0.01-0.5) (<0.01-1.7) (0.01-0.6) (<0.01-1.6)
(Continued)
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TABLE E4. (Continued)

CB NB 1-5 mo 6-11 mo 12-17 mo 18-23 mo 24y 59y 10-17 y 18-39 y 40-59 y 60-79 y >80y
(n=19) (n=14) (n=11) (n=7) (n=12) (n=12) (n = 25) (n=22) (n =14) (n =32) (n=27) (n=27) (n=12)
1gG,"
Cases 0% 25% 82% 100% 75% 100% 100% 100% 100% 97% 96% 96% 100
Cells/pnL <0.01 <0.01 0.3 1.1 (0.4-2.4) 0.3 1.3 (1.3-47) 0.5(0.02-1.5) 0.7 0.5 (0.08-0.8) 0.2 (<0.01-2.6) 0.2 0.09 0.1
(<0.01-0.1) (<0.01-1.0) (<0.01-2.4) (0.07-2.3) (<0.01-0.7) (<0.01-1.6) (0.03-1.6)
IgGs"
Cases 0% 0% 100% 100% 93% 92% 68% 76% 86% 59% 63% 27% 67%
Cells/pnL <0.01 <0.01 0.2 (0.05-1.3) 0.7 (0.1-1.5) 0.6 (<0.01-34) 0.6 0.1 0.2 0.08 0.03 (<0.01-0.3) 0.02 <0.01 <0.01
(<0.01-2.5) (<0.01-2.1) (<0.01-1.3)  (<0.01-0.4) (<0.01-0.2) (<0.01-0.2) (<0.01-0.23)
IgG4+
Cases 0% 0% 9% 14% 48% 50% 20% 50% 43% 44% 30% 27% 33%
Cells/nL <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 (<0.01-0.1) <0.01 <0.01 <0.01 0.02 <0.01 <0.01 (<0.01-0.4) <0.01 <0.01 <0.01
(<0.01-0.15) (<0.01-0.4) (<0.01-0.3) (<0.01-0.2) (<0.01-0.2)  (<0.01-0.2) (<0.01-0.1) (<0.01-0.1) (<0.01-0.02)
IgA, "
Cases 0% 14% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100
Cells/nL <0.01 <0.01 6.1 (0.3-17) 17 (10-44) 9.6 (3.4-33) 10 (1.2-80) 7.3 (1.3-20) 4.4 (0.6-16) 3.1 (0.5-14) 1.7 (0.3-6.9) 0.9 (0.2-3.8) 0.4 0.6
(<0.01-0.3) (0.04-3.3) (0.03-7.1)
IgA2+
Cases 0% 7% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 92%
Cells/pL <0.01 <0.01 1.2 (0.04-4.0) 2.8 (1.6-9.0) 1.6 (0.3-15) 2.6 (0.4-45) 1.1(0.3-44) 1.5 (0.3-3.5) 1.0 (0.3-3.6) 0.7 (0.2-4.2) 0.3 0.3 0.2
(<0.01-0.1) (0.04-2.9) (0.06-1.2) (<0.01-1.2)

=m YIgANN ‘=mm JANNTOA
JONNWIAILNITD ADHITTIV T

Results are expressed as percentages of cases and median absolute numbers of cells per microliter (range).

NB, Newborn.
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TABLE E5. Soluble plasma levels of different immunoglobulin isotypes and isotype subclasses through life

1-5 mo
(n=29)

IgH isotypes/ CB NB
subclasses (n =18) (n = 10)
Total 748 (516-1484) 1108
immunoglobulin (818-1223)

IgM 8.6 (<LOD-142) 15

(<LOD-23)
IgD <LOD <LOD
1gG, 560 (368-893) 833 (514-915)
1gG, 187 (101-400) 200 (133-256)
1gG; 25 (12-66) 26 (15-36)
1gG, 34 (8-222) 34 (13-114)
IgA, <LOD (<LOD-48) <LOD
IgA, 0.5 (<LOD-9) <LOD

(<LOD-0.6)
IgE <LOD <LOD

433 (267-634)

71

(<LOD-158)
0.3

(<LOD-0.7)

241 (142-434)

75 (46-115)

16 (9.6-38)
9.0 (1.8-20)

13 (3.7-20.4)
23 (0.7-72)

<LOD

(<LOD-11)

607 (377-915) 837

18-23 mo 24y 10-17 y 18-39 y 40-59 y 60-79 y >80y
(n=12) (n = 25) 59y (n = 22) (n = 14) (n=31) (n=27) (n=21) (n=11)
866 946 1213 1234 1532 1430 1546 1682

(469-1092)  (596-1559)  (814-1654) (686-1716)  (1082-2182) (1073-1852) (978-1922)  (1087-1804)
82 (42-142) 89 (54-135) 89 (32-210) 75 (42-94) 107 (35-200) 104 (56-225) 84 (43-240) 79 (52-245)

0.9 1.8 1.3 (<LOD-96) 0.7 (<LOD-6) 1.4 1.1 1.0 04
(<LOD-5.2) (<LOD-22) (<LOD-13)  (<LOD-5.9) (<LOD-8.7)  (<LOD-1.4)

424 (142-563) 506 (394-718) 628 (321-958) 616 691 (459-942) 642 (405-931) 652 592 657 (477-986) 649
(328-1200) (390-1040)  (357-963) (451-1100)

108 (72-223) 102 (59-223) 186 (61-403) 240 (125-361) 370 377 377 336

(172-771)  (204-587)  (173-543) (226-518)
25(12-58) 34 (11-86) 40 (20-74) 34 (21-72) 38 (11-86) 40 (23-188) 41 (20-96) 45 (24-85)
8 (1.8-46) 13 (0.9-138) 38 (2.2-138) 56 (1.1-198) 92 (0.7-335) 45 (3.4-127) 46 (6.2-174) 55 (13-104)
31(7-101)  52(7-308) 87 (29-233) 146 (37-299) 138 (70-327) 139 (66-286) 156 (77-377) 214 (60-493)
6.0 (2.6:35) 7.1 (1.4-39) 13 (1.0-35) 19 (7.1-44) 30 (11-131) 48 (14-80) 47 (14-122) 41 (25-114)

4.8 16 8.4 33 20 22 13 28
(<LOD-45) (<LOD-102) (<LOD-139) (<LOD-444)  (<LOD-269) (<LOD-45) (<LOD-196) (<LOD-105)

Results are expressed as medians (ranges). Total immunoglobulin and IgM, IgD, IgG, and IgA subclasses are expressed in milligrams per deciliter. IgE levels are expressed in international units per milliliter.

LOD, Limit of detection; NB, newborn.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO CORRESPONDIENTE AL
ARTICULO 3

La diseccion de los defectos de las poblaciones de linfocitos B de
memoria y células plasmaticas que expresan diferentes subclases de
inmunoglobulinas proporciona una base sélida para una (nueva) re-

clasificacion de la IDVC y de los déficits de subclases de
inmunoglobulinas

En esta seccion se recogen: 1) resultados correspondientes a la distribucion alterada de las
poblaciones de linfocitos B CD21*" y CD27* en pacientes con IDP-Ac (Supplementary results); 2)
la estrategia de identificacién de las poblaciones de linfocitos B por estadio madurativo y
expresion de distinto isotipo y subclase de Ig (Supplementary Figure 1); 3) los nimeros absolutos
de las poblaciones de linfocitos B naive y de memoria definidas por el patron de expresion de
CD21y CD27 en SP de donantes sanos, pacientes con déficit selectivo de IgA, déficit de subclases
de IgG asociado a déficit de IgA e IDVC (Supplementary Figure 2); 4) los nimeros absolutos de
las poblaciones de linfocitos B definidas en funcién del estadio madurativo y de la expresion de
distinto isotipo y subclase de Ig en SP de donantes sanos, pacientes con déficit selectivo de IgA,
déficit de subclases de IgG asociado a déficit de IgA e IDVC (Supplementary Figure 3); 5) la
combinacidn de Acs monoclonales utilizados en el estudio: tubo EuroFlow de 12 colores para la
evaluacion de los isotipos y subclases de Igs (Supplementary Table 1); 6) la distribucidn por grupo
de edad de los donantes sanos y pacientes con diferente diagndstico incluidos en el estudio
(Supplementary Table 2); 7) la frecuencia de pacientes con inmunodeficiencia
predominantemente de Acs que presentaban numeros reducidos o indetectables de
subpoblaciones de linfocitos B definidas por estadio madurativo y expresién de los distintos
isotipos y subclases de Igs (Supplementary Table 3); 8) la relacidn existente entre los subgrupos
de pacientes con déficit selectivo de IgA e IDVC de nuestra serie clasificados de acuerdo a las
clasificaciones ESID y EUROclass, respectivamente (Supplementary Table 4); 9) Manifestaciones
clinicas y antecedentes familiares de IDP-Ac de los subgrupos de pacientes con déficit selectivo
de IgA identificados en nuestro estudio (Supplementary Table 5); 10) Manifestaciones clinicas y
antecedentes familiares de IDP-Ac de los pacientes incluidos en los distintos subgrupos de IDVC
identificados en nuestro estudio (Supplementary Table 6).
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(sometido para publicacién y en revisién)

-213-






SUPPLEMENTARY RESULTS

Altered distribution of PB CD21* and CD27* B-cell subsets. In CVID, reduced naive B-cell (34%)
and MBC (70%) counts were mostly at the expense of CD21" cells (40% vs. 11% for CD21 naive
B-cells and 79% vs. 55% for CD21" MBCs, respectively) (Supplementary Figure 3; Supplementary
Table 3). In contrast, a similar frequency of reduced CD27* vs. CD27- MBCs was found in CVID
(68% vs. 70%, respectively) and IgADef patients (7% vs. 10%, respectively) (Supplementary

Figure 3; Supplementary Table 3).
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Supplementary Figure 1. Gating strategy used for the identification of the distinct major (maturation-associated)
B-cell and plasma cell subpopulations in peripheral blood (Panel A) as well as their subsets of switched-memory B-
cells and plasma cells (Panel B). lllustrating bivariate dot-plot graphical representations of the gating strategy used
to identify immature, naive, unswitched- and switched-memory B-cells and plasma cells, according to their pattern
of expression of CD27, CD38, CD5, CD24, CD21, smigM and smligD (panel A). lllustrating bivariate dot-plot graphical
representation of the gating strategy used to classify switched memory B-cells and plasma cells according to their
differential expression of distinct IgGi.4and IgA;., subclasses (panel B).
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Cells/ul

Naive B-cells

600

200

30

<0.01

80

£0.014

® cp2r-

o 9o
oo

46 10 18

UL T T

T
40 60 80

4 6 10 18

T

T T
40 60 80

Memory B-cells

300 e

70

10 4

<0.017

°CcD21

Healthy donors

@ Selective IgA deficiency

@ !gG-subclass
with IgA deficiency

@cviD

deficiency

400"

N + CD27-
” ot ® P~ ) ) . . a 200- - CDZ7 407 ‘@
° °
b, F%s!w --»’»5 .&&
-~ 40
() VS e [ ’
o ® g 0e%
° *Pe® | -
[J
e oee <0.01 .. ... <0014 @@ o “.
T T T T T T T T T T T T T T
46 10 18 40 60 80 46 10 18 40 60 80 46 10 18 40 60 80 4 6 10 18 40 60 80

Age (years)

>

Supplementary Figure 2. Peripheral blood distribution of subsets of naive (panel A) and memory B-cells (panel B)

as defined by the pattern of expression of CD21 and CD27, in patients with selective IgA deficiency (n=59), IgG

subclass deficiency with IgA deficiency (n=5) and CVID (n=47) vs. healthy donors distributed by age. Individual
cases are represented by green (selective IgA deficiency), blue (IgG subclass deficiency with IgA deficiency), red

(CVID), and grey dots (healthy donors). Dotted grey lines represent age-associated maximum and minimum normal
reference (range) values. CVID: common variable immunodeficiency.
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Supplementary Figure 3. Absolute counts of distinct maturation-associated subpopulations of blood B-cells and
plasma cells (Panel A), and the Ig-isotype and Ig-subclass subsets of memory B-cells (Panel B) and plasma cells
(Panel C) in CVID (n=47), IgG-subclass deficiency with IgA deficiency (n=5) and selective IgA deficiency patients
(n=59) vs. healthy donors (n=140) distributed by age. Individual cases are represented by green (selective IgA
deficiency), blue (IgG-subclass deficiency with IgA deficiency), red (CVID), and grey dots (healthy donors). Dotted grey
lines represent maximum and minimum age-associated reference (range) values. CVID: common variable

immunodeficiency.



Supplementary Table 1. Euroflow Ig-isotype B-cell tube. Combination of fluorochrome-conjugated

antibodies used for the immunophenotypic analysis of PB samples by flow cytometry.

Fluorochrome conjugated to the Ab reagent
BV421 BV510 BV711  BV650  BV786 FITC PerCP- PE PE- PECy7 APC APCH7
Cy5.5 CF594 ¥
Antibody smigG3 smigAl smigG1 smigG4
- cD27 smigM cD21 CD24 CD19 + + + smigD cD5 + CD38
smlgG2 smigA2 smlgG2 smigAl
Antibody SAG3/ SAA1/ SAG1/ L17F1 SAG4/
clone M-T271  MHM-88 B-ly4 ML5 SJ25C1 SAG2 SAMD SAGH IA6-2 5 SAAL HB7
Antibody
reagent BD Biolegend BD BD BD Cytognos Cytognos Cytognos BD BD Cytognos BD
manufacturer
BD, Becton/Dickinson Biosciences (San José, CA); Biolegend (San Diego, CA); Cytognos SL (Salamanca, Spain).



Supplementary Table 2. Distribution per age group of all predominantly antibody deficiency patients (grouped per

disease category) and healthy donors analyzed in this study.

Age group IgADef I1gG/Adef CVID Healthy donors
4-5y 7 0 0 13
6-9y 8 0 2 15
10-17y 11 0 2 14
18-39y 21 3 17 32
40-59y 10 2 19 27
60-79y 0 27
>80y 0 1 12
TOTAL 59 5 a7 140

Results expressed as number of individuals. Y: years; IgADef: selective IgA deficiency; IgG/Adef: IgG subclass deficiency
with IgA deficiency; CVID: common variable immunodeficiency.



Supplementary Table 3. Frequency of predominantly antibody deficiency patients presenting with abnormally

decreased counts of PB subsets of maturation-associated B-cells and plasma cells expressing distinct Ig-isotypes and Ig-

subclasses.
Decreased Absent
PB B-cell subset (<LLN) (<LOD)
IgADef | 1gG/Adef CcvID P- IgADef = 1gG/Adef | CVID P-
(n=59) (n=5) (n=47) values (n=59) (n=5) (n=47) ' values
Total B-cells 2% 0% 51% <0.04%P 0% 0% 0% NS
Immature 12% 20% 34% 0.006° 0% 0% 11% 0.02?
Naive 2% 0% 34% <0.001? 0% 0% 4% NS
CD21* 3% 20% 40% <0.001? 0% 0% 4% NS
CD21- 2% 0% 11% NS 0% 0% 4% NS
Memory B-cells 9% 0% 70% | <0.004%° 0% 0% 17% 0.001°
CD27¢ 7% 0% 68% <0.006%° 0% 0% 26% <0.0012
CD27- 10% 0% 70% <0.004%P 0% 0% 30% <0.0012
CD21* 9% 0% 79% <0.001%P 0% 0% 17% 0.0012
CD21° 14% 0% 55% <0.03%° 0% 0% 17% 0.0012
Unswithed 3% 20% 62% <0.001? 0% 0% 26% <0.0012
Switched 20% 40% 89% <0.03%° 0% 0% 30% <0.0012
lgG* 10% 0% 87% <0.001%P 0% 0% 30% <0.0012
IgGs* 9% 0% 53% <0.03%° 0% 0% 30% | <0.001°
IgG1* 9% 0% 89% <0.001%P 0% 0% 40% <0.0012
IgGa* 7% 100% 94% <0.001%¢ 0% 40% 70% | <0.005%¢
IlgGs*or IgGi*orlgGy*™ | 15% 100% 96%  <0.001%¢ 0% 40% 70% | <0.005%¢
IgA* 95% 100% 96% NS 51% 100% 83% | <0.04%¢
IgAs* 86% 100% 96% NS 51% 100% 83% <0.04%¢
IgA* 92% 100% 98% NS 63% 100% 92% <0.001°
IgA1*or IgAy* 98% 100% 98% NS 63% 100% 92%  <0.001°
Plasma cells 46% 80% 98% <0.001® 0% 60% 92% | <0.001%¢
Unswitched 10% 60% 96% <0.04%P¢ 2% 60% 92% | <0.001%*¢
Switched 66% 80% 100% <0.001? 9% 60% 100% | <0.02*P¢
lgG* 29% 60% 100% ' <0.008>° 10% 60% 100% | <0.02%P¢
IgA* 95% 100% 100% NS 61% 100% 100% @ <0.001°
lgAs* 88% 100% 100% 0.01° 63% 100% 100% | <0.001°
IgA* 93% 100% 100% NS 71% 100% 100% | <0.001°
IgAr*or IgA,? 97% 100% 100% NS 73% 100% 100% | <0.001°

Results expressed as percentage of cases showing absolute counts of specific B-cell subsets below the lower limit of
normal values (<LLN) in PB, compared to previously defined reference range values per age group (Blanco et al.), or below
the limit of detection (<LOD) of the method (<0.01 cels/ul). 2lgADef vs. CVID; *IgG/Adef vs. CVID; IgADef vs. IgG/Adef
IgADef: selective IgA deficiency; IgG/Adef: 1gG subclass deficiency with IgA deficiency; CVID: common variable

immunodeficiency. NS: no significant differences.



Supplementary Table 4. Correspondence between the subgroups of selective IgA deficiency (IgADef) and CVID

patients here identified based on the pattern of alteration of distinct PB maturation-associated B-cell and plasma

cell subsets expressing distinct Ig-isotypes and Ig-subclasses and both the ESID classification of IgADef patients

diagnosed by the IUIS criteria (panel A) and the Euroclass classification of CVID (panel B).

A
IgADef PATIENT CLUSTERS
N IgAdef-1 IgAdef-2
ESID criteria (n=27) (n=32)
ESID (Symptomatic or affected family member) (n=34) 38% 62%
Non ESID (asymptomatic and/or no family member affected) 56% 44%

(n=25)

Results expressed as percentage of cases. IgAdef: selective IgA deficiency.

B CVID PATIENT CLUSTERS
Euroclass CVID subgroup CVID-1 CVID-2c¢ CVID-3 CVID-4 CVID-5 CVID-6
(n=4) (n=5) (n=15) (n=6) (n=7) (n=10)
B+ (n=38) 10% 13% 40% 13% 16% 8%
SmB+ (n=8) 50% 25% 25% 0% 0% 0%
SmB+ CD21norm (n=5) 40% 40% 20% 0% 0% 0%
SmB+ CD21lo (n=3) 67% 0% 33% 0% 0% 0%
SmB- (n=37) 0% 10% 45% 16% 19% 10%
SmB- CD21norm (n=11) 0% 9% 46% 18% 9% 18%
SmB- CD21lo (n=19) 0% 11% 42% 16% 26% 5%
B- (n=9) 0% 0% 0% 11% 11% 78%

Results expressed as percentage of cases. CVID: common variable immunodeficiency.



Supplementary Table 5. Frequency of selective IgA deficiency patients (IgAdef) presenting with different clinical
manifestations of the disease and their corresponding family history of primary antibody deficiency, according to

the subgroups of IgAdef patients defined on the basis of the pattern of alteration of their PB maturation-associated

B-cell and plasma cell subsets expressing distinct Ig-isotypes and Ig-subclasses.

IgAdef PATIENT CLUSTERS

Clinical manifestations of the disease Total IgAdef-1 lgAdef-2 ovalues
(n=59) (n=26) (n=33)
IgG at diagnosis 14041291 12851324 1477+248* 0.03
IgM at diagnosis 13482 133498 135167 NS
IgA at diagnosis <7 <7 <7 NS
Age (years) 23+19 18+13 31+19* 0.01
Age at diagnosis (years) 28+45 15+14 29+20% 0.04
Gender (male/female) 29/30 14/12 18/15 NS
Affected family members 13% 0% 22%" 0.02
Infectious disease
Respiratory infections 32% 30% 34% NS
Bronchiectasias 2% 0% 3% NS
Other infections 10% 0% 19%* 0.02
TOTAL 34% 30% 38% NS
Autoimmune diseases
Tissue-specific autoimmunity 19% 7% 28%" 0.04
Systemic autoimmunity 19% 15% 22% NS
TOTAL 31% 19% 41% NS
Enteropathy 2% 0% 3% NS
Solid tumors 2% 0% 3% NS
Allergy 26% 36% 20% NS

Results expressed as percentage of patients presenting with clinical manifestation of the disease. None of the cases
presented cytopenias, splenomegaly, hepatomegaly, lymphadenopathy, granuloma or hematologic tumors. # P<0.05
vs. IgAdef-1. IgAdef: selective IgA deficiency NS: no statistically significant differences were found.



Supplementary Table 6. Frequency of CVID patients presenting with clinical manifestations and family records of

primary antibody deficiency according to the distinct clusters here defined based on the patterns of alteration of PB

maturation-associated B-cell and plasma cell subsets expressing distinct Ig-isotypes and Ig-subclasses.

CVID PATIENT CLUSTERS

Clinical manifestations of the TOTAL | CVID-1  CVID-2 CVID-3 CVID-4 cviD-5  CVID-6
disease (n=47) | (n=4)  (n=5) (n=15) (n=6)  (n=7)  (n=10)  Prvalues
231+171 153+143 287+176 2374183 2841245 325+137 1471122 NS
IgM at diagnosis 35156 7+9° 47+28 59197 34129 18+19 22429 0.03
IgA at diagnosis 716 22438 445 6+13 11£16 243 549 NS
Age (years) 41417 59422 34112 36+12 37425 41£17 48+11°°¢ <0.04
Age at diagnosis (years) 3116 51+17 25+12 31+13 25+22 29+19 29+11 NS
Gender (male/female) 25/22 3/1 2/3 8/7 3/3 5/2 4/6 NS
Affected family members 19% 0% 0% 25% 17% 33% 23% NS
Infectious diseases
Respiratory infections 82% 75% 80% 83% 67% 71% 100% NS
Bronchiectasis 33% 75% 40% 25% 33% 14% 80%€ <0.02
Other infections 71% 50% 60% 58% 67% 86% 90% NS
TOTAL 96% 100% 100% 92% 83% 100% 100% NS
Autoimmune
diseases
:::;‘:n?z:lft'; 23% 0% 20% 33% 0% 67%° 10%° <0.04
Systemic autoimmunity 18% 25% 0% 17% 50% 0% 20% NS
Cytopenias 27% 0% 0% 8% 67%° 29% 50%° <0.04
TOTAL 63% 25% 25% 58% 100%*° 86% 60% <0.03
Organomegalies NS
Splenomegaly 50% 50% 20% 50% 50% 57% 67% <0.02
Hepatomegaly 32% 50% 20% 0% 33% 57%° 56%° <0.009
TOTAL 52% 50% 40% 50% 50% 57% 67% NS
Lymphadenopathy 31% 25% 20% 33% 0% 43% 50% NS
Enteropathy 39% 50% 0% 17% 67%" 29% 78%°¢ <0.05
Granuloma 7% 0% 0% 0% 0% 0% 30% NS
Solid tumors 11% 50% 20% 0% 0% 0% 20% NS
Hematologic tumors 5% 0% 0% 0% 0% 14% 11% NS
0% 0% 0% 0% 0% 10% NS

Allergy

2%

Results expressed as percentage of patients presenting with each type of clinical manifestation of the disease. a P<0.05
vs. CVID-1; b P<0.05 vs. CVID-2; ¢ P<0.05 vs. CVID-3; d P<0.05 vs. CVID-4. CVID: common variable immunodeficiency; NS:
no statistically significant differences detected (P>0.05).
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