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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

A.

ABF-1: factor de célula B activada tipo 1 (del inglés: “activated B-cell factor 17).

Ac: anticuerpo.

ADN: acido desoxirribonucleico.

ADNcs: acido desoxirribonucleico de cadena sencilla.

ADNdc: acido desoxirribonucleico de cadena doble.

Ag: antigeno.

AHA: anemia hemolitica autoinmune.

AID: enzima citidina deaminasa inducida tras activacion (del inglés: “activation-induced cytidine
deaminase”).

AIM1: gen / proteina 1 ausente en melanoma (del inglés: “absent in melanoma protein 17).
Akt: gen / proteina quinasa B.

ARN: &cido ribonucleico.

ARNmM: acido ribonucleico mensajero.

ATM: gen / proteina de la ataxia telangiectasia.

B.

Bam32: proteina adaptadora 32 asociada a linfocitos B (del inglés: “B lymphocyte-associated
adaptor protein 327).

Bcl-2: proteina del “linfoma de células B tipo 2” (del inglés: “B-cell lymphoma 2”).

Bcl-6: proteina del “linfoma de células B tipo 6” (del inglés: “B-cell lymphoma 6”).

BCOR: gen / proteina correpresora de BCL6 (del inglés: “BCL6 corepressor’).

BCR: receptor de célula B (del inglés: “B-cell receptor”).

BIRC3: gen / proteina baculovirica que contiene repeticiones IAP tipo 3 (del inglés: “baculoviral
IAP Repeat Containing 3”).

Blk: proteina tirosina quinasa Blk (del inglés: “tyrosine-protein kinase BIK”).

Blnk: gen / proteina de unidn de células B (del inglés: “B-cell linker”).

Btk: gen / proteina quinasa de Bruton (del inglés: “Bruton’s tyrosine kinase”).

C.

CCRG6: receptor de quimiocinas tipo C-C 6.

CD: cluster (o grupo) de diferenciacion (del inglés: “cluster of differentation”).

CDF: célula dendritica folicular.

CDKa4: quinasa dependiente de ciclina tipo 4 (del inglés: “cyclin-dependent kinase 4).

CDR: region determinante de complementariedad (del inglés: “complementary determining

region”).



CG: centro germinal.

CHD2: gen que codifica el dominio de unién a DNA con funcion helicasa tipo 2 (del inglés:
chromodomain-helicase-DNA-binding domain 2”).

Cl: cambio isotipico.

cilg: inmunoglobulina expresada en el citoplasma de la célula.

c-Kit: receptor del factor estimulante de células madre.

CLS: cadena ligera subrogada.

CMH: célula madre hematopoyética.

CMV: citomegalovirus.

CP: célula plasmatica.

CSK: gen / proteina C-terminal de quinasas Src (del inglés: “C-terminal Src kinases”).
CXCL12: quimiocina tipo C-X-C 12.

CXCRA4: receptor de quimiocinas tipo C-X-C 4.

D.

DAG: diacilglicerol.
DDX3X: gen / proteina ARN helicasa ATP dependiente tipo DDX3X.
DYRK1A: gen/ proteina quinasa 1A con especificidad dual reguladora de fosforilacion de tirosina

(del inglés: “dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A).

E.

EBF1: factor de transcripcién B temprano tipo 1 (del inglés: “early B-cell factor 17).

ECOG: sistema de clasificacién de comorbilidades del grupo cooperativo en oncologia del este
de EEUU (del inglés: “Eastern cooperative oncology group”).

EEUU: Estados Unidos de América.

e.g.: por ejemplo (del latin: “exempli gratia”).

EGR2: gen / proteina de respuesta a crecimiento temprano tipo 2 (del inglés: “early growth factor
response protein 2”).

ELISA: inmunoensayo ligado a enzima (del inglés: “enzyme-linked immuno assay”).

Erk: quinasas reguladas por sefales extracelulares (del inglés: “extracellular signal-requlated

kinases”).

F.

FBXWT7: gen / proteina que contiene dominios caja F y repeticiones WD tipo 7 (del inglés: “F-box
and WD repeat containing domains 77).

FUBP1: gen / proteina de unién a la proteina elemento tipo 1 lejana (del inglés: “far upstream
binding element protein 1”).

Fyn: proteina tirosina quinasa Fyn (del inglés: “tyrosine-protein kinase Fyn”).



G.

GAP: proteina activadora de GTPasas (del inglés: “GTPase-activating protein”).
GEF: factor intercambiador de nucleétidos de guanina (del inglés: “guanine nucleotide exchange
factor”).

GL: ganglio linfatico.

H.

HIST1H1E: miembro E del grupo de histonas tipo 1 H1 (del inglés: “histone cluster 1 H1 family
member E).

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

HMS: hipermutacion somética.

HTLV-1: virus linfotrépico T humano tipo 1 (del inglés: “human T-lymphotropic virus 17).

i.e.: esto es (del latin: “id est”).

iFISH: hibridacion “in situ” fluorescente sobre nucleos interfasicos (del inglés: “interphase
fluorescence in situ hybridization”).

lg: inmunoglobulina.

IGH: cadena pesada de las inmunoglobulinas (del inglés: “immunoglobulin heavy chain”).
IGHD: segmento de diversidad (D) de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (del inglés:
“immunoglobulin heavy chain D segment’).

IGHJ: segmento de unién (J) de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (del inglés:
“immunoglobulin heavy chain J segment’).

IGHV: segmento de variabilidad (V) de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (del inglés:

“immunoglobulin heavy chain V segment”).

IGHVm: region variable del receptor de célula B mutado (<98% de identidad con respecto a linea
germinal).

IGHVNnm: region variable del receptor de célula B, no mutado (=98% de identidad con respecto
a la linea germinal).

Iglv: inmunoglobulina intravenosa.

IGK: cadena ligera de inmunoglobulina Kappa (del inglés: “immunoglobulin Kappa chain”).

IGL: cadena ligera de inmunoglobulina Lambda (del inglés: “immunoglobulin Lambda chain”).
IGLig: cadena ligera de inmunoglobulina.

IgSc: inmunoglobulina subcutanea.

IL: interleuquina.

IPs: inositol-(1,4,5)-trisfosfato.

IPI: indice prondstico internacional.

IRF4: factor regulador de interferon tipo 4 (del inglés: “interferon regulatory factor 4”).



ITAM: motivos de activacion basados en inmunorreceptores con tirosina (del inglés:
“immunoreceptor tyrosine-based activation motif’).
ITIM: motivos de inhibicion basados en inmunorreceptores con tirosina (del inglés:
“immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs”).

ITPKB: inositoltrifosfato 3 quinasa tipo B (del inglés: “inositol-trisphosphate 3-kinase B”).

J.

Jak3: tirosina quinasa Janus 3 (del inglés: “Janus kinase 3”).

K.

KLHLG6: gen / proteina tipo Kelch 6 (del inglés: “Kelch-like protein 6”).
KRAS: protoconcogen del virus del sarcoma de rata Kirsten (del inglés: “Kirsten rat sarcoma

virus”).

L.

LBM: linfocitosis B monoclonal.

LBM'°: linfocitosis B monoclonal de bajo recuento.

LBMP": linfocitosis B monoclonal de alto recuento.

LCM: linfoma de células del manto.

LLC: leucemia linfatica cronica de células B.

LLCP: linfoma linfocitico de célula pequena.

LRP1B: gen / proteina relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad tipo 1B (del
inglés: “low density lipoprotein receptor-related protein 1B”).

LTcf: linfocitos T colaboradores foliculares.

Lyn: proteina quinasa Lyn (del inglés: “Lck/Yes novel tyrosine”).

LZM: linfoma de zona marginal.

MALT: tejido linfoide asociado a mucosas (del inglés: “mucosa-associated lymphoid tissue”).
MAPK1: gen / proteina quinasa activada por mitégenos tipo 1 (del inglés: “mitogen activated
protein kinase 1”).

MDR: regién minima delecionada (del inglés: “minimal deleted region”).

MED12: subunidad 12 del complejo mediador (del inglés: “mediator complex subunit 12”).
MGA: proteina de dimerizacion MAX.

MLL: gen / proteina mieloide/linfoide o de la leucemia de linaje mixto (del inglés:
“myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia”).

MO: médula 6sea.



MYD88: proteina de la respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88 (del inglés: “myeloid
differentation primary response 88").

MYHIIA: cadena pesada de la miosina no muscular tipo llA (del inglés: “non muscle myosin IIA”).

N.

NFAT: factor nuclear de células T activadas (del inglés: “nuclear factor of activated T cells”).
NF-kB: factor nuclear kB (del inglés: “nuclear factor-kB”).

NGS: técnicas de secuenciacion masiva de nueva generaciéon (del inglés: “next generation
sequencing”).

NK: células “natural killer”.

NXEF: factor de exportacién nuclear de ARN tipo 1 (del inglés: “nuclear RNA export factor 17).

O.

OLS: 4rgano linfoide secundario.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

P.

PAMP: patrén molecular asociado a patdégeno (del inglés: “pathogen-associated molecular
pattern”).

Pax-5: factor de transcripcion tipo “caja-pareada” 5 (del inglés: “paired-box protein Pax-5").
PEG: perfil de expresion génica.

PI3K: fosfoinositol 3-quinasa (del inglés: “phosphoinositol 3-kinase”).

PI3KCA: subunidad catalitica alfa de la fosfoinositol 3-quinasa (del inglés: “phosphoinositol 3-
kinase catalytic alpha subunit”).

PKC: proteina quinasa C (del inglés: “protein kinase C”).

PLC: precursor linfoide comun.

PLCy2: fosfolipasa Cy2 (del inglés: “phospholipase Cy2”).

POT1: gen / proteina de proteccion de los telémeros tipo 1 (del inglés: “protection of telomeres
17).

PTPN11: gen / proteina tirosina fosfatasa no receptora tipo 11 (del inglés: “protein-tyrosine
phosphatase non-receptor type 11”).

pUL32: proteina tegumentaria UL32 de citomegalovirus.

R.

Rag1/rag2: genes / proteinas activadoras de la recombinacion tipo 1 y tipo 2 (del inglés:
“recombination-activating gene”).

RB1: gen del retinoblastoma tipo 1.



RIPK1: gen / proteina serina/treonina quinasa que interacciona con receptor tipo 1 (del inglés:
“receptor-interacting Serine/Threonine-protein kinase 1”).

RPS15: gen / proteina ribosomal S15 (del inglés: “ribosomal protein S15”).

S.

SAMHD1: gen / proteina que contiene dominios SAM y HD tipo 1 (del inglés: “SAM domain and
HD domain-containing protein 17).

SCF: factor estimulador de células madre (del inglés: “stem cell factor”).

SF3B1: subunidad 1 del factor de splicing 3B1 (del inglés: “splicing factor 3B 17).

SG: supervivencia global.

SHP-1: proteina fosfatasa con dos dominios homadlogos a Src tipo 1 (del inglés: “Src homology
region 2 domain-containing phosphatase-1”).

SHP-2: proteina fosfatasa con dos dominios homadlogos a Src tipo 2 (del inglés: “Src homology
region 2 domain-containing phosphatase-2").

slg: inmunoglobulina expresada en la superficie de la célula.

SLPC-B: sindrome linfoproliferativo cronico de células B.

SNP: polimorfismo de nucledtido Unico (del inglés: “single nucleotide polymorphism”).

SP: sangre periférica.

Src: familia de proteinas tirosina quinasa de tipo sarcoma virus.

STATS: transductor de sefales y activador transcripcional tipo 5 (del inglés: “signal transducer
and activator of transcription 5”).

STAT6: transductor de sefales y activador transcripcional tipo 6 (del inglés: “signal transducer
and activator of transcription 6”).

Syk: proteina quinasa de bazo (del inglés: “spleen tyrosine kinase”).

T.

TACI: activador transmembrana que interactia con CAML (del inglés: “transmembrane activator
and CAML interactor”).

TAI: trombocitopenia autoinmune.

Tdt: enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (del inglés: “terminal deoxynucleotidil
transferase”).

TL: tricoleucemia.

TLR: receptor tipo Toll (del inglés: “Toll-like receptor”).

TP53: gen / proteina tumoral p53 (del inglés: “tumoral protein 53”).

TRAF: factor asociado a los receptores de tipo TNF (del inglés: “TNF receptor-associated factor”).

TT: tiempo hasta tratamiento.



V.

Vav: proteina factor intercambiador de nucleétidos de guanina Vav.

VCA: antigeno de la capside del virus de Epstein-Barr (del inglés: “viral capside antigen”).
VCAM-1: molécula de adhesion celular vascular tipo 1 (del inglés: “vascular cell adhesion
molecule-1").

VEB: virus de Epstein-Barr.

VLA-4: antigeno muy tardio tipo 4 (del inglés: “very late antigen-4").

W.

Whnt: via de sefializacion “wingless”.

X.

XPO1: gen/ proteina exportina tipo 1 (del inglés: “exportin-1").

Z.

ZAP-70: proteina quinasa asociada a la cadena zeta (¢) del receptor de célula T de 70KDa (del
inglés: “zeta-chain-associated protein kinase 70”).

ZC: zona clara del centro germinal.

ZM: zona marginal.

ZMYM3: gen / proteina dedo de zinc tipo 3 con dominios tipo “MYM” (del inglés: “zinc-finger
MYM-type containing 3”).

Z0: zona oscura del centro germinal.
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1. Ontogenia de los linfocitos B

1. ONTOGENIA DE LOS LINFOCITOS B

Los linfocitos B tienen su origen en la médula 6sea (MO) a partir de progenitores
hematopoyéticos, que a su vez son responsables de producir muchos otros tipos celulares, en
un proceso estrictamente regulado, que es la hematopoyesis.' Tan solo aquellos linfocitos B, que
tras sucesivas etapas de desarrollo muestren un fenotipo maduro y expresen un receptor de
célula B (BCR) no autorreactivo, son capaces de alcanzar la sangre periférica (SP), desde donde
poblaran los 6rganos linfoides secundarios (OLS).?® Es (fundamentalmente) en los OLS donde
los linfocitos B maduros, gracias a la gran diversidad en el repertorio de su BCR, son capaces
de reconocer de manera especifica antigenos (Ags) de muy diversa naturaleza y origen. El
contacto especifico Ag-BCR, junto con otras sefiales accesorias, como describiremos con mas
detalle en secciones posteriores de esta memoria, son responsables de la activacion de estas
células, favoreciendo su supervivencia, proliferacion, y en dultima instancia, su maduracion
funcional.*

En conjunto, todos estos procesos integran la maduracion del linfocito B, que puede
dividirse en dos grandes etapas: maduracién independiente de Ag que tiene lugar en la MO, y

maduracién dependiente de Ag que ocurre en los OLS y la SP.

1.1. Maduracién B independiente de antigeno (Ag)

Las células madre hematopoyéticas de MO tienen capacidad de autorrenovacion y
pueden diferenciarse para dar lugar a diferentes lineas celulares (i.e. células pluripotenciales)
entre las que se encuentran las lineas eritroide, megacariocitica, linfoide y mieloide." Los
precursores celulares especificos de cada una de estas lineas pierden de manera progresiva la
capacidad de autorrenovacion y diferenciacion a otras lineas celulares (i.e. células
multipotenciales), a la vez que muestran cambios fenotipicos.® Entre estas células, se encuentra
el precursor linfoide comun (PLC), responsable de dar lugar a los linfocitos T, B y las células
natural killer (NK).%” A pesar del esfuerzo realizado hasta la fecha, seguimos sin conocer con
precision en el ser humano el/los lugar(es) fisico(s) —i.e. nicho(s)— o las moléculas concretas que
estan implicadas en el proceso de diferenciacién de este precursor de linfocitos B, ya que la

mayor parte de los estudios realizados hasta la fecha se han llevado a cabo en modelos murinos,
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que (a pesar de su similitud) presentan diferencias significativas con respecto a la maduracion B
humana.?-'2

Segun el estado de los genes de cadena pesada (/IGH) y cadena ligera de
inmunoglobulina (/GLig), asi como la expresion diferencial de una gran cantidad de proteinas
(inmunofenotipo), podemos identificar al menos 5 estadios madurativos B diferentes en la MO:

célula Pro-B, Pre-BlI, Pre-Bll, linfocito B inmaduro y linfocito B naive (Figura 1A).21314

Figura 1 | Esquema del proceso de diferenciacién linfoide B.
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(A) Representacion esquematica de la maduracion B independiente de antigeno que tiene lugar en la

médula 6sea, asi como el fenotipo de cada uno de los estadios madurativos y el estado del reordenamiento

de los genes de cadena pesada (/GH) y cadena ligera de las Igs (/IGLig). (B) Representacion esquemética

de la maduracién B dependiente de antigeno, asi como de los principales eventos que tienen lugar en el
centro germinal y el fenotipo caracteristico en los diferentes estadios madurativos B.

Las células Pro-B constituyen el estadio de desarrollo mas incipiente en la maduracién
linfoide B.2'° El contacto de las células Pro-B a través de los receptores VLA-4 (CD49d), c-Kit

(CD117) y CXCR4 (CD184) con sus respectivos ligandos, VCAM-1 (CD106) y SCF (expresados
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en la superficie de las células del estroma medular), y la citocina CXCL12 (producida por estas
mismas células estromales),'>'® son responsables de generar la primera sefial de diferenciacion
y compromiso a linea linfoide B, mediante la activacion y produccion de factores de transcripcion
especificos como E2A, Pax5 y EBF-1, entre otros.'?? Durante esta etapa, se inicia el
reordenamiento del gen IGH con la seleccién al azar y fusién de un segmento (de la regién
variable) D, con un segmento (de la region variable) Ju.23?* Para que pueda tener lugar este
proceso de reordenamiento es necesaria la presencia de las enzimas rag1 y rag2, responsables
de la seleccion de los segmentos génicos que van a ser fusionados, asi como de la enzima Tdt,
encargada de la introduccion de nucleétidos al azar (i.e. nucledtidos N) en las regiones donde se
produce la fusion entre los dos segmentos génicos seleccionados.?’® Desde el punto de vista
fenotipico, ademas de la presencia de Tdt nuclear (nuTdt), estas células se caracterizan por la
expresion de CD34*, CD79a* citoplasmatico (ciCD79a), CD22* y HLADR®, en ausencia del
marcador pan-B CD19.%4

Durante la fase Pre-Bl se inicia el reordenamiento de un segmento variable V4 con el
segmento Du-Jn reordenado, dando como resultado el reordenamiento completo de la region
variable del gen IGH.?*?* Durante esta etapa, los precursores B comienzan a expresar por
primera vez CD19 en su superficie, asociado con la expresion de ciCD79a*, CD22*, HLADR* y
CD10*.24 Las células pre-Bl muestran niveles elevados de rag1/rag2 y Tdt, lo que en parte explica
la existencia de una mayor diversidad en las secuencias de los genes /GH con respecto a las
IGLig, cuyo reordenamiento se producira posteriormente.?* El producto del gen /GH reordenado
(Igu) se asocia con un heterodimero formado por los péptidos VpreB (CD179a) y A5 (CD179b),
dos péptidos que son homdlogos estructurales de los dominios variable y constante de las
cadenas ligeras de inmunoglobulina y que conforman la cadena ligera subrogada (CLS). El
complejo Igy-CLS se expresa en la superficie del precursor B junto con Iga/IgB (i.e.
CD79a/CD79b), conformando el denominado “precursor del receptor de célula B” (pre-BCR).%6-
28 Las sefiales generadas por este pre-BCR son responsables de la gran proliferacion celular que
se produce durante el desarrollo del linfocito B.2° Ademas, esta sefial es esencial para que pueda
continuar la maduracion linfoide B, y se considera un “checkpoint” en el que se valida la
funcionalidad del reordenamiento de la cadena pesada. Asimismo, la sefalizacion a través del

pre-BCR bloguea el reordenamiento del segundo alelo del gen /GH (i.e. exclusion alélica),®
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favoreciendo a su vez, el inicio del reordenamiento de los genes de la cadena ligera Kappa
(IGK);*' esto supone la entrada en la fase pre-BIl.

Durante la fase pre-Bll, se produce el reordenamiento de la cadena ligera de
inmunoglobulina, de una manera similar a la observada para IGH, sin embargo, la cadena ligera
solo presenta segmentos V' y J en su regién variable, de manera que el reordenamiento se
produce en un unico paso. Si se produce un reordenamiento funcional de /GK, ya es posible
formar una inmunoglobulina (Ig) completa (i.e. BCR). En el caso de que el reordenamiento de la
cadena ligera no fuese funcional, se puede reordenar el segundo alelo del gen IGK. Si aun asi
este segundo reordenamiento tampoco fuese funcional, todavia se podrian reordenar los genes
de la cadena ligera Lambda (/GL). Solo aquellas células que han sido capaces de reordenar la
cadena ligera de manera satisfactoria comienzan a expresar un BCR formado por la combinacién
del producto de /IGH y de IGLig, alcanzandose la fase de linfocito B inmaduro. Durante la fase
pre-Bll podemos identificar dos tipos celulares en funcion de su morfologia y de la expresion o
no del pre-BCR: células pre-Bll “grandes” y “pequefnas”, cuyo inmunofenotipo es muy similar
(CD34-, CD19*, CD20"*, CD22*, CD10*, CD38**, ciCD79a*, nuTdt"°).24

Los linfocitos B inmaduros deben someterse a un segundo “checkpoint”, que asegure
por una parte que el BCR producido es funcional (es decir, que es capaz de transmitir sefial al
interior de la célula: seleccion positiva), y que ademas no reconoce Ags propios del organismo
(seleccion negativa). El proceso de seleccion negativa asegura la identificacion y eliminacion de
las células B autorreactivas, y es uno de los mecanismos fundamentales para mantener la
tolerancia a los Ags propios (inmunotolerancia central).3?-3% No obstante, las células con BCRs
autorreactivos tienen una segunda oportunidad para reordenar su loci /IGLig, y de esta manera
"reeditar”" su BCR, con el objetivo de perder la autorreactividad. Si tras el proceso de "edicion del
receptor”, el BCR de estas células sigue siendo autorreactivo, son inducidas a morir por apoptosis
0 quedan en un estado de incapacitacion funcional (i.e. anergia).®23¢ Fenotipicamente, estas
células B ya presentan en su superficie una Ig completa (i.e. compuesta por cadenas ligeras y
pesadas), y expresan de manera intensa el isotipo de cadena pesada M (IgM**); ademas son
CD19*, CD20*, CD10™" y CD38**. A partir de este punto comienzan a perderse la expresion de
CD38y CD10", las células B adquieren positividad para CD20", CD5* y slgM*, junto a expresion

progresivamente mayor de slgD”*, hasta alcanzar el fenotipo tipico del linfocito B maduro
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naive: nuTdt ciCD79a* CD22" HLADR* CD34- CD38"° CD10- CD19* CD20" slgM*D** CD5"
I* 2437 Tanto las células inmaduras como las células B naive se encuentran ya presentes en la

Sp.

1.2. Maduracion B dependiente de Ag

La maduracion dependiente de Ag tiene como objetivo la diferenciacion funcional de los
linfocitos B, es decir, dar como resultado células con caracteristicas especiales, responsables de
generar una defensa especifica frente a un determinado Ag, que ademas se mantiene en el
tiempo (i.e. genera y posee memoria inmunolégica). Este proceso tiene lugar fundamentalmente
en los OLS, y como consecuencia del mismo se producen dos tipos celulares diferentes: células
plasmaticas y linfocitos B de memoria. En esta seccion describiremos el proceso de maduracion
B dependiente de Ag, asi como de las principales caracteristicas inmunofenotipicas de las células

producidas (Figura 1B).

1.2.1. Maduracién B dependiente de Ag en drganos linfoides secundarios (OLS)

Los linfocitos B naive recién producidos en la MO circulan a través de la sangre hasta
alcanzar los OLS (e.g. los ganglios linfaticos o el bazo) encargados de filtrar y concentrar los Ags
que penetran en el organismo. En ausencia del Ag especifico, el linfocito B naive recircula entre
la SPylos OLS, y finalmente acaba muriendo al cabo de varios dias. Por el contrario, si el linfocito
B es capaz de reconocer de forma especifica un Ag a través de su BCR, se produciran senales
que conducen a su proliferacion y maduracion a células efectoras. El reconocimiento del Ag suele
tener lugar en los OLS, en el area localizada entre el foliculo primario y la zona T.3%40 E|
reconocimiento antigénico por parte del linfocito B y de linfocitos T en el OLS, provoca una
primera fase proliferativa fuera del foliculo linfoide. Parte de estas células inician su migracion
hacia el interior del foliculo primario, lo cual conduce a la formacion de un centro germinal (CG)
inmaduro.*' EI CG esta compuesto por dos regiones histolégicamente bien diferenciadas,
denominadas zona oscura (ZO) y zona clara (ZC). La ZO se caracteriza por la presencia casi en
exclusividad de linfocitos B altamente proliferativos (centroblastos). En esta area es dénde se
producen los fendmenos de hipermutacion somatica (HMS) y cambio isotipico (Cl), que

conducen a un intento por generar anticuerpos con mas afinidad por el Ag (maduraciéon de
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afinidad) y a desarrollar una respuesta acorde a la naturaleza del antigeno, seleccionando el tipo
de cadena pesada de Ig que se secretara posteriormente.*42#* Por el contrario, la ZC esta
constituida por una gran diversidad de tipos celulares, entre los que destacamos células
dendriticas foliculares (CDF), linfocitos T colaboradores foliculares (LTcf), células B naive y
células B procedentes de la ZO (que por las caracteristicas morfolégicas que adquieren en la
ZC, pasan a denominarse centrocitos).*> En la ZC tienen lugar los procesos de seleccion positiva
y negativa, y la produccién de células efectoras (células plasmaticas y linfocitos B de memoria).

A pesar de que en los ultimos 10 afios nuestro conocimiento sobre el CG ha aumentado
significativamente, ain son muchos los mecanismos fundamentales de los procesos de seleccion
y maduracion B que desconocemos. En la ZO, los centroblastos expresan niveles elevados de
la enzima AID y de la polimerasa Pol(v), responsables de la introduccién de variabilidad en la
secuencia que codifica para la region variable de la 1g.424% En el modelo mas aceptado en la
actualidad, la ZC esta continuamente repoblandose con células procedentes de la ZO (el 50%
de las células de la ZO pasan a la ZC en un periodo de 6 horas).*”“® Estas células comprueban
la afinidad de sus nuevos BCRs por el Ag, al ponerse en contacto con las CDFs, las cuales son
verdaderos reservorios de Ags, esenciales tanto para la maduracion de afinidad del BCR como
para el mantenimiento a largo plazo del CG.#%%° El reconocimiento del Ag (presentado por la
CDF) a través del BCR genera una primera sefial en las células B del CG. Sin embargo, esta
sefal no es lo suficientemente fuerte como para activar al factor de transcripcion NF-kB,
conllevando por tanto a una activacion parcial de la célula B.47%'52 Gracias a la capacidad del
BCR, no solo de reconocer Ag, sino también de “secuestrarlo” y procesarlo para que sea
expresado en la superficie del linfocito B en moléculas HLA de clase Il, se produce la activacién
de los LTcf circundantes, especificos del mismo Ag. En el modelo actual, la afinidad del BCR de
un linfocito B se mediria en funcion de la densidad de moléculas HLA de clase Il cargadas con
el antigeno que se expresan en ese linfocito B; asi, los BCRs con mayor afinidad serian los que
recogerian mas cantidad de Ag de la superficie de la CDF, y por tanto, los que expresarian una
mayor densidad de complejos HLA-II+Ag en su superficie. La sefalizacién entre el linfocito B y
el linfocito T, a través del eje CD40-CD40L, genera un ciclo de retroalimentacién positiva, que
conduce a la proliferacion y maduracion B.#4348 Aproximadamente 10-30% de las células B de

la ZC vuelven a la ZO para repetir nuevos ciclos de maduracion de afinidad. El resto de las células
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(70%-90%) son eliminadas, bien porque no reconocen Ag o reconocen Ag propios, o bien porque
el grado de afinidad de su BCR por el Ag no es lo suficientemente elevado.

A su vez, las células B del CG que han incrementado su afinidad por el Ag y que han
recibido una estimulacion fuerte por parte de los LTcf, van a expresar niveles mas elevados de
IRF4. La sobreexpresion de IRF4 conduce a la activaciéon de Blimp1, considerado como el factor
de transcripcion clave para la maduracion hacia célula plasmatica (CP).4+53-% Blimp1 estimula
una mayor produccion de IRF4 y XBP1, asociado a la disminucion de Pax5, AID y Bcl6, entre
otros.”%8 Por un lado, XBP1 potencia la expresion de CXCR4 (CD184), que guia la migracion de
estas células, primero hacia la ZO y posteriormente fuera del CG e incluso fuera del érgano
linfoide; por otro lado, XBP1 favorece la produccion masiva de lg, funcion clave de las CPs.%°

A diferencia de las CPs, todavia no se conoce cual puede ser el factor o los factores de
transcripcion clave en la diferenciacion a linfocito B de memoria. No obstante, se sabe que los
linfocitos B de memoria producidos en el CG presentan menor grado de HMS con respecto a las
CPs, lo cual se ha asociado a una menor afinidad por el Ag por parte de las células B de memoria.
Una de las hipdtesis propuestas es que las células del CG con una afinidad intermedia (menor
que la de las CPs, pero superior a la minima requerida para no ser eliminada) conducirian a la
produccion de linfocitos B de memoria.®® Muy recientemente se ha propuesto que el receptor de
quimiocinas CCR6 (CD196) podria constituir un marcador clave en la diferenciacion B en el CG
a célula de memoria.** La produccion masiva de CCR6 es consecuencia de la activacion de ABF-
1 (tras estimulacion mediada por IL-21 y CD40),%! que induce efectos opuestos a los generados
por Blimp1. Por tanto, existen dos vias de maduracion independientes (demostrado tanto desde
el punto de vista de los perfiles de expresion génica como espacialmente) para las CPs y los

linfocitos B de memoria.®2

1.2.2. Caracteristicas inmunofenotipicas de las células B efectoras

Células plasmaticas. En la SP de individuos sanos se puede identificar de manera
sistematica la presencia de pequefias poblaciones de células CD19* CD27** CD38** CD20"*
CD43" y CD143-, con niveles de expresion débiles de Ig de membrana, y que representan 1-3%
de todas las células B (aproximadamente 1-5 células/uL en SP de adultos).388364 Se cree que

estas células corresponden a CPs recién producidas (plasmoblastos) que viajan a través de la
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SP hacia sus nichos definitivos en la MO u otros 6rganos linfoides secundarios. Una vez alcanzan
estos o6rganos, deben competir con las células residentes en los mismos, por los factores
generados en estas areas especificas, y que son fundamentales para su supervivencia.t36566 | g
funcion de estas células plasmaticas es la de producir anticuerpos especificos frente a los Ags
con los que han contactado, y frente a los cuales se ha generado la respuesta inmunoldgica. Por
tanto, las CPs son las responsables del mantenimiento de los niveles de Ig en el organismo. La
mayoria de las CP circulantes de SP expresan en su membrana slgA (49%), seguido de sigM
(18%) e slgG (13%), mientras que un 14% de ellas no expresan ninguna lg de superficie.
Posiblemente, la mayor proporcion de CPs circulantes sIgA* se deba a que tienen su origen en
el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT), especialmente del tracto digestivo, que es donde

se generarian las respuestas con produccién de anticuerpos frente a bacterias comensales. 386467

Linfocitos B de memoria. Los linfocitos B de memoria suponen aproximadamente 20-
30% de todos los linfocitos B de SP de adultos sanos.*388-70 Tienen una capacidad de respuesta
frente a estimulos antigénicos mucho mas rapida que los linfocitos B inmaduros y naive, gracias
en parte a que expresan niveles mas elevados de moléculas coestimuladoras (como CD80, CD86
o TACI) y mas reducidos de moléculas inhibidoras de la respuesta B (como CD72 o CD305);
ademas, tienen mayor afinidad por el Ag, puesto que ya han sufrido fenomenos de HMS.46:71-76
Esta activacion rapida de linfocitos B de memoria es necesaria, ya que su funcién es generar una
respuesta mas eficiente durante la re-exposicién frente a Ags conocidos. Desde el punto de vista
fenotipico, se pueden distinguir porque la mayoria de los linfocitos B de memoria expresan CD27,
y aproximadamente la mitad han sufrido un cambio de isotipo de su cadena pesada de Ig desde
IgM/D a IgG (=23%) o IgA (=21%), y en menor medida también IgE (=0,1% de todos los linfocitos
B).377 El 50% restante de los linfocitos B de memoria retiene la expresién de los isotipos IgMD,
pudiendo existir pequefias poblaciones de células B de memoria que solo expresan IgD o IgM.?”
A pesar de que la mayoria de los linfocitos B de memoria expresan CD27*, también existe una
poblacion minoritaria de células B de memoria CD27-; esta gran heterogeneidad B, posiblemente
refleja diversas funciones especificas del linfocito B de memoria frente a una gran variedad de
patégenos con los que contacta.””-"8

Las CPs y los linfocitos B de memoria que expresan en su superficie IgG o IgA, pueden

a su vez clasificarse en funcion de la subclase de isotipo que presentan.’®®! Las subclases de
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ambos isotipos de Ig muestran pequefas variaciones en la secuencia de aminoacidos de la
cadena pesada de inmunoglobulina, responsables de conferirles funciones efectoras diferentes.
El isotipo IgG esta formado por cuatro subclases, denominadas en orden de mayor a menor
concentracion en sangre: IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. Mientras que 1gG1 e IgG3 son las unicas
subclases de IgG capaces de activar de manera efectiva complemento y la citotoxicidad mediada
por anticuerpos, IgG2 esta especializada en la respuesta frente a Ag polisacaridicos.®?-% Aunque
la funcion de la IgG4 todavia no se ha dilucidado completamente, se sospecha que pueda
tratarse de una Ig reguladora, que evita la activacion del sistema inmune frente a Ags recurrentes
muy representados en el ambiente, especialmente alérgenos, y que por tanto lleva a una
situacion de tolerancia inmunologica.®%-88 Por otro lado, el isotipo IgA esta compuesto de dos
subclases, IgA1 e IgA2, siendo la principal funcion de estas la proteccién en el MALT (presente
por ejemplo, en el tracto respiratorio, urogenital y digestivo).8%-%

Las diferentes subclases de Ig se encuentran codificadas en segmentos génicos
distribuidos en tres bloques a lo largo del gen /IGHC en el cromosoma 14, situados a continuacion
de los segmentos génicos responsables de codificar la region variable de la cadena pesada de
la 1g. Los isotipos IgM e IgD (IGHCu e IGHCS, respectivamente) son los que se encuentran mas
préximos a los segmentos génicos de la regién variable, seguidos por 1gG3, IgG1 e IgA1
(IGHCy3, IGHCy1, IGHCa1, respectivamente), mientras que los segmentos constantes de IgG2,
IgG4 e IgA2 (IGHCy2, IGHCy4, IGHCa2) se encuentran localizados al final del gen. La expresion
de una determinada subclase de |Ig depende en parte, de factores solubles (i.e. citocinas)
producidos fundamentalmente por los linfocitos T en respuesta a diferentes patogenos.®'-%
Recientemente, se ha descrito que tras sucesivos contactos con el Ag (especifico), los linfocitos
B de memoria sufren un cambio de isotipo en el que se seleccionan subclases de manera
secuencial, siguiendo el orden en el que se encuentran distribuidas en el gen IGHC (demostrado

al menos para las subclases de 1gG).9-1%

1.3. Principales vias de sefalizacion de los linfocitos B

La activacion de las vias de sefializacién asociadas al BCR son responsables (o estan
implicadas) en la mayor parte de los procesos bioldgicos fundamentales que ocurren en el

linfocito B, como son su supervivencia, proliferacion y maduracion,’-1%% siendo asimismo
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responsables del mantenimiento de la tolerancia inmunoldgica, y de la activacion de las células
B durante procesos infecciosos, mediante la identificacion especifica de Ags.'® A lo largo de esta
seccion, describiremos tanto las vias de sefializacion mediados por BCR (y su regulacion), como

otras vias de sefalizacion importantes para la activacion del linfocito B.

1.3.1. Senalizacién a través del receptor de célula B (BCR)

En términos generales, la activacion de vias de sefializacion a través de BCR puede
ocurrir de dos formas: i) como consecuencia de una activacion “ténica”, es decir, una sefalizacion
constante que no requiere presencia de Ag, o ii) como consecuencia de la interaccion especifica
Ag-BCR."% Independientemente del modo en el que se produzca la activacion B, se requiere la
colocalizacion de varias moléculas de BCR. Debido a la corta porcion intracitoplasmatica de las
moléculas de lg, estas no pueden generar sefales intracelulares; para ello, requieren de la
presencia de los heterodimeros CD79a/CD79b.106:107

Los mecanismos que conducen a la colocalizacion de moléculas de BCR durante la
activacion ténica no se conocen con precision; por el contrario, se conocen mejor los elementos
que favorecen la colocalizacion de estas moléculas tras la activacion mediada por Ag. Por un
lado, la colocalizacién se produce gracias a la presencia de complejos formados por una serie
de proteinas asociadas al BCR, que de manera genérica se conocen como moléculas
correceptoras (CD19, CD21, CD81 y CD225), y de las que merece destacar CD21, que actua
como receptor para proteinas del complemento (i.e. C3d), que normalmente se encuentran
opsonizando patdégenos. Se ha demostrado que la captacion de Ag opsonizado mediada por
CD21 reduce significativamente la concentracion de Ag necesaria para la activacion de la célula
B. Otro mecanismo que favorece la colocalizacion del BCR y la activacion del linfocito B, es la
presencia de Ag polivalentes, es decir, aquellos que presentan multiples repeticiones de un
determinado epitopo, siendo capaces de interaccionar de manera simultanea con varias
moléculas de BCR de una misma célula.

Los dimeros CD79a/CD79b estan asociados con proteinas tirosina quinasa de la familia
Src, como Lyn, Blk o Fyn, entre otras.'®® La colocalizacion de moléculas de BCR favorece la
fosforilacion, mediada por Lyn, de los dominios activadores de tipo ITAM (del inglés:

“immunoreceptor tyrosine-based activating motif’) de CD79a/CD79b. La activacion de estos
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dominios ITAM provoca el reclutamiento de las moléculas Syk y ZAP-70, cuyas principales dianas
son Btk, PLCy2, y una molécula adaptadora denominada Bink. En su conjunto, estas moléculas
forman un complejo denominado “sefialosoma”, que permite el reclutamiento y activacion de un
mayor nimero de moléculas sefializadoras (e.g. Vav, Bam32, Lab, entre otras) (Figura 2).'%° Las
diferentes moléculas presentes en este complejo proteico son responsables de profundos
cambios en la célula, a través de la activacion/inhibicion de mdltiples vias de sefializacion.'%® A
modo de ejemplo, PLCy2 presente en el “sefialosoma”, produce segundos mensajeros —
diacilglicerol (DAG) e inositol-(1,4,5)-trisfosfato (IP3)—, responsables de incrementar de forma
notable la concentracién de Ca?* intracelular, lo que conduce a la activacion de la PKC,
responsable a su vez de la translocacion al nucleo de factores de transcripcién como NFAT o
NF-kB, que finalmente modifican el perfil de expresion génica de la célula.''0-14

La activacion del BCR es fundamental para la mayor parte de los procesos bioldgicos
que ocurren en el linfocito B. Asi, mientras que la sefal ténica generada en ausencia de Ag se
ha demostrado ser clave para la supervivencia del linfocito B,'°"'5 |a activacion del BCR genera
diversos efectos biolégicos, algunos aparentemente opuestos (e.g. supervivencia, apoptosis,
proliferacion, diferenciacion). El efecto bioldgico final de la activacion B mediada por BCR,
dependera del resultado global de sefiales positivas y/o negativas generadas por otras moléculas

“accesorias” asociadas al BCR.

1.3.2. Activacion a través del correceptor de BCR CD19-CD21-CD81-CD225

El correceptor de la célula B esta formado por un conjunto de cuatro moléculas asociadas
a BCR (CD19, CD21, CD81 y CD225), responsables de la modulacién de la activacion del
linfocito B tras el contacto entre el Ag y el BCR."16.117

La molécula CD19 es una glicoproteina transmembrana expresada de manera exclusiva
en células B a lo largo de practicamente toda la diferenciacion linfoide B, desde la célula pre-Bl
hasta la CP y el linfocito B de memoria.?+1811% | 3 activacion de CD19 suele tener lugar como
consecuencia del reconocimiento de Ag por parte del BCR. Durante este proceso, el BCR y
CD79a/CD79b se colocalizan junto a las moléculas del correceptor, favoreciendo que las tirosina
quinasas Lyn activen los dominios ITAM presentes, ademas de en CD79a/CD79b, en la regién

intracitoplasmatica de CD19.''%'20 Esto conduce al reclutamiento de PI3K (a través de la
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subunidad p85) y de Vav, responsables de la activacion de las vias de Akt y Erk, respectivamente

(Figura 2).118,120—125

Figura 2 | Representacion esquematica de las vias de senalizacién mediadas por el BCR, el
correceptor de BCR, y las moléculas inhibidoras del BCR CD5 y CD22.

honoooonccoone
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Leyenda:

O Proteina quinasa . Proteina fosfatasa |:| Factor de transcripcién
O Otras proteinas D Proteina tipo GAP/GEF  —Activacién -®Traslocacion —|Inhibicion

Por tanto, CD19 activa las mismas vias de sefalizacion que BCR, dando lugar a una
amplificacion de la senal de activacion inducida por el propio BCR. A partir de estudios realizados
en modelos animales y en familias con mutacién en los genes CD19, CD21 y/o CD81,
actualmente sabemos que la ausencia de CD19 (o de otras proteinas del correceptor) supone
una disminucion drastica en la activacion de los linfocitos B tras el contacto antigénico, lo que
tiene un impacto negativo en la respuesta inmunoloégica, especialmente notorio en respuestas

secundarias tras nuevos contactos con el Ag.120.126.127
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Por otro lado, la molécula CD21, que forma parte también del correceptor de BCR,
presenta una porcion intracitoplasmatica demasiado corta, que no le permite transducir sefial
alguna al interior celular. Por esta razén, se encuentra siempre asociada con moléculas CD19.
CD21 actia como receptor para moléculas C3d del complemento, las cuales suelen encontrarse
adheridas a la superficie de patégenos, lo que conduce a la concentracion de Ag en la superficie
de la célula B, en la proximidad del BCR, promoviendo su activacion y la sefalizacion a través
de CD19.

Las funciones especificas de CD81 y CD225 en el correceptor de BCR siguen siendo en
gran medida desconocidas, aunque si se sabe que ambas proteinas podrian participar en la
amplificacion de la sefial de activacion de las vias de sefalizacion de BCR, siendo claves para

la generacion de una respuesta B eficiente.12-133

1.3.3. Moduladores negativos de la respuesta B

La activacion del BCR y de CD19 genera una potente sefial que conduce a profundos
cambios en la célula B. Con el fin de evitar la sobreactivacion de los linfocitos B, existen
mecanismos que modulan la respuesta mediada por BCR, entre los que merece destacar los
asociados a las proteinas CD5, CD22, y LAIR-1 (CD305).

CD5 es una proteina transmembrana que se expresa en practicamente todas las células
T, y en una pequefia proporcion de las células B (e.g. linfocitos B inmaduros y una fraccion de
linfocitos B naive).'*135 Actualmente se sabe que esta molécula regula de manera negativa la
activacion a través de BCR.'*13% | a fosforilaciéon de un dominio especifico de la region
intracitoplasmatica de CD5 conduce al reclutamiento de SHP-1, lo que supone la desfosforilacion
de componentes clave del “sefialosoma”.’®” La expresion de CD5 en los linfocitos B parece ser
importante para el mantenimiento de la tolerancia inmunoldgica, al menos en modelos
animales.’®

CD22 es una glicoproteina expresada en linfocitos B, granulocito basoéfilo, mastocito y
células dendriticas, que se une de forma especifica a residuos de acido sialico.'®%-#! La porcion
intracitoplasmética de esta proteina contiene multiples dominios inhibidores de tipo ITIM (del
inglés: “immunoreceptor tyrosine-based inhibiting motif’), que son fosforilados tras la activacién

de BCR, por las mismas proteinas responsables de la activacion de CD79a/CD79b y CD19 (i.e.

15



Introduccion

Lyn). Sin embargo, estos dominios reclutan la proteina SHP-1, una tirosina fosfatasa responsable
de la desfosforilaciéon (y por tanto inactivacion), de muchos de los componentes del
“sefialosoma”.'#2143 A su vez, la activacion de CD22 favorece la expulsion de Ca?* fuera de la
célula, lo que en su conjunto conduce a una regulacion negativa de la activacién mediada por
BCR (Figura 2)."#4

Gracias a modelos animales, sabemos que la deficiencia de CD22 conduce a una
activacion exacerbada de las vias de sefializacion asociadas a BCR, y que supone un incremento
notable de los niveles de Ca?* intracelular, dando lugar a un fenotipo de célula B hiper-
activada. 140145

CD305 (LAIR-1) es una glicoproteina transmembrana que se expresa en la superficie de
la mayoria de las células del sistema inmune.'#5-15° E| reconocimiento de fibras de colageno a
través de su porcion extracelular supone la activacion de dos dominios ITIM intracelulares,
responsables de reclutar las moléculas SHP-1 y SHP-2, junto con CsK, lo que en su conjunto
merma la capacidad quinasa de los diferentes miembros de la familia Src.'#® A diferencia de CD5
o0 CD22, en modelos animales se ha descrito que la ausencia de LAIR-1 tan solo se refleja en
cambios fenotipicos, sin llegar aparentemente a afectar a la capacidad de la respuesta
inmunoldgica; estos hallazgos parecen indicar que la funcién reguladora de LAIR-1 podria ser

suplida por las funciones de otras moléculas presentes en la célula.’"

1.3.4. Otras vias de activacion relevantes en linfocitos B

A pesar de que la activacion a través de BCR es un evento fundamental en la activaciéon
del linfocito B, para generar una respuesta inmunoldgica plena y eficaz, es necesaria la activacion
de otras vias de sefializacion que complementan la activacion a través de BCR. Entre otras,
estas incluyen la sefalizaciéon mediada por CD40-CD40L, por las proteinas Notch y por los
receptores tipo Toll.

Seializacion a través de CD40-CD40L. CD40 es una proteina transmembrana,
expresada en la superficie de los linfocitos B y otras células presentadoras de antigeno,'5%1%3
que tras contactar con su ligando especifico CD40L (CD154, presente en la superficie de los
linfocitos T activados), es capaz de generar una potente sefial activadora.'* Esta unién CD40-

CD40L ocurre habitualmente tras el reconocimiento especifico por parte de los linfocitos T, de
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Ags presentados por los linfocitos B. Actualmente, sabemos que la activacion de CD40 es un
evento fundamental para la generacion y mantenimiento del CG, asi como para que se produzca
la HMS y el Cl."%5:1% Desde el punto de vista molecular, el contacto de CD40L con CD40 conlleva
el reclutamiento hacia las porciones intracitoplasmaticas de CD40, por un lado, de moléculas
TRAF (del inglés: TNFR-associated factors) responsables de la translocacion al nucleo de NF-
kB, y por otra parte, de Jak3, con la consiguiente activacion de STAT5."%”

Seializacion a través de Notch. La sefializacion a través de Notch es responsable de
la regulacion de una gran cantidad de procesos, tanto durante el desarrollo embrionario, como
posteriormente en la diferenciacion, supervivencia y proliferacion celular.'®1%° A pesar de que
Notch-1 se expresa en todas las células B maduras, se desconoce qué funcién desarrolla en las
mismas."'®® Durante la hematopoyesis, Notch-1 regula la diferenciacion hacia la linea linfoide T,
blogueando la diferenciacion linfoide B.'%%'%" No obstante, en modelos murinos se ha demostrado
que Notch es esencial para la produccion de células B de la zona marginal de los OLS, y la
presencia de mutaciones en Notch se ha relacionado tanto con neoplasias de linfocitos T como
B_159,162—164

Senalizacion a través de receptores tipo Toll. Los receptores tipo Toll (TLR, del
inglés: “Toll-like receptors”) son un conjunto de moléculas que participan en la activaciéon de la
respuesta inmune innata.'®® Estas proteinas son capaces de identificar patrones moleculares
especificos de patégenos denominados PAMPs (del inglés: “pathogen associated molecular
patterns”), muy conservados durante la evoluciéon. Muchas de estas moléculas se hallan
expresadas en linfocitos B —-fundamentalmente TLR1, 6, 7, 9 y 10—,"% y su activacion lleva a la
translocacién nuclear de NF-kB, a través del reclutamiento de la molécula activadora MYD88 y/o
de Syk, que a su vez conduce a una sinergia con la activacion mediada a través de BCR y su
correceptor.167-169

Recientemente, se ha propuesto que para la activacion plena del linfocito B se requieren
tres sefales: i) activacion del BCR mediante contacto con el Ag, ii) la estimulaciéon a través de

CD40-CD40L (i.e. interaccién con el linfocito T) y iii) la sefial proporcionada por los TLRs.""®
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2. LINFOCITOSIS B MONOCLONAL (LBM)
2.1. Definicién de LBM

La linfocitosis B monoclonal (LBM) se define por la presencia en SP de pequefas
poblaciones de linfocitos B con caracteristicas monoclonales (en nimero inferior a 5x10° células
B clonales/uL), de aspecto maduro y con un fenotipo aberrante (es decir, diferente al de las
poblaciones de linfocitos B normales circulantes) en individuos aparentemente sanos, en
ausencia de signos o sintomas de sindrome linfoproliferativo crénico de células B (SLPC-B).

La LBM es una entidad muy frecuente en la poblacidon general adulta, en la que los
linfocitos B clonales identificados presentan patrones fenotipicos similares a los de las células B
tumorales de diversos SLPC-B, siendo particularmente frecuente en nuestro entorno que
muestren un fenotipo caracteristico de la leucemia linfatica crénica B (LLC). Hasta la fecha, no
se conocen los factores ontogénicos involucrados en la aparicion y expansion de estos clones
de linfocitos B circulantes, ni se ha aclarado el significado bioldgico y clinico de su presencia en
la SP de sujetos sanos, o su verdadera relacion con el desarrollo/progresion a un SLPC-B

clinicamente manifiesto.'”'-17°

2.2. Identificacion de linfocitos B clonales en sangre periférica de sujetos con LBM

La citometria de flujo es la técnica de eleccién para el diagndstico de LBM. Desde finales
de los afios 90, la disponibilidad de técnicas de citometria de flujo multiparamétrica
progresivamente mas sensibles, permitid detectar en la SP de sujetos sanos la presencia de
células B maduras con caracteristicas (mono)clonales (es decir, con restriccion en la expresion
de las cadenas ligeras de las Ig x o A, o bien una ratio «:A >3:1 0 <0,3:1'7"176) fenotipicamente
aberrantes. La presencia de ambos criterios demostrados por citometria de flujo (restriccion de
cadena ligera de las Ig y fenotipo aberrante), se considera evidencia suficiente para definir la
existencia de clonalidad B."""'76 No obstante, en ocasiones las células B clonales incluyen mas
de un clon de linfocitos B, situacion a la que suele referirse como LBM multiclonal (vs. LBM
monoclonal). En el momento actual, es posible detectar linfocitos B clonales en SP en niveles
muy por debajo de las 100 células/pL, mediante el empleo de paneles de anticuerpos que
permiten identificar de forma especifica las células clonales/aberrantes, tras analizar un nimero

elevado de leucocitos de SP (por ejemplo >5x10°) para aumentar la sensibilidad de deteccion.'””

18



2. Linfocitosis B monoclonal (LBM)

2.3. Criterios diagnésticos de LBM

En el afo 2005, el Consorcio Internacional de LLC Familiar (International Familial CLL
Consortium) establecio por primera vez criterios bien definidos para el diagnostico de LBM;'""
posteriormente, a partir del ano 2008, la LBM pasé a ser considerada una entidad diagnéstica
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), englobada dentro de la categoria de las
neoplasias de células linfoides B maduras.'”® El diagnédstico de LBM implica la identificacion, en
individuos aparentemente sanos (sin evidencia clinica de SLPC-B), de al menos una poblacién
de linfocitos B clonales con fenotipo aberrante, persistente en el tiempo (=3 meses) y en nimero

inferior a 5x10° células/L.17".178.179

2.4. Clasificacion de la LBM

Desde su identificacion, se han establecido distintos subtipos de LBM, en funcion i) del
numero absoluto de linfocitos B clonales circulantes, ii) de su perfil fenotipico, y iii) de la presencia

de uno o mas clones de células B aberrantes circulantes.

2.4.1. Clasificacién de la LBM segun el nimero absoluto de linfocitos B clonales

A partir del ano 2017, la OMS establecid los criterios para la subclasificacion de la LBM
en dos grandes grupos, en funcion del nimero de linfocitos B clonales presentes en SP: a) LBM
de “bajo recuento” (LBM"), cuando el nimero de células B clonales es inferior a 0,5x10%L; y b)
LBM de “alto recuento” (LBMM), cuando este nimero oscila entre 0,5x10°%y <5x10%/L.17%180 | g
LBMP suele detectarse en analisis realizados sobre sujetos de la poblacién general con un
recuento normal de linfocitos, habiéndose referido en algunos estudios medianas de 1 célula
clonal/yL."®" Por el contrario, la identificacion de individuos con LBM" suele hacerse
habitualmente entre sujetos que presentan una linfocitosis absoluta en una analitica de rutina
(>3,5x10° linfocitos totales/L en SP), con una mediana de aproximadamente 3.000 células

clonales/uL. 174181
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2.4.2. Clasificacion fenotipica de la LBM

Ademas de la clasificacion anterior basada en el numero absoluto de linfocitos B clonales
circulantes, la LBM también puede subclasificarse en tres tipos diferentes, de acuerdo con el
perfil fenotipico de los linfocitos B aberrantes: LBM tipo LLC tipica, LBM tipo LLC atipica y LBM
con fenotipo no-LLC."8°

La LBM de tipo LLC tipica, constituye en nuestro entorno, aproximadamente el 80% de
todas las LBM. Las células B clonales presentan un patrén inmunofenotipico idéntico al de la LLC
(detallado mas adelante en el Capitulo 3 de esta memoria), caracterizado por una expresion
fuerte de las moléculas de membrana CD19, CD23 y CD5, junto con positividad para CD200 y
CD27, asociada a una expresion débil de marcadores relacionados con el BCR, como CD79b",
IgMD" e Igkappa'® o Iglambda'®, y CD2(QP.17".179.182183 No se han encontrado diferencias
significativas en el patron fenotipico que muestran las células B clonales entre la LBM de tipo
LLC y la leucemia linfatica crénica para ninguna de estas (y otras) proteinas analizadas, 82183
con la excepcion de algunos marcadores utilizados como indicadores pronéstico en la LLC, asi
como moléculas implicadas en trafico celular (homing), tal como se describe mas adelante en
esta introduccion. 83184

A su vez, la LBM con fenotipo de LLC atipica se caracteriza por un patrén
inmunofenotipico similar al de la LLC, sin llegar a cumplir todos los criterios de la misma. En este
grupo se incluyen frecuentemente los casos que presentan una coexpresion fuerte de CD5 y
CD20 y/o inmunoglobulina de superficie (slg) y/o que muestran ausencia de CD23, fenotipo
caracteristico del linfoma de células del manto (LCM),"”® ademas de otros casos que muestran
un fenotipo en el que en general las células B clonales expresan CD5 en ausencia de otras
caracteristicas fenotipicas tipicas de LLC.

Finalmente, la LBM de fenotipo no-LLC constituye un subgrupo fenotipico minoritario
de LBM que incluye casos en los que las células B clonales presentan un fenotipo diferente del
de la LLC tipica o atipica, con células CD5", motivo por el que este grupo también se denomina
“LBM CD5”. Los fenotipos mas frecuentemente encontrados en este tipo de LBM se asemejan
a los de las células tumorales del linfoma B de la zona marginal (LZM), tricoleucemia (TL), o bien

pueden no asociarse a ninguna categoria fenotipica especifica (“inclasificables”). Actualmente
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se dispone de informacion limitada y con frecuencia contradictoria, con respecto a la naturaleza

bioldgica y significado clinico de la LBM de fenotipo no-LLC.178:185-189

2.4.3. Clasificacion de la LBM en funcién del nimero de clones B detectados

Dependiendo de la presencia de un unico clon de células B o de mas de un clon de
células B circulantes, podemos subclasificar la LBM en monoclonal y multiclonal, debiendo en

este ultimo caso subclasificarse cada uno de los clones B de acuerdo con su fenotipo y nimero.

2.5. Prevalencia de la LBM

Aunque la LBM presenta en general una elevada prevalencia, esta puede variar de forma

importante en funcién de la poblacion analizada.

2.5.1. Prevalencia de LBM en poblacién adulta sana

La primera referencia bibliografica acerca de la prevalencia de la LBM en individuos
sanos (sin signos ni sintomas de SLPC-B) de la poblacidon general corresponde al momento de
su descubrimiento. Asi, en el afno 1997 el grupo del Dr. Gerald Marti emitié un informe para el
Servicio de Salud Publica de los EEUU, mostrando que durante el transcurso de un estudio
epidemioldgico se habian identificado 11 adultos sanos con poblaciones de linfocitos B clonales
en su SP.19019" A partir de ese momento, han sido muchos los estudios que han tratado de
determinar la frecuencia de la LBM, tanto en la poblacion general, como en familiares de
pacientes con LLC.!76:177.188,192-204 | 5 proporcion de casos afectados varia enormemente, desde
<1% hasta 18%, dependiendo fundamentalmente de tres factores: i) la poblacién de estudio (e.g.
poblacion general, familiares de pacientes con LLC familiar, area geografica o etnia analizada);
ii) la edad, asi como el sexo de los individuos estudiados; vy iii) la sensibilidad analitica de la
técnica aplicada. En la Tabla 1 se resumen los principales hallazgos de los estudios mas
relevantes publicados hasta la fecha, orientados a determinar la prevalencia de LBM, tanto en la
poblacion general, como en familiares de primer grado de pacientes con LLC. La frecuencia de
casos identificados varia extraordinariamente entre los diferentes grupos de estudio, incluso
cuando las caracteristicas de las poblaciones estudiadas son aparentemente muy similares; esto

se debe a la ausencia de estandarizacion en los métodos de citometria de flujo utilizados, de
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forma que la sensibilidad de la técnica empleada ha sido muy variable entre los diversos estudios

(Tabla 1). Asi, en los primeros trabajos realizados, en los que se aplicé citometria de flujo de 2-

4 colores analizando menos de 500.000 células/muestra, la prevalencia de LBM en la poblacion

general oscilaba entre 0,3% y 6,4%.'76.195.196

Tabla 1 | Prevalencia de LBM en la poblacién general y en familiares de pacientes con LLC familiar en

diferentes areas geograficas/grupos étnicos.

Prevalencia de LBM en la poblacién general

Estudio

Caracteristicas de la
poblacién de estudio

Sensibilidad de la
técnica empleada

Prevalencia de LBM

Sarasua y Marti et al.
(1997)1

Informe para la
USPHS

- Voluntarios residentes en areas
. préximas vs. lejanas a zonas de
- residuos toxicos.

: EEUU

: Edad: 40-76 afios.
- N. de Individuos estudiados:
- 1.926

Citometria de 2 colores.
- N. de células analizadas:
- 20.000

* Total: 11/1.926 (0,57%)

Rawstron et al.

: Pacientes ambulatorios con

- hemograma normal y ausencia de
: enfermedad hematolégica u

- oncoldgica.

: Reino Unido

- Citometria de 4 colores.
. N. de células analizadas:

. Total: 41/910 (4,5%)

- Tipo LLC: 32/910 (3,5%)
: 40-49 anos: 1,9%

- 50-59 afios: 2,4%

: 60-69 anos: 3,2%

176

(2002) ; | 22x10° ' 70-79 afios: 7.7%

: Edad: >40 anos. : - 80-89 anos: 4,5%

. N. de Individuos estudiados: - Ratio Hombre:Mujer; 2,1

- 910 . Tipo no-LLC: 9/910 (1%)

. Pacientes ambulatorios : Total: 32/500 (6,4%)

- (hemograma normal). i " Tipo LLC: 22/500 (4,4%)
Ghia et al - ltalia : Citomet'rl’a de 4 col_ores. : 65-74~aﬁos: 3,4%
(2004)1%5 : : - N. de células analizadas:  : 275 afos: 5,7%

- Edad: >65 afios. - 22x10° - Ratio Hombre:Mujer; 1

. N. de Individuos estudiados: ! - Tipo no-LLC: 7/500

- 500 - (1,4%)

. Donantes de sangre. : : TPtaI: 6/5.141(0,12%)

- EEUU - Citometria de 2 colores. : Tipo :‘LC' 6/5.141
Rachel et al. : . N. de células analizadas: (0,12 /.°)

: _ : : - <65 afios: 0,04%
(2007)1%® - Edad: >17 afios. - 20 uL SP (estimadas © 565 af -07080/

. N. de Individuos estudiados:  : 140.000 células) = anos: 9,087%

C 5141 : : _atlo Hombre:Mujer; 2

: . Tipo no-LLC: NE.

- Poblacién general sana reclutada - Total: 73/608 (12%)

- a partir del Sistema de Atencion - Tipo LLC: 73/608 (12%)

. Primaria de Salud de Salamanca . 40-49 anos: 5,1%

- (hemograma normal y ausencia de : Citometria de 8 colores - 50-59 afios: 5,3%
Nieto et al. . enfermedad hematoldgica) " N. de células analizada-S' . 60-69 anos: 18%
(2009)"77 - Espaia Dok * 1 70-79 afios: 22%

Edad: >40 afos.
- N. de Individuos estudiados:
- 608

- 25x108

. 80-89 afnos: 27%

- 290 afios: 75%

. Ratio Hombre:Mujer; 1,3
- Tipo no-LLC: NE
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Prevalencia de LBM en la poblacién general (continuacién de la tabla)

Caracteristicas de la Sensibilidad de la

Prevalencia de la

& 6
N. de Individuos estudiados: 110

365

(3%)

Rawstron et al.
(2017)204

Donantes sanos de dos
poblaciones diferentes.

Uganda y Reino Unido Citometria de 8 colores.

N. de células analizadas

Edad: 245 afios. >5x105

N. de Individuos estudiados:
302 en Uganda
302 en Reino Unido

Prevalencia de LBM en familiares de primer grado de pacientes con LLC

Estudio poblacién de estudio técnica empleada LBM
: : " Total: 128/1.725 (7,4%)
: : - Tipo LLC: 89/1,725
: : 0 (5,2%)
f Egrr::glt)es sanos (hemograma f | <40 afios: 0,2%
. . . . . = . 0,
Daaklis et al - ltalia - Citometria de 5 colores. : gg_gg 2282: 1;4"
(20909)197 ' : © N. de células analizadas: 2 "20 . 8‘7°/°
© Edad: 18-102 afios. © 25x10°  20-79 afos: 9.1%
. N. de Individuos estudiados: : " >80 afios: . 0/ °
4705 : - 280 afios: 9,3% _
C : - Ratio Hombre:Mujer; 1,7
: : - Tipo no-LLC: 39/1.725
: : _(2.3%)
Poblacion general sana reclutada
. a partir del Sistema de Atencién ! :
- Primaria de Salud de Salamanca -
: (hemograma normal, ausencia de : Citometria de 8 colores . Total: 95/639 (15%)

. ; o : . § o . o
Nieto e1t88al. : enferrpedad hematoldgica) N e e e T!po LLC: 82./639 (13%)
(2010) . Espana © 55x10° ¢ Tipo no-LLC: 13/639

- - (2%)

- Edad: >40 afios. !

: N. de Individuos estudiados: : i

- 639

" Donantes de sangre. : * Total: 149/2.098 (7,1%)
Shim et al EEUU Citometria de 6 colores. -(I;:%?,/ISLC: 101/2.098
(2014)200 ’ Edad: 245 afios. Eé:»]eogélmas analizadas: RétiooHombre:Mujer; 14

- N. de Individuos estudiados: i - Tipo no-LLC: 21/2.098

. 2.098 : S (1%)

Donantes sanos.

. Emiratos Arabes . . . Total: 21/365 (5,8%)
Aljurf et al. 1 . Citometria de 8 colores. - 4., ) ) 0.'10/365 (2,7%)
(2016201 | Edad: >50 afios.  N. de células analizadas: - g5 ho.1LC: 11/365

Rawstron et al.
(2002)193

Familiares de primer grado de
pacientes con LLC familiar. d
Reino Unido. Citometria de 4 colores.
' N. de células analizadas:
Edad: 23-86 afios.
N. de Individuos estudiados: 59.

22x10°

Total:

42/302 (14%) en Uganda.
25/302 (8%) en Reino
Unido.

Tipo LLC:

3/302 (1%) en Uganda.
21/302 (7%) en Reino
Unido.

Tipo no-LLC:

41/302 (14%) en Uganda.
6/302 (2%) en Reino
Unido.

Total: 8/59 (14%)

Tipo LLC: 7/59 (12%)
Ratio Hombre:Mujer; 1,3
Tipo no-LLC: 1/59 (1,7%)
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Prevalencia de LBM en familiares de primer grado de pacientes con LLC (continuacién de la tabla)

Caracteristicas de la

Sensibilidad de la

Prevalencia de la

Edad: 18-77 afios.
N. de Individuos estudiados:
136

2x10°

>60 afios: 40%
Ratio Hombre:Mujer; 1,4

Estudio poblacién de estudio técnica empleada LBM
- Familiares de primer grado de
* pacientes con LLC familiar. : :
Marti et al. . EEUU - lloetiia de 3 colores. * Total: 6/33 (18%)
(2003)94 " Edad: NI NI * . Ratio Hombre:Mujer; 0,5
- N. de Individuos estudiados: :
© 33 :
- Familiares de primer grado de - Total: 7/167 (4,1%)
. pacientes con LLC esporadica. I . Tipo LLC: 6/167 (3,6%)
Matos et al - Brasil - Citometria de 4 colores. - LLC atipica: 1/167 (0,6%)
(2009)19% ’ : - N. de células analizadas: : <40 arfos: 0%
. Edad: 18-84 arios. : 3x10° . 40-60 afos: 2,5%
- N. de Individuos estudiados: : - >60 afos: 16%
: 167 . Ratio Hombre:Muijer; 2,5
: - Total: 86/505 (17%)
- <40 afos: 5,6%
* Familiares de primer grado de : 40-49 afios: 12%
: : e - 50-59 afios: 17%
- pacientes con LLC familiar. : " 60-69 afios: 18°
. - EEUU - Citometria de 6 colores. : anos. v
Goldin et al. : : P . - 70-79 afos: 26%
199 : - N. de células analizadas: s Ao
(2010) ' Edad: NI. ' 1-5x10° 8089 anos: 31%
' N. de Individuos estudiados: o anos: 50%
" 505 : _atlo Hombre:Mujer; 1,3
: - Tipo LLC: 74/505 (15%)
- Tipo no-LLC: 12/505
© (2,4%)
: Dos grupos: i) familiares de : ;i
- pacientes con LLC esporadica y ii) : - i)Total: 3/54 (5,6%)
. donantes sanos de la poblacion : ; Tipo LLC: 0/54 (0%)
: ; p OU - 0
Bajuk et al %esr::‘r:lr"ia : Citomet’rl'a de 5 col.ores. ;i UL (=S H 8 Sl (@ 90)
(2016)2° 1. de celulas analizadas: - iiyTotal: 7/162 (4,3%)
: Edad: 23-88 afios . ¢ Tipo LLC: 2/162 (1,2%)
- N. de Individuos estudiados: : : Tipo no-LLC: 5/162
i) 54 ; - (3,1%)
- i) 162 :
i Familiares de primer grado de
. pacientes con LLC esporadica. ' Total: 17/136 (12,5%)
Demirci et al © Turquia 1 Citometria de 4 colores. <40 afios: 13%
(2017).202 ' N. de células analizadas: 40-60 afios: 12%

LBM: linfocitosis B monoclonal; LLC: leucemia linfatica cronica; N.: numero; NI: no indica

d

0.

Posteriormente, el uso de técnicas de citometria de flujo de alta sensibilidad, basada en

el empleo de paneles de anticuerpos monoclonales en combinaciones de 28 colores y analisis

de 21 millén de células, permitié detectar frecuencias de LBM de entre el 7% y el 14% de los

individuos sanos de la poblacion general.'77188.197.200 E| gstudio publicado con mayor sensibilidad

hasta la fecha es el de Nieto et al., en el que se detectd una prevalencia de LBM del 15% en

individuos sanos de la poblacion general mayores de 40 afios, llegando a alcanzar el 25% en

sujetos mayores de 80 afios.'””-'8 Un modelo matematico desarrollado por este mismo grupo

concluyé que, si fuésemos capaces de analizar 50 mL de SP, la frecuencia de LBM en sujetos
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mayores de 70 afios ascenderia a practicamente el 100% de los casos.?% La veracidad del
modelo matematico se verificd en este mismo estudio, realizando el analisis de LBM a partir de
50 mL de SP en 9 donantes sanos >70 afios, en los que no se habian detectado clones LBM en
1 mL de sangre, y en los que pudo confirmarse la presencia de linfocitos B clonales de tipo-LLC
en 8 de los 9 casos analizados.??® En lineas generales, la practica totalidad de los estudios
concluyen que la frecuencia de LBM en la poblacion general aumenta drasticamente con la edad
y afecta a una mayor proporcion de hombres que de mujeres, independientemente del fenotipo
de las poblaciones B clonales y la sensibilidad del método de deteccién empleado.

Como hemos referido previamente, la mayoria de los casos de LBM identificados en la
poblacion general en nuestro entorno, presentan un fenotipo de tipo LLC (=80%), frente al =20%
de casos con fenotipo no-LLC, 7292 sj bien este predominio tan mayoritario de la LBM de fenotipo
similar a la LLC ocurre preferentemente en paises europeos (Reino Unido, ltalia, Espafia) y
Estados Unidos (Tabla 1). Frente a esta distribucion tipica de los paises occidentales, estudios
preliminares realizados tanto en poblaciones arabes como africanas, muestran un predominio de
la LBM de tipo no-LLC. Asi, en un estudio llevado a cabo en los Emiratos Arabes Unidos, la
prevalencia de LBM en individuos mayores de 50 afios fue de 5,8%, un porcentaje muy similar
al previamente descrito en paises occidentales (considerando la sensibilidad técnica aplicada),
pero sorprendentemente, el 52% de los casos de LBM correspondian a fenotipos de LBM no-
LLC, una frecuencia casi 3 veces superior a la referida en paises occidentales.?®’ De manera
similar, en individuos de una poblacién africana (Uganda) mayor de 45 afios se encontré una
frecuencia de LBM del 14%, de los que el 97% de los casos mostraban un fenotipo no-LLC.2%
Aunque no existen referencias de estudios que indiquen la frecuencia de LBM en poblaciones
asiaticas, sabemos que la LLC es mucho menos prevalente en estas poblaciones.?%6-2'2 Hasta la
fecha, el Unico estudio cuyo objetivo ha sido determinar la frecuencia de LBM en poblacion
asiatica, se ha llevado a cabo en individuos de ascendencia japonesa (sin mezcla racial) que
viven en un medio ambiente occidental (S&o Paulo, Brasil), habiéndose observado una
prevalencia de LBM de cerca del 8%, una frecuencia muy similar a la ya descrita para

poblaciones occidentales.?'?
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2.5.2. Prevalencia de LBM en pacientes no hematolégicos con linfocitosis

Hoy sabemos que es relativamente frecuente identificar clones linfoides B en SP (entre
0,5 y <5x10%L) de individuos que presentan linfocitosis (>3,5x10%L), en ausencia de procesos
infecciosos o cualquier otra sintomatologia clinica sugerente de SLPC-B. En estos casos, la
prevalencia de LBM es mas elevada que la observada en la poblacion general. De Tute et al.
demostraron que incluso con técnicas de citometria de baja resolucion (4 colores), la prevalencia
de LBM en individuos con linfocitosis absoluta es del 14%, casi el doble que la esperada para
individuos de la poblaciéon general cuando se emplean técnicas de citometria de sensibilidad

similar.2'*

2.5.3. Prevalencia de LBM en familiares de pacientes diagnosticados de LLC

Dado que la practica totalidad de los casos de LBM en occidente presentan un fenotipo
indistinguible del de la LLC, intentar establecer una relacion entre ambas entidades ha sido uno
de los principales objetivos de los grupos interesados en su estudio. Por esta razén, algunos
estudios se han centrado en determinar la prevalencia de LBM en familiares sanos de primer
grado (consanguineos) de pacientes con LLC. Para un analisis adecuado de los resultados de
estos trabajos, tenemos que distinguir en primer lugar, entre aquellos estudios centrados en el
analisis de los familiares de pacientes con LLC esporadica y los que analizaron familiares de
pacientes con LLC familiar. La diferencia radica en que la LLC esporadica se diagnostica en
individuos que no tienen ningun familiar directo afectado, mientras que para considerar una LLC
familiar debe haber al menos dos casos de familiares de primer grado afectados por la
enfermedad.?'52'® Dependiendo de a qué situacion nos refiramos, la prevalencia de LBM es
diferente. Asi, mientras que entre los familiares de pacientes con LLC esporadica se observan
frecuencias de LBM similares a las de la poblacién general, en los familiares de pacientes con
LLC familiar la prevalencia de LBM encontrada es muy superior, oscilando entre 14% y 18% de
los mismos, porcentajes significativamente mas elevados que los observados en la poblacién
general con técnicas de sensibilidad similar (Tabla 1). Este incremento es especialmente
llamativo en familiares menores de 40 afos respecto a la poblaciéon general de la misma edad
(5,4% vs. 0,2%, respectivamente). 198:202.203.219 Sin embargo, estas diferencias en la prevalencia

de LBM entre familiares sanos de pacientes con LLC familiar y otros sujetos sanos de la
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poblacion general sin antecedentes familiares de LLC se van diluyendo al avanzar la
edad.176'195*196

Por lo tanto, la LBM es una entidad muy prevalente en la poblaciéon general (>100 veces
la frecuencia de la LLC), cuya frecuencia aumenta con la edad. Claramente existe un
componente genético que relaciona la LBM con la LLC, al ser la primera mucho mas frecuente
entre familiares de pacientes con LLC familiar. Por otro lado, la frecuencia de casos de LBM
encontrados en el estudio de sujetos asiaticos que residen en un ambiente occidental antes
referido, es muy similar a la observada en poblaciones caucasicas, lo cual abre la puerta a pensar
que existirian ademas factores del (micro)medioambiente (por ejemplo, agentes infecciosos,
contaminantes ambientales y/o la dieta) que puedan estar relacionados con el desarrollo y

aparicion de esta enfermedad leucémica.?'?

CAPITULO 3. LEUCEMIA LINFATICA CRONICA B (LLC)
3.1. Definicion

La LLC es el tipo de leucemia mas frecuente en la poblacion adulta en paises
occidentales, con una incidencia de 4-6 casos nuevos por cada 100.000 habitantes y afio.?29-222
Esta neoplasia se caracteriza por la acumulacion en SP y MO de linfocitos B clonales,
morfolégicamente maduros y con un inmunofenotipo aberrante muy caracteristico (CD19* CD5*
CD23* CD20'"° CD79b'° CD200* slgMD" y sigkappa' ¢ slglambda'®), siendo frecuente también la
infiltracion por las células tumorales de OLS como los ganglios linfaticos (GL) y/o el bazo.?23-226
Desde el punto de vista clinico, se trata de una enfermedad hasta la fecha incurable
(exceptuando los pocos casos en los que los pacientes reciben trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos) que se caracteriza por una gran heterogeneidad en cuanto a sus
manifestaciones clinicas, evolucion y prondstico, en gran parte debidas a la heterogeneidad
bioldgica subyacente.?20221.227 A pesar de ser una de las leucemias mas estudiadas en nuestro
medio, y de los avances alcanzados en los Ultimos afios en nuestro conocimiento de la
enfermedad, hasta la fecha no se ha establecido de forma definitiva cual es su contrapartida
celular normal, asi como los principales eventos oncogénicos que conducen a su aparicién y a

la progresién maligna.?®
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3.2. Criterios diagnésticos

Actualmente, para el diagnostico de la LLC, la OMS ha adoptado los criterios
diagnésticos propuestos en el afio 2008 por el “International Workshop on Chronic Lymphocytic
Leukemia” y que requieren de la identificacion de 25x10%L linfocitos B clonales en SP, en los
que se ha de demostrar la coexpresion de CD5 y CD23, junto con una expresion débil de CD20
y de los marcadores asociados a BCR: CD79b'"°, sigMD" 6 sigM®, sigk® 6 sIgA®©.'7822° En
ocasiones, las células B clonales con el fenotipo anteriormente descrito, pueden localizarse
principalmente en OLS, en lugar de acumularse en la SP y MO, condicionando un cuadro clinico
caracterizado por la presencia de adenopatias. Si este es el caso, y el nimero de linfocitos B
clonales en SP es inferior a las 5x10°%/L células circulantes necesario para el diagndstico de LLC,
estariamos hablando de una entidad conocida como linfoma linfocitico de célula pequefa
(LLCP), considerada la contrapartida linfomatosa de la LLC, y englobado por la OMS en la misma

categoria diagnostica (LLC/LLCP).178:220.221,229,230

3.3. Incidencia y prevalencia

Como hemos referido anteriormente, la LLC es la leucemia mas frecuente en paises
occidentales. Se estima que en el afio 2018, solo en los EEUU se producirdn aproximadamente
21.000 nuevos diagndsticos y 4.500 fallecimientos a causa de la enfermedad.?3' Sin embargo, la
incidencia de la LLC varia notablemente en funciéon de varios factores, entre los que cabe
destacar la edad, el sexo y la raza. Asi, aunque la edad media de los pacientes en el momento
del diagnéstico de la enfermedad se encuentra entre los 70 y 72 anos (70% de los pacientes
tienen mas de 65 afos al diagnéstico), lo que indica que se trata de una neoplasia caracteristica
de personas de edad avanzada, la enfermedad puede manifestarse en personas menores de 50
afios de edad.?0232.233 Ademas, se ha observado una prevalencia de 1,5 a 2 veces superior en
hombres que en mujeres.?3* Los ultimos datos del “National Cancer Institute” muestran una
tendencia ascendente en la incidencia de LLC, situaciéon que posiblemente sea debida en gran
parte al incremento del niumero de revisiones médicas y la mejora de los métodos diagndsticos.
En paralelo al aumento de la incidencia de la LLC, se observa una tendencia a la reduccion en
el numero de fallecimientos esperados a causa de la enfermedad, directamente relacionada con

las mejoras en el manejo terapéutico de los pacientes y el acceso, en los ultimos afios, a nuevos
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tratamientos asociados a la quimioterapia, como la inmunoterapia y el empleo de inhibidores de
las vias de transduccion de sefal a través de BCR o de Bcl-2.231:235-243

Por otro lado, numerosos estudios han determinado que la frecuencia de LLC es
claramente inferior en poblaciones asiaticas respecto a las poblaciones occidentales, incluso en
individuos de origen asiatico que habitan en un ambiente occidental, a diferencia de lo descrito
en estudios preliminares para la LBM.206208.209.213244-246 Fgtog hallazgos, junto con la mayor
frecuencia de LLC (entre 2 y 8 veces superior) en familiares de pacientes con esta misma
enfermedad, sugiere la existencia de un componente genético (hereditario) en su aparicion.?’
De acuerdo con ello, estudios recientes de variabilidad gendmica basada en SNPs, realizados
en paralelo en donantes sanos y pacientes diagnosticados de LLC, han permitido identificar
determinadas variantes alélicas asociadas a un mayor riesgo (=1,5 veces mayor) a padecer esta
leucemia, entre las que merece destacar las variantes rs9378805 (6925.3) y rs735665 (11q24.1),
identificadas en varios estudios independientes, llevados a cabo sobre diferentes cohortes de
pacientes.?*-2%8 | a presencia de estos SNPs podria contribuir a explicar, al menos en parte, la
mayor frecuencia de LLC y LBM en familiares de pacientes que padecen la enfermedad, y
posiblemente también, la menor prevalencia de LLC en poblaciones asiaticas respecto a las

poblaciones occidentales.?%°

3.4. Caracteristicas clinicas

La LLC se caracteriza por una gran heterogeneidad clinica, tanto en su forma de
presentacion, como en su evolucion y pronéstico, lo cual complica su manejo terapéutico. La
heterogeneidad clinica de la LLC se traduce en que un tercio de los pacientes nunca va a
necesitar tratamiento, mientras que una proporcion similar de casos lo requeriran desde el
momento del diagndéstico. Muchos pacientes con LLC no presentan sintomas al inicio de la
enfermedad, ya que frecuentemente (dos terceras partes de los casos) el diagndstico se realiza
por causas ajenas a la neoplasia, generalmente por el hallazgo casual de una linfocitosis en un
analisis de sangre de rutina. Una pequena proporcion de pacientes refiere sintomas B al
diagndéstico, incluyendo pérdida involuntaria de peso (>10% en un periodo de 6 meses),
sudoracion nocturna y/o fiebre en ausencia de infeccion. En los estadios mas avanzados,

ademas de presentar mas frecuentemente sintomas B, los pacientes con LLC pueden tener
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hepatomegalia (14-25%),223225226 esplenomegalia (50-60%),225226260 y/o adenopatias (80-
90%)?25:226.260 debido a la acumulacion de células B clonales en dichos érganos; en estos estadios
son también frecuentes la anemia (5-20%)?%'-?%* y la trombopenia (6-10%) como consecuencia
de la infiltracion de la M(Q?20.221285.266 y/o en menor medida, por la aparicion de fendomenos
autoinmunes.

En este sentido, cabe sefialar que en la LLC el sistema inmune se encuentra afectado a
multiples niveles. En primer lugar, es frecuente la presencia de enfermedades autoinmunes,
entre las que merece destacar la anemia hemolitica autoinmune (AHA) y la trombopenia
autoinmune (TAIl), que constituyen mas del 25% de las citopenias presentes en estos
pacientes.?20:221,263265-272 En gegundo lugar, las infecciones suponen una de las principales
causas de morbi-mortalidad en la LLC. De hecho, con anterioridad a la existencia de contadores
hematoldgicos automatizados, la principal causa de diagndstico de LLC eran los frecuentes
procesos infecciosos agudos que padecian estos pacientes,?>?’4 y que afectan
fundamentalmente a las vias respiratorias y, en menor medida, al tracto urinario.?’52?"7 Los
principales agentes etiolégicos responsables de estos procesos infecciosos son bacterias (67%),

especialmente bacterias encapsuladas como S.pneumoniae, H.influenzae o S.aureus, seguidas

de virus (25%) y hongos (7%).273:274276.278.279 | g glevada frecuencia de infecciones en la LLC es
debida en parte, a una profunda alteracion de multiples componentes de la respuesta inmune,
que incluyen tanto elementos celulares como solubles de las respuestas innata y adaptativa;
ademas, la inmunodeficiencia que padecen los pacientes con LLC se agrava con el paso del
tiempo, incluso en ausencia de progresion clinica a estadios mas avanzados de la
enfermedad_263,273,274,276,280,281

Desde el punto de vista de la respuesta celular, se ha descrito un incremento en el
numero absoluto de linfocitos T, tanto CD4* como CD8*; ademas, llama la atencién que dentro
del aumento global de las poblaciones de linfocitos T, se haya evidenciado un incremento
significativo del nimero de linfocitos T reguladores, los cuales podrian favorecer la supresion de
la respuesta inmune.®>-27 No obstante, pese a que los linfocitos T en general (tanto las
poblaciones T globales CD4* como CD8*) estan incrementados en numero, presentan diversas
alteraciones funcionales.?88-2%8 Asi, gran parte de los linfocitos T de pacientes con LLC muestran

caracteristicas fenotipicas y funcionales de “agotamiento”, que se traducen en una capacidad
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proliferativa reducida in vitro, una alteracion en su patrén de produccion de citocinas y una
incapacidad para generar sinapsis inmunologicas eficientes.?95-297:299.300 Sorprendentemente, en
estos mismos pacientes, las poblaciones de linfocitos T que responden frente a citomegalovirus
(CMV) mantienen una capacidad proliferativa y funcional (i.e. produccioén de citocinas) normales;
estos hallazgos, junto con otras evidencias que se describiran con mas detalle en secciones
posteriores de esta introduccion, han llevado a sugerir la posible implicacién de este patégeno
en la ontogenia de la enfermedad, de manera analoga a la relacién existente entre el virus de
Epstein-Barr (VEB) y el linfoma de Hodgkin, o la asociacion entre la leucemia/linfoma T del adulto
y el virus linfotrépico de células T humano (HTLV-1).301-3%7 Por otra parte, el nimero de células
NK circulantes en SP se encuentra también aumentado en la LLC, aunque funcionalmente estas
células se encuentran alteradas, mostrando una capacidad citotoxica limitada.3*® Desde el punto
de vista de la respuesta humoral, 40% de los pacientes presentan niveles reducidos de proteinas
del complemento, y entre un 25-80% de los casos presentan hipogammaglobulinemia, que se
agrava con la progresion de la enfermedad.39%-315

En la actualidad se desconocen cuales son los mecanismos especificos que conducen
a esta profunda alteracion de la respuesta inmunolégica en la LLC. No obstante, multiples
evidencias apuntan a que estas alteraciones podrian estar relacionados con una actividad
inmunosupresora propia aumentada, capaz de modular la respuesta inmune, tanto innata como
adaptativa, a través de multiples mecanismos, que serian responsables, entre otros efectos, de
impedir la formacion de sinapsis inmunoldgicas funcionales con linfocitos T, favorecer un patrén
de activacion Th2 (en detrimento del patrén Th1), asociado a un incremento de linfocitos T
reguladores, capaces de inducir una mayor modulacién (negativa) de la respuesta
inmune.2%8316317 Ademas de favorecer estas alteraciones, las células B clonales aprovecharian
estos cambios para potenciar la generacion de un micromedioambiente favorable al
establecimiento de una sinergia entre los diferentes componentes de la respuesta inmune y el
tumor, que facilitaria en ultimo término, su persistencia y crecimiento.318-321

Ademas de las alteraciones del sistema inmune inherentes a la propia enfermedad, la
mayor parte de los tratamientos disponibles hasta la fecha acentuan aun mas si cabe, el estado
de inmunodeficiencia de los pacientes con LLC, favoreciendo la aparicion de procesos

infecciosos por agentes oportunistas.®?-3?7 La forma mas efectiva de potenciar la respuesta
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inmune en estos pacientes seria a través de la vacunacién o la administracion de
inmunoglobulina intravenosa (lglv) o subcutanea (IgSc). Desgraciadamente, diferentes estudios
han demostrado una respuesta a la vacunacion suboptima en pacientes con LLC, de tal manera
que no suelen alcanzar niveles plasmaticos adecuados de Ig especifica del patégeno frente al
que se han vacunado.?'8328-3%0 En esta misma linea, existe actualmente un debate abierto sobre
el coste-beneficio de la terapia de reemplazamiento con Igs en la LLC, ya que se ha demostrado
proteccion frente a infecciones bacterianas, pero no viricas.331-336

Ademas de las manifestaciones autoinmunes e infecciosas, en los pacientes con LLC se
observan con mayor frecuencia también, otros tumores (sélidos), con un riesgo estimado de 1,2
a 3 veces superior al de la poblacion general de la misma edad; esta mayor frecuencia de
segundos tumores, podria estar también relacionada con el estado de inmunodeficiencia

secundaria que padecen estos individuos.337-340

3.5. Caracteristicas morfologicas y fenotipicas

Desde el punto de vista morfolégico, las células de la LLC tipica presentan el aspecto de
linfocitos de pequefio tamafo, con escaso citoplasma (cociente nucleo:citoplasma elevado) y un
nucleo redondeado y denso, sin nucléolos visibles, y que generalmente muestra pequefias
regiones de heterocromatina.34'342 Una caracteristica singular de la LLC es que en un frotis de
SP podemos encontrar restos de nucleos de linfocitos clonales “rotos”, que se generan como
consecuencia de la ruptura de las membranas plasmaticas de los linfocitos tumorales (mas
labiles que las de los normales) en el momento de hacer la extension de sangre. Estos restos
celulares se denominan “sombras de Gumprecht”, y constituyen un rasgo morfoldgico
caracteristico de la enfermedad.343

Respecto al inmunofenotipo de la célula tumoral de la LLC, este es también muy
caracteristico en las formas tipicas; consiste en la expresion del marcador pan-B CD19, asociado
a la positividad débil de CD20 y otros marcadores relacionados con el BCR, como CD81, CD79Db,
slgM y/o sIgD.343-345 | a caracteristica fenotipica mas resefiable, aunque no especifica de estas
Células, es la expresion de CD5. Asi, por ejemplo, las células B tumorales del LCM también
expresan CD5, por lo cual, para poder hacer una correcta distincion (diagnostico diferencial) entre

ambas entidades es necesario el uso de marcadores mutuamente excluyentes, como es el caso
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de CD200, CD23 y CD43 que se expresan en la practica totalidad de las LLC, siendo negativos
en el LCM y en la mayoria de los linfomas foliculares.346-35° Ademas, la LLC se caracteriza
también por la expresion fuerte de otros marcadores, como CD21, CD24, CD25, CD27, CD39,
CD40, CD45RA, CD62L, CD185 (CXCR5) y Bcl-2 (este ultimo expresado a nivel
intracitoplasmatico). Menos frecuentemente, es posible encontrar casos que difieren del perfil
inmunofenotipico anteriormente expuesto (e.g. CD23", CD5, FMC7*/CD20* y/o CD79b*) y que
corresponderian a las denominadas LLC de fenotipo atipico. En las células tumorales de la LLC,
también nos podemos encontrar marcadores con un grado de expresion variable, como CD11c,

CD38, CD49d, CD80, CD95, CD124, CD126 y CD130."83:351-360

3.6. Alteraciones genéticas

Desde el punto de vista genético, la LLC es también una enfermedad heterogénea. Asi,
entre 60% y 80% de las LLC presentan alteraciones citogenéticas, de las que merece destacar
la ganancia de cromosomas completos, como la trisomia 12, o mas frecuentemente, la pérdida
de material genético de los cromosomas 11, 13 y 17 —del(13914), del(11q)(ATM) y
del(17p)(TP53)-.361-367

De todas estas alteraciones citogenéticas, la mas frecuente es la del(13g14), presente
en 35%-55% de los casos. De forma sistematica, en la del(13q14) de la LLC existe pérdida de
un segmento de ADN denominado “region minima delecionada” (MDR, del inglés “Minimal
Deleted Region”) que incluye dos ARNs no codificantes (miR-15a y miR-16-1; cluster miR15/16),
con funcién supresora de tumor, al ser capaces de unir y degradar ARNm que codifica para
proteinas antiapoptoticas, como Bcl-2;3%-374 ademas, en la del(13q14) también resulta
delecionado en aproximadamente un 20-25% de todos los casos, el gen supresor de tumor RB1.
La segunda alteracion citogenética mas frecuente en la LLC es la trisomia 12 —que puede
aparecer aislada o asociada a otras alteraciones—, presente en un 16-23% de los casos, mientras
que la del(11q)(ATM) y la del(17p)(TP53) estan presentes en aproximadamente 11% y 7% de
las LLC, respectivamente (Tabla 2).361-367

Hoy se conoce que estas alteraciones citogenéticas afectan a genes implicados en

diferentes procesos de vital importancia para la célula, como son entre otros, la regulacion del
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ciclo celular, procesos de reparacion del ADN y/o la activacion de vias de sefializacion inductoras

de proliferacioén y/o supervivencia.

Tabla 2 | Frecuencia de las principales alteraciones citogenéticas descritas en LBMy LLC

Alteracion Funcion del gen (o genes) Frecuencia

citogenética afectado(s) L BMP LBM" [LC

Cluster miR15/16: regulacién de la
expresion de la proteina
antiapoptotica Bcl-2
del(13914)(D13S25) 26-44%  29-58%  35-55%
RB1: regulacion de la entrada en la
fase S del ciclo celular. Actia como
gen supresor de tumor.

Posible sobreexpresion de genes
asociados a la regulacién del ciclo
Trisomia 12 celular y apoptosis localizados en 4-7% 12-21%  16-23%
este cromosoma (e.g. de CDK4,
STAT6 o p27, entre otros).

ATM: gen supresor de tumor
relacionado con la deteccion y
reparacion de dafio en ADN.
del(11q)(ATM) 0% 0-8% 6-18%
MLL: histona metiltransferasa
responsable de regular la expresion
génica.

TP53: gen supresor de tumor que
regula el ciclo celular y favorece la
entrada en apoptosis tras detectar
dano celular (e.g. en ADN)

*Informacién obtenida de una serie con tan solo 16 individuos analizados, de los cuales 2/16 presentaron dicha alteracion.

LBM': linfocitosis B monoclonal de bajo recuento; LBMP": linfocitosis B monoclonal de elevado recuento; LLC: leucemia
linfatica cronica.

del(17p)(TP53) 0-13*%  0-4%  2-16%

Asi, amodo de ejemplo, la del(11q)(ATM) afecta al gen ATM (y en algunos casos ademas
al gen MLL), implicado en la reparacion del ADN; a su vez, la del(17p)(TP53) provoca la pérdida
de (al menos) una copia del gen supresor de tumor TP53, gen que participa en diversas funciones
fisiologicas celulares encaminadas a mantener la integridad y estabilidad genémica, de manera
que su pérdida favorece la supervivencia y proliferacion de células genéticamente alteradas
(Tabla 2).375-377

En los ultimos afos, el empleo de técnicas de secuenciacion masiva (NGS, del inglés
“Next Generation Sequencing’), ha permitido identificar multiples mutaciones somaticas
adicionales, presentes en frecuencias variables en el genoma de la LLC. De las casi 1.000
mutaciones identificadas en cada genoma estudiado, tan solo 10-20 de ellas constituyen

mutaciones no silentes, es decir, mutaciones genéticas que modifican la secuencia de
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aminoacidos de las proteinas codificadas por los genes alterados, lo cual supone una frecuencia
mucho mas baja de mutaciones que la encontrada en la mayor parte de los tumores sélidos y en
otras neoplasias hematologicas.>’®%"° En este contexto, merece destacar sin embargo, que no
se han identificado genes alterados (0 mutaciones especificas) comunes a todas las LLC, ni
siquiera a una proporcion elevada de las mismas, lo cual indica que estas mutaciones (al igual
que las alteraciones citogenéticas descritas anteriormente), no constituirian alteraciones
genéticas/moleculares primarias, responsables directas de la transformacion neoplasica y/o la
progresion maligna de la célula tumoral. Pese a la ausencia de alteraciones genéticas comunes,
hasta el momento se han identificado en conjunto cerca de treinta genes que estan mutados de
forma recurrente en la LLC, siendo las mutaciones mas frecuentemente identificadas las que
afectan a los genes SF3B1 (splicing factor 3B-1; 9,7-21%), NOTCH1 (6-13,4%), MYD88 (myeloid
differentiation primary response 88; 3-10%), XPO1 (exportin-1, 2,4-4%) y KLHL6 (Kelch-like
protein 6; 1,8%) (Tabla 3).380-3%2

Los genes antes referidos como mutados en LLC, estan implicados en diferentes vias de
sefalizacion, que de manera similar a lo descrito para las alteraciones citogenéticas, afectan a
procesos vitales para la célula (i.e. ciclo celular, supervivencia y/o reparacién de ADN, entre otras
funciones). A modo de ejemplo, las mutaciones en NOTCH1 se han asociado con una activacion
exacerbada de la via de sefalizaciéon mediada por BCR, lo que conduce a una mayor

supervivencia y proliferacion de las células B tumorales.387:3%3

3.7. BCR y vias de senalizacion mediadas por BCR y otros receptores de membrana e

intracelulares

El BCR es el receptor clonotipico del linfocito B, y por tanto el receptor fundamental a
través del cual esta célula lleva a cabo su funcién inmunoldgica consistente en el reconocimiento
especifico de Ags y la transduccion de la sefal de activacion, con la correspondiente respuesta
efectora. Ademas, el BCR desempefia también un importante papel en la proliferacion,
diferenciacion y supervivencia de la célula B. La naturaleza “ha ideado” un sistema que permite
que el BCR de cada linfocito sea unico y diferente al de los demas linfocitos B, asegurando de

esta manera una gran diversidad en los mismos, tan elevada como la cantidad de Ags que
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podriamos encontrar en nuestro ambiente y contra los que la célula B deberia ser capaz de
responder 357,394-397

Tabla 3 | Frecuencia de mutaciones recurrentes asociadas a LLC (descritas en al menos 2 casos)
en LBMP, LBM"y LLC.

Frecuencia de casos mutados

Gen Localizacion Funcién LBMP LBM" LLC

SF3B1 L 29331 Splicing de ARN L0%  1,5%-10%  97%-21%
ATM L 11223 ! Serinaltreonina quinasa L 0%  0%-12,5%  8%-15%
P53 : 17p13.1 + Supresor tumoral/apoptosis, reparacion 0% 0% 7% - 15%
' ' del ADN '
NOTCH1 |  9q34.3 ! Desarrollo/maduracion L 0% 6%-11% 6% - 13,4%
MyDss | 3p222 | Proteina adaptadora de vias de 0% 0%-4%  2,9%-10%
! ! sefializacion !
POT1 P 793133 ! Proteccion de los telomeros L0% 2% - 15% 4% - 5%
CHD2 E 15026.1 E Alteracion de la estructura de la cromatina E n.d. 8% 4% - 5%
LRP1B 2022.1-q22.2 Receptor de lipoproteinas/desarrollo n.d. n.d. 4,8%
BRAF i 7934 i Serina/treonina quinasa i n.d. 4% 4%
BIRC3 L 119222 | Inhibidor de apoptosis L 0% 0% - 8% 4%
RPS15 : 19p13.3 : Componente de_la subunidad 40S de los —— nd. 4%
' ' ribosomas '
ZMYM3 | Xqi34 | Dedodezincdecomplejoshistona . n.d. 3% - 4%
! ! deacetilasa/silenciamiento génico !
XPO1 2p15 Transporte de protemas entre nucleo y 0% 0% 2.4% - 4%
: : citoplasma :
FBXW7 ; 4931.3 1 Parte del complejo ubiquitin protein ligasa | 0% 4% -7,7% 2% - 4%
RIPK1 E 6p25.2 E Serina/treonina quinasa ©ond. n.d. 3%
E E Amplificacién vias de sefalizacion E 6
LA | aiies | ERK/proliferacion y diferenciacion ! el el 3%
MGA 15015.1 Factor de transcripcion rond. n.d. 3%
Regulacién de la 0 o 20
22N i el 1 transcripcion/splicing/exportacion ARNm | e 2 o= Bl
KRAS 12p12.1 GTPasa bond. 4% 2% - 3%
NRAS ! 1p13.2 + Transduccion d.e la sefial/regulacién del gl =l 29 - 3%
b b ciclo celular )
BCOR ‘ Xp11.4 i Formacion del centro germinal/apoptosis | n.d. n.d. 2% - 3%
SAMHD1 E 20q11.23 E Regulacion de la respuesta inmune innata E n.d. n.d. 2% - 3%
MED12 ! Xq13.1 ! Componente |del compl_ejo_ pre-lnl(:lador de . nd. 4% 29
' ' a transcripcion '
ITPKB : 1q42.12 : Metabollsmo/.’ilct!vac!gn de vias de - nd. 20,
' ' sefalizacion '
' ' Amplificacion vias de sefalizacion ' o
MAP2KT 1 1592231 ERKjproliferacion y diferenciacien | ™% n.d. 2%
FUBP1 i 1p31.1 ; Factor de transcripcion ©nd. n.d. 2%
NXF1 P 119123 Factor de exportacién nuclear ' nd. n.d. 2%
IRF4 E 6p25.3 E Factor de transcrlpmo_n/regulamon dela E gl =l 2%
; ; respuesta inmune ;
EGR2 r10g21.3 Factor de transcripcion r0% 0% - 4% 1%- 3%
HISTIH1E |  6p22.2 : Histona ©ond. 0% 1% - 3%
KLHL6 34271 Senallza_cmn.a través de BCR/maduramon nd. nd. 1,8%
i i de linfocitos B en centro germinal i
Proteina tirosina 0
PTPNT1 : e ’ fosfatasa/mitosis/diferenciacién ! — . e
DYRK1A E 21422.13 E Vias de sefializacién/regulacion del ciclo E nd. nd. 1%

celular/proliferaciéon
LBM'°: linfocitosis B monoclonal de bajo recuento; LBMP": linfocitosis B monoclonal de elevado recuento; LLC: leucemia
linfatica crénica; n.d: no hay datos publicados.38%-3%2
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En contraposicion con la gran diversidad del BCR de los linfocitos B normales, en las
células B clonales de la LLC se ha observado una restriccién de uso de determinados BCRs,
presentando estos una menor diversidad (es decir, un repertorio de BCR mas restringido) con el
uso de familias de BCR, en general diferentes de los de las células B normales CD5*.3% Ademas,
en las células B tumorales se ha constatado un uso preferencial y combinado de determinados
segmentos V, D y J de IGH (que son responsables de componer la region variable del BCR, y
por tanto responsables de la identificacion del Ag) y que incluyen por ejemplo, la asociacion entre
IGHV1-69, IGHD3-3 e IGHJ6.3%9-401

Desde hace tiempo sabemos que en una tercera parte de las LLC, el BCR de las células
B tumorales presenta secuencias de aminoacidos en las regiones determinantes del
reconocimiento antigénico (CDR, del inglés “complementary determining region”) altamente
conservadas, € incluso idénticas entre diferentes pacientes; a estos BCR se les conoce como
“BCR estereotipados”.#9241° Desde el punto de vista bioldgico, la existencia de secuencias
idénticas, por ejemplo de CDRS3, entre individuos no relacionados, es muy improbable
(practicamente imposible), lo que indica que su seleccién no es debida al azar, sino que deben
existir factores que conducen a la expansion especifica de las células B que contienen estos
BCRs estereotipados. Teniendo en cuenta el papel del BCR en el reconocimiento especifico de
Ags, la existencia de LLC con BCR estereotipados apoyaria la posible participacion de un
estimulo antigénico mediado por BCR en la ontogenia de esta neoplasia.404:405411-413

En los dltimos afios se ha buscado determinar qué posibles Ags (extrafos o
autoantigenos) podrian ser reconocidos de manera especifica por los BCRs de las células
tumorales de la LLC, y especialmente por los BCRs estereotipados. Sin embargo, los resultados
de estos estudios indican que algunos de los BCRs estereotipados son altamente polirreactivos,
ya que reconocen antigenos de diversa naturaleza: ADNdc, ADNcs, histonas o cardiolipina, entre
otros.#'4-416 Por el contrario, estudios mas recientes muestran que algunos BCRs (como los BCR
estereotipados IGHV1-69 o IGHV3-21) presentan una reactividad fuerte y especifica frente al
antigeno pUL32 de CMV, mientras que los receptores que usan la familia /IGHV3-7 muestran
especificidad frente a componentes polisacaridicos caracteristicos de hongos —3-(1,6)-glucano—
, y otros BCRs (como IGHV1-69/IGHD3-16/IGHJ3) son altamente especificos frente a proteinas

propias, como la miosina no muscular de tipo IIA (MYHIIA).#'721 |a identificacion de un BCR
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altamente especifico frente al Ag pUL32 de CMV, unido a la mayor prevalencia de seropositividad
frente a este patégeno en algunas series de pacientes con LLC, y la persistencia en el plasma
de estos sujetos de anticuerpos especificos frente a CMV, sugiere la existencia de una relacion
(directa o indirecta) de este virus con la LLC, aunque existe controversia al respecto.*!1422:423
Pese a esta asociacion, no podemos descartar que otros agentes infecciosos, e incluso
autoantigenos, sean responsables de la aparicion y/o mantenimiento de estas poblaciones de
células B clonales, al menos en las primeras fases de la ontogenia de la LLC.#'"4?* No obstante
lo anteriormente expuesto, si exceptuamos las evidencias existentes sobre la asociacion
(controvertida) entre determinados BCRs y antigenos concretos, demostrada unicamente de
forma ocasional, hasta la fecha no se ha identificado de forma fehaciente la naturaleza de los
Ags especificos que pudieran ser reconocidos por los BCRs leucémicos de las células tumorales
de pacientes con LLC.

En este contexto, cabe senalar también que en la LLC, el “estado mutacional” del BCR,
es decir, el grado de identidad de la secuencia de nucleétidos de la region variable de IGHV con
respecto a la linea germinal, es variable. Asi, en cerca del 50% de los casos, la identidad de la
secuencia IGHV tumoral vs. germinal es de <98% —receptores con secuencia mutada del BCR
(IGHVm)—, mientras que en la otra mitad de los casos, la identidad es 298% —receptores con
secuencia no mutada del BCR (/IGHVnm)—, lo cual, como veremos en secciones posteriores, esta
relacionado con el prondstico de la enfermedad.

La activacion de las vias de sefializacion celular mediadas por BCR se relaciona con una
mayor proliferacién y supervivencia de las células B normales; ambas caracteristicas celulares
(proliferacion 'y supervivencia incrementadas) habitualmente se asocian también a
transformacion/progresion maligna. Por todo esto y lo anteriormente expuesto, cabe plantearse
que la activacioén de la via de sefializacion de BCR podria constituir un elemento fundamental en
la activacion y expansion de las células B tumorales de pacientes de LLC, al menos en fases
iniciales de la enfermedad. Actualmente sabemos que existe una activacion ténica constante del
BCR de las células tumorales de la LLC, que se asocia con la fosforilacion constitutiva de Syk y
NF-kB, mientras que aproximadamente la mitad de los casos muestra activacion constitutiva de
Erk.4?542% Sin embargo, la respuesta de los linfocitos B tumorales de pacientes con LLC a la

activacion inducida por estimulos (“in vitro”) es muy heterogénea.*?* Asi, mientras que en algunos
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casos, la activacion a través de BCR se asocia a sobreexpresion de un elevado nimero de
componentes del “sefialosoma” (e.g. Lyn, Syk o Btk, ente otros), relacionado con un incremento
de la concentracion de Ca?* intracelular y la activacion de la via de Akt —lo cual a su vez
desencadena una amplificacion de la sefial transducida via BCR (asociada a mayor proliferacion
y supervivencia de la célula tumoral)—, en otras LLC la activacién del BCR tumoral conduce a
una respuesta celular deficiente, similar a la observada en linfocitos B anérgicos.427:428.430-432
Ademas de la via de sefalizacion mediada por BCR, se ha descrito la posible
participacion de otras vias de sefalizaciéon en la (induccién de la) expansion de la célula B
tumoral, al favorecer su proliferacion y supervivencia. Asi, en la LLC se ha descrito la activacion
de las vias de Wnt-catenina y de Notch, asociadas ambas a una mayor supervivencia
celular.393433434 Ademas, la relacion con el micromedioambiente, ya sea mediante contacto
célula-célula, o a través de la captacion de factores solubles (como citocinas), conduciria al

mantenimiento y/o proliferacion de las células tumorales en determinados nichos.83:319:435.436

3.8. Clasificacion pronéstica de la LLC

Como se ha mencionado en secciones anteriores de esta memoria, la LLC es una
enfermedad muy heterogénea, también desde el punto de vista prondstico, lo que se traduce en
que, si bien la mediana de supervivencia para el conjunto de los sujetos con LLC es de unos 10
afnos, la supervivencia es muy variable entre distintos pacientes, oscilando desde unos pocos
meses a varias décadas.??° Por este motivo, para el correcto manejo clinico de los pacientes con
LLC, es necesaria su estratificacion en funcion del riesgo prondstico, ya desde el momento del
diagnéstico de la enfermedad.

Actualmente disponemos de diferentes sistemas de clasificacidon prondstica para
pacientes con LLC, de los que los mas extendidos siguen siendo los sistemas clasicos
propuestos por Rai et al.?®® y Binet et al.??* hace mas de 30 afios (Tabla 4). En el primero de
ellos, los pacientes con LLC se clasifican en cinco subgrupos de diferente riesgo prondstico
(estadios 0-1V; Tabla 4), mientras que en la clasificacion de Binet los pacientes se distribuyen en
tres categorias, denominadas de riesgo bajo (estadio A), intermedio (estadio B) y alto (estadio

C) (Tabla 4), en funcién de si presentan afectacion de menos de 3 (estadio A) vs. =3 areas
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ganglionares (estadio B) y de la presencia o no de citopenias (estadio C), con medianas de

supervivencia de 8-12 afios, 4-7 afios y 2-4 afios, respectivamente, 220,224:437.438

Tabla 4 | Sistemas de clasificacion prondstica de Rai y Binet.

Sistema de E . . .. Mediana de
e i) stadio Caracteristicas clinicas . . .
clasificacion supervivencia estimada.
0 (riesgo bajo) Linfocitosis 9,5- >12 afios
Linfocitosis y adenopatias, en
| (riesgo bajo) ausencia de esplenomegalia o 6-8 afos
hepatomegalia.
Linfocitosis, esplenomegalia y/o
Sistema de Rai Il (riesgo intermedio) hepatomegalia. Valores de 6-7 afios
et al.?® 9 hemoglobina >100g/L y >10x10°
plaguetas/L.
lll (riesgo alto) Linfocitosis en presencia de 1-4 afios
anemia (hemoglobina <100 g/L).
Linfocitosis en presencia de
IV (riesgo alto) trombopenia (<10x10° 1-4 afios
plaquetas/L)
Linfocitosis con <3 areas
A (riesgo bajo) ganglionares afectadas. Ausencia 8-12 afios
de anemia y/o trombopenia.
Sistema de Linfocitosis con 23 areas
Binet et al.*?2* B (riesgo intermedio)  ganglionares afectadas. Ausencia 4-7 aios
de anemia y/o trombopenia.
C (riesgo alto) fresencia Qe S e 2-4 afos
rombopenia

*Las cifras de hemoglobina y plaquetas empleadas para definir anemia y trombopenia son idénticas a las de la
clasificacion de Rai et al., respectivamente.

Los sistemas de clasificacion de Rai et al. y Binet et al. permiten agrupar a los pacientes
con LLC en funcion del riesgo pronéstico, de una forma sencilla, barata, reproducible y
clinicamente util, lo que ha favorecido su uso. No obstante, en ambas clasificaciones, los grupos
de riesgo siguen siendo clinicamente heterogéneos, y en ellas no se tienen en consideracion
factores bioldgicos dependientes de las propias células tumorales o parametros de respuesta al
tratamiento, que pudieran reflejar de forma mas precisa dicha variabilidad dentro de cada estadio.

Por este motivo, en las ultimas décadas se ha tratado de identificar factores prondsticos
adicionales y complementarios a ambas clasificaciones. En este contexto, merece destacar
parametros asociados a caracteristicas biolégicas de la célula leucémica (como las alteraciones
genéticas de la célula tumoral, el estado mutacional del BCR de la célula tumoral o la presencia
de determinados estereotipos de BCR), entre otros factores con impacto prondstico, que se

describen a continuacion (Tabla 5).
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Tabla 5 | Factores prondsticos en pacientes con LLC.

L. Riesgo clinico
Factor pronéstico g

BAJO ALTO
Edad <65 afios >65 afios
Sexo Mujeres Hombres
Estadio clinico F\’_ai O-l Rgi I, 111, 1V
Binet A BinetBo C
Patrén de infiltracion de la médula ésea Patrén no difuso Patrén difuso
Morfologia de los linfocitos Tipica Atipica
Expresion de CD38 (% de células positivas) <20-30% >20-30%
Expresion de ZAP-70 Baja Alta
Expresion de CD49d Baja Alta
Nivel de B2-microglobulina en plasma Bajo (<2,5mg/L) Alto (> 2,5 mg/L)
Nivel de CD23 soluble en plasma Bajo (< 574 U/mL) Alto (>574 U/mL)
Nivel sérico de Timidin Kinasa Bajo (< 7,1UI/L) Alto (> 7,1UI/L)
Nivel de TACI en plasma Bajo Alto
Alteraciones citogenéticas ausenc(ijaelcglsa(\qlssl\ciones g::g;g;
NOTCH1
Mutaciones Ausencia de mutaciones SF3B1
TP53

Oftros:
Estado mutacional del gen IGHV Mutado (<98% de identidad) No mutado (298% de identidad)

Presencia de secuencias
esterotipadas del BCR Cluster #4 Cluster #1, #2, #8

Tiempo de duplicacién linfocitaria >12 meses <12 meses
Indice Pronéstico Internacional (IPI):

<65 anos 265 afios
<35 qugﬁ_t o B2- BinetB o ©
) . 0 . >3,5 mg/L de $2-microglobulina
Variables pronosticas en el IPI microglobulina IGHV no mutado

IGHV mutado
Sin mutaciones en TP53
(Supervivencia =93%)
Con respecto al Indice Pronéstico Internacional, los valores que se atribuyen a cada variable para calcular el score
son los que se indican a continuacion: edad =65, 1 punto; Binet B o C, 1 punto; 32-microglobulina >3,5 mg/L, 2
puntos; IGHV no mutado, 2 puntos; mutaciones en TP53, 4 puntos.

Mutaciones en TP53
(Supervivencia =23%)

Edad, sexo y estado general de los pacientes. Al ser la LLC una enfermedad
caracteristica de fases avanzadas de la vida, la edad es un factor prondstico relevante,
mostrando los pacientes de mas edad (> 65 afios) un peor prondstico. Asimismo, el sexo
masculino se ha considerado también clasicamente como un factor de riesgo adverso (vs. sexo
femenino), lo mismo que ocurre con un estado general mas deteriorado (ECOG 21) en el
momento del diagndstico, que constituye también un factor prondstico desfavorable en la
LLC.4%

Caracteristicas morfolégicas y fenotipicas de las células tumorales. Ademas de los

criterios morfolégicos que clasicamente se han asociado a peor prondstico (como son un patrén
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difuso de infiltracion de la MO y una morfologia atipica de los linfocitos B tumorales), desde el
punto de vista fenotipico se han identificado marcadores cuya expresién se asocia con el
prondstico de la enfermedad. Entre estos marcadores cabe sefialar CD38, CD49d y ZAP-70,
cuya expresion se ha asociado con un curso clinico mas agresivo,3%9:3%6.440-445 nosiblemente
debido a que la activacién de estas moléculas refleja una amplificacion de las vias de
sefializacion mediadas por BCR, lo que se traduce en una mayor activacion de la célula tumoral.
Por el contrario, la expresién del receptor inhibidor CD305 se ha asociado con un curso clinico
mas favorable.*4

Parametros bioquimicos plasmaticos. Entre los distintos parametros bioquimicos que
se han asociado con la evolucién clinica de la LLC, merece destacar los niveles séricos
incrementados de 2-microglobulina y de CD23 soluble, asociados ambos de forma recurrente
con un peor pronostico de la enfermedad; 84447451 en este contexto, cabe sefialar ademas que
en practicamente todos los estudios en los que se ha investigado el impacto prondstico de la 32-
microglobulina soluble, se ha demostrado el valor pronéstico independiente del incremento de
sus niveles plasmaticos.

Alteraciones genéticas. Las alteraciones citogenéticas constituyen uno de los
parametros con mayor relevancia pronéstica en la LLC, ya que permiten la subclasificacion de
estos pacientes en distintos subgrupos de riesgo, independientemente de su estadio
clinico.220:221,227,361,366 Agj |a identificacion de del(13q14), al igual que la ausencia de alteraciones
citogenéticas, se asocian ambas con un curso clinico favorable; por el contrario la del(11q)(ATM),
y/o sobre todo la del(17p)(TP53), estan asociadas a un acortamiento significativo del tiempo que
transcurre desde el diagndstico hasta el tratamiento (TT) y a una menor supervivencia global
(SG). A su vez, la trisomia 12 se ha asociado a un pronéstico intermedio, entre el observado para
las alteraciones citogenéticas de bajo riesgo —i.e. del(13914)- y las de alto riesgo —i.e.
del(11q)(ATM) y del(17p)(TP53)-.361452:453 Pgse al impacto prondstico que tiene la presencia (vs.
ausencia) de estas alteraciones citogenéticas, para determinar de forma precisa su verdadera
utilidad pronéstica debe considerarse ademas el niUmero de alteraciones citogenéticas presentes
en la misma célula, el porcentaje de células tumorales afectadas por cada una de las alteraciones
anteriormente referidas, el nimero de alelos afectados, e incluso, la extension de las deleciones

identificadas (dependiendo del tamafio de la regién cromosémica delecionada pueden variar
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significativamente los genes afectados por la misma).367:454-4%8 E| significado pronostico de otras
alteraciones citogenéticas menos frecuentes (presentes en 1-6% de los casos), sigue sin
conocerse con precision. Entre estas alteraciones se incluyen: i) la amplificacion de las regiones
cromosomicas 8924 (4%) y 3926 (6%), que afectan a los genes MYC y PIK3CA, respectivamente,
ii) la del(8p) (5%) y la del(6q) (7-10%), que asocia pérdida del gen AIM1, vy iii) la t1(14932) (5%)
que involucra al gen /GH.45%-465

Ademas de las alteraciones citogenéticas referidas, en los ultimos afios se han
identificado algunas mutaciones somaticas que, cuando estan presentes en las células de la
LLC (Tabla 3), se relacionan con el prondstico de la enfermedad. Entre ellas se incluyen las
mutaciones de NOTCH1, SF3B1 o TP53 —siendo esta ultima un factor prondstico adverso
independiente de la presencia de del(17p)(TP53)—,%66-468 relacionadas con un TT y una SG
significativamente mas cortos, y en el caso de las mutaciones de TP53 también, con
refractariedad al tratamiento con fludarabina y ciclofosfamida.*¢® Asimismo, se ha evidenciado la
existencia de una asociacion entre algunas de estas mutaciones somaticas y ciertas alteraciones
citogenéticas, siendo ejemplo de ello la asociacion descrita entre las mutaciones en NOTCH1 y
la trisomia 12 o la del(17p)(TP53), una situacion que conduce a una sinergia en la alteracion de
las vias de sefializacién de la célula tumoral y una mayor tasa de transformacién a linfoma B
difuso de célula grande (i.e. sindrome de Richter).#’#73 No obstante, la coexistencia de
alteraciones citogenéticas con multiples mutaciones puntuales, dificulta el conocimiento del
verdadero significado bioldgico y clinico de cada una de las alteraciones individuales.382:474-477
Ademas, estudios recientes demuestran que las alteraciones genéticas de las células de la LLC
varian durante el curso de la enfermedad, lo que dificulta ain mas si cabe, nuestra comprension
de la biologia de la enfermedad, y demanda un manejo clinico dinamico de los pacientes que
tenga en cuenta estas variaciones.386:389.478479

Estado mutacional del gen IGHV y presencia de BCR estereotipados. Desde hace
tiempo se conoce que los pacientes con LLC cuyas células tumorales presentan BCRs con
IGHVnm tienen un curso clinico mas desfavorable, con un TT y una SG significativamente mas
cortos que los observados en pacientes con receptores /GHVm.22':480481 En este sentido, también
se ha descrito que determinadas combinaciones de segmentos VDJ del BCR, incluidos algunos

BCR estereotipados como los estereotipos #1 y #2, se asocian con el prondstico de la
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enfermedad. Ambos estereotipos corresponden a los dos subgrupos mas prevalentes de BCR
estereotipados (5,5% de todas las LLC);405482483 |a5 | LC con BCR estereotipado del grupo #1y
secuencias IGHVnm se asocian a del(17p)(TP53) y expresion fuerte de ZAP-70, CD38 vy
CD49d,*80483-485 mjentras que los casos pertenecientes al cluster #2 de BCR estereotipados,
independientemente de su estado mutacional, muestran con mayor frecuencia del(13q914) y
del(119)(ATM) junto con mutaciones en SF3B1. En su conjunto, los pacientes con BCR de los
estereotipos #1 y #2 muestran un TT significativamente acortado de 19 y 23 meses,
respectivamente. 469484486 Por g| contrario, el cluster de BCRs estereotipados #4 esta integrado
por pacientes jovenes con IGHVm y que muestran un mejor pronéstico que aquellos pacientes
con BCRs no estereotipados y caracteristicas pronésticas similares (TT de =11 vs. 4 afos,
respectivamente).483:484.487

Persistencia de enfermedad minima residual. Desde hace mas de una década se
identificé la presencia de enfermedad minima residual como un factor pronéstico independiente
en las LLC tratadas.*88-4% Asi, actualmente se reconoce que la persistencia de células tumorales
residuales, identificables mediante técnicas de sensibilidad >10+, en SP y/o MO, constituye un
factor prondstico adverso en la LLC, independientemente del tratamiento administrado. No
obstante, esta informacion no esté disponible en el momento del diagnostico.

Nuevos sistemas de clasificacion pronéstica de la LLC. Teniendo en consideracion
el conjunto de los parametros clinico-biolégicos asociados con el prondstico de la LLC, en los
Ultimos afios se han propuesto nuevos sistemas de clasificacidn pronostica?32357:491-4%5 que
reflejan de forma mas precisa que los sistemas de clasificacion convencional de Rai y Binet, la
variabilidad pronédstica de la enfermedad. Entre los diferentes sistemas prondsticos propuestos,
destaca especialmente el denominado indice Prondstico Internacional (IP1).4%® Para el disefio y
generacion de este sistema de estratificacion prondstica de la LLC se analizé el impacto
prondstico de un amplio numero de caracteristicas clinicas, moleculares, fenotipicas y
citogenéticas relacionadas con el prondstico en la LLC en mas de 3.400 pacientes de todo el
mundo, identificandose 5 parametros —edad del paciente, estadio clinico de la enfermedad,
niveles plasmaticos de (32-microglobulina soluble, estado mutacional del BCR y presencia o no
de alteraciones en TP53—, que considerados de manera combinada, y segun el peso especifico

de cada parametro incluido de manera individualizada, permiten determinar de manera precisa
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el riesgo prondstico —i.e. bajo (score de 0 y 1 puntos), intermedio (score de 2 a 3 puntos), alto
(score de 4 a 6 puntos) y muy alto (score de =7 puntos)—, reflejado en distinta probabilidad de

supervivencia a 5 anos (Tabla 5).

4. RELACION ONTOGENICA ENTRE LBM Y LLC

Desde hace una década se conoce que practicamente todas las LLC (98%) estan
precedidas por una LBM", siendo la tasa de transformacién de LBM" a LLC de 1-2% al afio.2144%7
No obstante, seguimos sin conocer los mecanismos implicados en la progresion de la LBM" a
LLC, asi como los factores implicados en el desarrollo de ambas entidades. Asimismo, se
desconoce si la LBMP se transforma también a LBM", y en tal caso, cual seria la tasa de
transformacion de LBM"° a formas mas avanzadas de la enfermedad, y que parametros estarian
asociados a un mayor riesgo de evolucion de LBM*° a LBM", y de LBM" a LLC. Pese a este
desconocimiento profundo, en los ultimos afios se han analizado de forma comparativa las
caracteristicas clinicas, citogenéticas y moleculares de ambas entidades, poniendo en evidencia

la relacion estrecha que existe entre la LBM y la LLC.

4.1. Caracteristicas citogenéticas y moleculares de laLBM vs. LLC

La LBM (tanto LBM" como LBM") presenta las mismas alteraciones citogenéticas que
las descritas en la LLC, si bien, estas afectan a un porcentaje significativamente inferior de casos
y/o de células tumorales. Asi, en conjunto, cerca de 40-50% de las LBM" presentan alteraciones
citogenéticas'’7:189205 frente al 80% de las LBM" y el 80-85% de las LLC.'8+214.361,362,367.498-500
Respecto a cada una de las alteraciones citogenéticas encontradas, cabe sefalar que no existen
diferencias sustanciales entre la LBM y la LLC en lo que respecta a aquellas anomalias que se
han relacionado con buen prondstico en la LLC, como la del(13914)(D13S25) —26-44%, 29-58%
y 35-55% de las LBM®, LBM" y LLC, respectivamente—,184214.361,362,367,498-500 por g| contrario,
estudios preliminares apuntan a que si podrian existir diferencias en el porcentaje de casos
afectados (y/o el numero relativo de células alteradas) por otras alteraciones citogenéticas entre
estas entidades. Asi, desde la LBM"° a la LLC, pasando por la LBM", se observan porcentajes

progresivamente crecientes de casos con trisomia 12 —4-7%, 12-21% y 16-23% de las LBM",
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LBM"'y LLC, respectivamente— y de células tumorales con esta alteracion —50-59%, 80-87% y
77-84% de las LBM", LBM" y LLC, respectivamente—;%%-5°" g su vez, las alteraciones genéticas
asociadas a peor prondéstico estan también claramente menos representadas en la LBM con
respecto a la LLC, y dentro de la LBM su presencia esta practicamente restringida a la LBM" —
i.e. la del(119)(ATM) y la del(17p)(TP53) estan presentes en 0-8% vs. 6-18% y en 0-4% vs. 2-
16% de las LBM"'y LLC, respectivamente—.'77:184.189,197.214,499-501

Desde el punto de vista molecular, las células de la LBM muestran un repertorio de
secuencias de BCR distintos del de la LLC, existiendo ademas diferencias notables dentro de la
LBM, entre LBM" y LBMM.197502 Asi mientras que la LBM" se caracteriza por un uso preferencial
de algunas familias de BCR muy poco representadas en la LBM" y la LLC (e.g. IGHV4-59/61 o
IGHV3-15, entre otros), en la LBM" apenas se observa representacion de la familia IGHV1,
caracteristica de un subgrupo de LLC con BCR estereotipado y de casos con BCR
IGHVNnm. 197,800,502 A gy vez, la frecuencia de BCR estereotipado es diferente entre LBM y LLC,
incrementandose de manera progresiva desde la fase de LBMP® (=5%), hasta la LLC (=35%),
pasando por la LBM" (=20%),%°2 de manera analoga a lo anteriormente descrito para algunas
alteraciones citogenéticas. Por el contrario, a pesar de que la frecuencia de BCR IGHVhm es
diferente entre LBM y LLC (25% vs. 50% para LBM"'y LLC, respectivamente), no parecen existir
diferencias en este parametro entre LBM° y LBM" (=25% en ambas entidades).'9"214%92 No
obstante, cabe sefialar que las caracteristicas del BCR de la LBM" son muy similares a las de la
LLC que se encuentran en las fases mas iniciales de la enfermedad (i.e. Rai-0), lo que apoya
aun mas si cabe, la estrecha relacion existente entre ambas entidades.'97:214.502

Respecto a los genes que se encuentran mutados de manera recurrente en LLC, se han
descrito mutaciones en NOTCH17 en un 3,2% de los casos de LBM" con respecto al 12%
identificado en LLC, sin haberse descrito hasta la fecha mutaciones de NOTCH1 en ningun caso
de LBM"°. Asimismo, para los genes SF3B7y XPO1, se han observado también resultados muy
similares a los de NOTCH1: frecuencia de mutacion de 1,5-10% en la LBM" vs. 9,7-21% en la
LLC, y de 0% vs. 2,4-4% en LBM" vs. LLC, respectivamente.384385.391.500 por gl contrario, la
frecuencia de casos con mutacion en el gen MYD88 es aparentemente similar en LBM" y LLC.3%

En conjunto, estos hallazgos apoyan también la existencia de una estrecha relacién molecular
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entre LBM" y LLC. Sin embargo, seguimos sin tener pruebas definitivas (a nivel molecular) de la

posible relacion existente entre estas dos entidades y la LBM®.

4.2, Caracteristicas clinicas de la LBM vs. LLC

Las diferencias existentes entre LBM y LLC, en cuanto al comportamiento clinico de
ambas entidades, son muy significativas, ya que mientras que en la LLC podemos encontrar una
gama muy variada de sintomas y signos clinicos de enfermedad, en la LBM no existe por
definicién ninguna manifestacion clinica que pueda estar relacionada con la expansion de las
células B clonales, debiendo alertar su aparicion sobre la posibilidad de progresién a LLC. No
obstante lo anterior, se ha referido un riesgo incrementado de infeccién grave (i.e. que conlleve
ingreso hospitalario) y de padecer tumores no hematolégicos (2 veces mayor) en sujetos que
presentan LBM", con respecto a lo observado en la poblacién general.9%504 De esta manera, el
riesgo de padecer infecciones graves y/o segundas neoplasias en sujetos con LBM" es muy
similar al observado en la LLC.5%35% A pesar de ello, no se ha podido demostrar la existencia de
diferencias significativas en la tasa de muerte de sujetos con LBM", respecto a la poblacion
general (ajustada por edad, sexo y comorbilidades).?0%:506

Hasta la fecha no existen estudios en los que se haya evaluado sistematicamente la
posible asociacion existente entre LBM'° y una mayor incidencia de infecciones; no obstante,
datos previos de nuestro grupo apuntan a que esta incidencia podria estar también incrementada
respecto a la de la poblacién general, ya que los sujetos que presentan LBM" refieren con mayor
frecuencia antecedentes personales de procesos infecciosos, especialmente de neumonia y
gripe.57

Tanto el control de las infecciones, como la vigilancia antitumoral, son funciones
dependientes de nuestro sistema inmune. En este sentido, desde hace décadas se conoce que
los pacientes con LLC presentan un riesgo mas elevado de padecer infecciones y segundas
neoplasias que sujetos sanos de la misma edad,?”327% y que las infecciones constituyen una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad en estos pacientes; la elevada morbi-mortalidad
asociada a infecciones en la LLC estaria condicionada a su vez, por una alteracion en la
respuesta del sistema inmune, cuyos mecanismos patogénicos siguen siendo en gran medida

desconocidos.?73274.276.281 En este contexto, cabe destacar que apenas se han llevado a cabo
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estudios en los que se haya analizado el estado del sistema inmune en la LBM, tanto de bajo
recuento como de alto recuento. Ademas, estos estudios se restringen a determinar la frecuencia
de hipogammaglobulinemia en LBM" (29% de los casos), y a describir las alteraciones en el
numero de las distintas poblaciones de linfocitos T en la LBM®° y la LBM",189.291.508 hahijéndose
encontrado una mayor frecuencia (vs. sujetos sanos no-LBM de la misma edad) de poblaciones
linfoides T clonales en la SP de sujetos que presentan LBM", especialmente dentro de la
poblacion T CD4*/CD8*, un hallazgo caracteristico de procesos asociados a
inmunosenescencia.?®'%%° Por otro lado, no se han identificado diferencias significativas en el
numero absoluto de ninguna poblacién de linfocitos T en LBM" con respecto a la poblacion

general adulta de la misma edad, a diferencia de lo que ocurre en la LLC.?%"

4.3. Progresion de LBM a LLC

Como hemos referido anteriormente en esta introduccion, se ha descrito una tasa anual
de progresion desde LBM" a LLC con necesidad de tratamiento de entre 1-2% de casos.'87:214.510-
512 Desde el punto de vista clinico, seria fundamental poder identificar qué LBM van a progresar
a LLC y necesitar tratamiento citorreductor. Numerosos estudios han tratado de determinar qué
caracteristicas clinicas y biologicas de los sujetos con LBM" se asocian con un mayor riesgo de
evolucidn a LLC;184:335.499.513-515 ggtos estudios han demostrado que, si bien la variable que mejor
predice el riesgo de progresion es el numero absoluto de linfocitos B clonales circulantes (de
manera que se asocian a un riesgo de progresion bajo los casos con <1,2x10°-1,9x10° células/L
y alto los casos con >3,7x10° células/L)'8".184.214511.516  gxisten otros parametros bioldgicos, como
el estado mutacional del BCR (/IGHVnhm vs. IGHVm), la expresién de CD38 en las células B
clonales y la presencia y tipo de alteraciones citogenéticas, que parecen condicionar el TT, e
incluso la SG de estos sujetos.'%¢ En base a estos hallazgos, y debido a la gran similitud
existente entre LBM" y los estadios mas tempranos de la LLC (Rai-0/1 o Binet A), algunos
investigadores han propuesto cambios en los criterios diagndsticos de LLC en lo que al punto de
corte del numero de células B clonales circulantes se refiere, que puedan reflejar mejor el distinto
riesgo de progresion. Asi, se ha referido que el riesgo de progresion clinica (asociada al

desarrollo de sintomas con necesidad de tratamiento) aumentaria de forma significativa cuando
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la expansion alcanza 210-11x10° linfocitos B clonales/L en SP, dentro de lo que hoy seria el
estadio 0/A de Rai/Binet.184.509.517-519

A pesar de todo lo anterior, y de la existencia de una clara relacion entre LBM" y LLC, la
posible asociacion existente entre cualquiera de estas dos entidades y la LBM®, no resulta tan
evidente. Hasta la fecha, solo existen dos estudios en los que se haya tratado de definir la tasa
de progresion de LBM" a formas mas avanzadas de la enfermedad (LBM"'y LLC). En el primero
de ellos, se reevaluaron 76 individuos con LBM" tras 3 afios de seguimiento, comprobandose la
persistencia del clon LBM" en el 90% de los casos en los que originalmente se habia identificado
la presencia de una poblacién B clonal con fenotipo tipico de LLC en SP. Por el contrario, en este
mismo estudio, la tasa de persistencia de clones B con fenotipo no-LLC era aparentemente
inferior (67%), hallazgo que no ha podido ser confirmado por otros autores, cuyos resultados
muestran que dichos clones LBM® tipo no-LLC, no solo persistirian en el tiempo, sino que incluso
aumentarian de tamafio.'®.18° En el periodo de 3 afios de seguimiento referido, ninguno de los
casos estudiados, independientemente del fenotipo tumoral, progresé de LBM"° a LBM" o LLC.
En términos generales, la persistencia en el tiempo de los clones LBM® de tipo LLC podria indicar
la persistencia también del estimulo responsable de la expansion B, la existencia de alteraciones
genéticas asociadas a una mayor supervivencia de estas células y/o la posibilidad de que se
trate de poblaciones minoritarias de células B normales de papel desconocido.'® En este sentido,
se ha sugerido que la presencia de clones LBM"° podria explicarse por procesos de
inmunosenescencia asociados al envejecimiento del sistema inmune, responsable del acumulo
de poblaciones de linfocitos (oligo)clonales, en ocasiones como consecuencia de una respuesta
a estimulacion antigénica cronica.50%520-523 En cualquier caso, ninguno de los clones B que
persistieron, mostré progresién a fases mas avanzadas de la enfermedad (e.g. LBM" o
LLC/SLPC-B)."®

En el otro estudio en el que se realizd seguimiento de sujetos con LBMP, se reevaluaron
anualmente un total de 5 individuos con LBM de tipo LLC durante una mediana de 7,6 afios,
demostrandose la persistencia de forma sistematica de las poblaciones B clonales en todos los
sujetos analizados, sin que existiera una variacion significativa en el tamano del clon, ni

progresion a formas mas avanzadas de la enfermedad.5%*
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Independientemente de lo anteriormente expuesto, para poder determinar el verdadero
significado clinico y biolégico de la LBM", seria necesario monitorizar un nimero elevado de
sujetos con LBM" durante largos periodos de tiempo, estudiando a ser posible, parametros que
pudieran aportar luz sobre los mecanismos que conducen a la progresiéon de la enfermedad en
el caso de que esta ocurriese; solo asi, podriamos ampliar nuestro conocimiento sobre los

estadios iniciales de la enfermedad y los factores implicados en la ontogenia de la LLC.

4.4. Origen celularde laLBM yla LLC

Uno de los mayores retos actuales de la investigacion sobre LLC radica en la
identificacion inequivoca de la posible contrapartida celular normal de las células B tumorales,
ya que su identificacion y caracterizacion podria aportar informacion clave para entender mejor
los mecanismos potencialmente implicados en el desarrollo y transformacién maligna de esta
enfermedad.

Los primeros estudios que trataron de profundizar en el conocimiento del origen celular
de la LLC se basaron en datos morfolégicos. Al tratarse de células pequefias de SP, con una
capacidad proliferativa limitada, inicialmente se asumio que se trataba de linfocitos relativamente
inmaduros e inmunoincompetentes que se acumulaban como consecuencia de posibles
desequilibrios en su supervivencia y capacidad de morir por apoptosis.5?> Aunque en general,
este concepto no es completamente erréoneo, hoy sabemos que las células B tumorales de la
LLC tienen una capacidad proliferativa relativamente mas elevada en los érganos linfoides
secundarios que en la SP.56-528 Ademas, los estudios inmunofenotipicos de las células B
normales y de LLC, han demostrado que las células de esta enfermedad son linfocitos B
(clonales) relativamente maduros y que, en alrededor de la mitad de los casos, han tenido
contacto con Ag_400—402,404,406,436

Pese a lo anteriormente referido, el grupo de Kikushige et al. demostr6 que como
consecuencia del trasplante de CMH procedentes de pacientes con LLC, en MO de ratones
inmunodeficientes, se observaba un incremento significativo del niumero de células que maduran
a linea linfoide B, respecto a lo que ocurria en MO de animales no trasplantados.5?® Ademas,
estas CMH originaban con una mayor frecuencia poblaciones de linfocitos B oligoclonales,

detectables ya desde las primeras etapas de la diferenciacion B (células Pro-B), con
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caracteristicas inmunofenotipicas y moleculares similares a las observadas en los linfocitos B
tumorales de la LLC (e.g. expresion de CD5 y CD23 de membrana, y uso preferencial de las
familias VH1, VH3 y VH4 de IGHV). Globalmente, estos resultados sugieren la existencia de
alteraciones genéticas y/o epigenéticas presentes ya en las CMH de pacientes con LLC,
responsables de la aparicién de las poblaciones oligoclonales de linfocitos B que, como
consecuencia de su seleccion y expansion, podrian ser las responsables ultimas del desarrollo
de la LLC. No obstante, la expansion “maligna” de estas poblaciones clonales podria depender
tanto de factores exdgenos (como son el micromedioambiente y/o estimulos antigénicos), como
de factores intrinsecos a los linfocitos B clonales (como podrian ser las mutaciones y alteraciones
citogenéticas adquiridas) que favorezcan la supervivencia y/o proliferacion de las mismas (Figura
3).52° En relacién con esta ultima hipotesis, el modelo propuesto por Kikushige et al.5?° podria
explicar la relacion existente entre la LBM y la LLC como un proceso fundamentado en la
seleccion natural, que por otra parte, ha sido propuesto también para explicar el origen de

muchos otros tipos de tumores.>30-533

Figura 3 | Representacion esquematica del modelo de ontogenia de la célula B tumoral de la
LLC a partir de precursores hematopoyéticos de MO, segun lo propuesto por Kikushige et al.5?°
1 Proceso recapitulado por Kikushige et al. |
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Modelo ontogénico hipotético de la LLC fundamentado en el modelo xenogenético de Kikushige et al. En
este, la adquisicion temprana de alteraciones genéticas en una CMH daria como resultado una
hematopoyesis clonal, responsable de la aparicidon de poblaciones oligoclonales de linfocitos B. La seleccion
de determinados clones estaria mediada por Ags del medioambiente, favoreciendo la expansion de estas
poblaciones a través de la activacion de su BCR. La adquisicion posterior de nuevas alteraciones genéticas
(eventos oncogénicos) conduciria a una seleccién y mayor expansion de alguna(s) de estas poblaciones,
pudiendo llevar a la fase de LBM y posteriormente, a la LLC. [Esquema adaptado de Kikushige et al.??%]
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De acuerdo con este modelo, 0,7-3,4% de los pacientes con LLC presentan =2 clones
de linfocitos B tumorales fenotipicamente diferentes, aumentando esta proporcion hasta =20%
entre sujetos con LBM.!77:500-502,534-537 Fgtog resultados apoyarian la existencia de una fase
oligoclonal de la enfermedad asociada a la existencia de una seleccion y expansién de algunas
de las poblaciones B oligoclonales, en la que intervendrian factores externos e internos a la
propia célula tumoral. En este escenario, seria donde las células B clonales adquiririan
alteraciones genéticas que, con la activacion de determinadas vias de sefializacion y/o sobre la
influencia de distintos factores (micro)medioambientales, conferirian una ventaja competitiva a
algunas de dichas poblaciones (oligo)clonales, favoreciendo su expansion como clon dominante,
en detrimento de los demas clones B.5?° Este proceso de selecciéon conduciria a la persistencia
de un unico (o unos pocos) clon(es) B dominante(s), tal como ocurre en la gran mayoria de las
LLC.

Pese a que este modelo ontogénico podria explicar tanto la generacion de clones LBM
como su progresion, en general en él no se tiene en consideracion que la LLC se presenta como
un tumor de linfocitos B que expresan BCRs con secuencias tanto IGHVnm como /GHVm. Ambos
subgrupos de pacientes muestran también repertorios IGHV diferentes, junto con una frecuencia
de BCRs estereotipados significativamente distinta.3%8480538-540 Estas diferencias, han llevado a
plantear otros modelos ontogénicos parala LLC, en los que podrian existir al menos dos origenes
celulares diferentes que explicarian, de manera independiente, la ontogenia de las LLC con BCR
IGHVnm y de las LLC con BCR IGHVmM 228399541 En tal caso, la contrapartida celular normal de
las células tumorales de la LLC con BCR /GHVnm corresponderia a células que no han sufrido
HMS, y que por lo tanto serian (madurativamente) anteriores al paso por el CG (células B
inmaduras o naive). Por el contrario, la contrapartida normal de las células tumorales de sujetos
con BCR IGHVm corresponderia a células que han sufrido HMS tras contacto con el Ag, en
ausencia de ClI; en este ultimo supuesto, las células B clonales derivarian de linfocitos B de
memoria, o bien de células de la zona marginal (ZM).376:542-544 Sin embargo, esta hipétesis que
plantea un origen de la LLC en dos compartimentos celulares diferentes, no ha podido ser
confirmada de manera definitiva, puesto que, a pesar de que existen diferencias en el repertorio
BCR de las células IGHVnm e IGHVm de la LLC, ambos grupos presentan perfiles de expresion

génica (PEG) practicamente idénticos entre si, y a la vez muy similares al de los linfocitos B de
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memoria normales de SP, que ya han tenido contacto con Ag.5#2%*3 En este sentido, los
resultados de los estudios de PEG antes referidos, reducirian la posible contrapartida celular
normal de la célula B tumoral de la LLC a linfocitos B de memoria y/o linfocitos de la ZM, entre
los que es posible identificar tanto células con secuencias de BCR /GHVnm como IGHVm (Figura
4).545-%47 En este contexto, tanto los linfocitos B de memoria como los linfocitos B de la ZM,
pueden activarse a través de mecanismos independientes o dependientes de linfocitos T, lo que
conllevaria la generacioén de células B que pueden haber sufrido o no fendmenos de HMS en su

BCR (Figura 4).

Figura 4 | Representacion esquematica del modelo de origen celular unico parala LLC en el que
pueden existir distintas vias de activacién/sefializacion para clones B con BCR IGHVnm vs. BCR
IGHVm.
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Los linfocitos B naive podrian reconocer antigenos en el CG frente a los que responderian con la ayuda de
los linfocitos T, sufriendo procesos de HMS y maduracion de afinidad, sin Cl, dando como resultado
linfocitos B de memoria con secuencias /GHVm. Por el contrario, los linfocitos B naive podrian reconocer
antigenos fuera del CG (o en el CG) en ausencia de colaboracion por parte de los linfocitos T. En este caso,
al no producirse HMS ni maduracién de afinidad, los receptores de estas células carecen de mutaciones
somaticas. Por lo tanto, la célula B de la LLC podria corresponder a una célula B de memoria originada a
través de alguno de los dos mecanismos anteriormente descritos; alternativamente, podria corresponder a
células de la ZM, con las que comparte multiples caracteristicas.

Pese a lo anteriormente expuesto, y aunque se ha descrito la existencia de linfocitos B
de memoria que coexpresan los marcadores CD5* y CD27* en su superficie,>® en lineas

generales, tanto los linfocitos B de memoria como los linfocitos B de la ZM muestran un fenotipo
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distinto al fenotipo caracteristico de la LLC, siendo habitualmente negativos para CD23 y CD5,
mientras que expresan CD22 y slg/CD79b de forma intensa, al contrario de lo que ocurre en la
LLC; estos hallazgos irian también en contra de este segundo modelo hipotético de ontogenia
dela LLC.376’542_544

Por lo tanto, a pesar del esfuerzo realizado, hasta la fecha no se ha podido demostrar de
manera fehaciente cual es la contrapartida normal de la célula de la LLC, a la vez que seguimos
sin conocer cémo se generan los clones LBM, ni cuales son los factores implicados en su

aparicion
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La linfocitosis B monoclonal (LBM) constituye una entidad caracterizada por la presencia
en individuos sanos —sin evidencia de sindrome linfoproliferativo cronico B (SLPC-B)-, de
pequefias poblaciones de linfocitos B clonales (<5x10%L), que en la mayoria de los casos
presentan un inmunofenotipo idéntico al de las células tumorales de la leucemia linfatica cronica
B (LLC)."" Esta entidad puede subclasificarse en funciéon del tamafio de la poblacion clonal
identificada en dos categorias, dependiendo de si el nimero de células B clonales en sangre es
menor o mayor a 0,5x10°%/L:"7%180 g) LBM de bajo recuento (LBM"), caracterizada por la presencia
de un numero extremadamente pequefio de linfocitos B clonales circulantes, solo detectables en
estudios poblacionales'”2180.192 y b) LBM de alto recuento (LBM"), asociada habitualmente a una
linfocitosis absoluta y considerada como la antesala de la LLC (es decir, una condicion pre-
leucémica), con una tasa de progresién a LLC con necesidad de tratamiento de un 1-2% al
afno.74214497.510 Hoy sabemos que la frecuencia de LBM" en la poblacion general es muy elevada
(hasta 14% de los adultos mayores de 40 afos, cuando se emplean técnicas de citometria de
flujo de alta sensibilidad), y que su porcentaje se incrementa de forma progresiva con la edad,
llegando a afectar a casi la cuarta parte de los individuos mayores de 70 afios, en nuestro
entorno."””

Actualmente existen multiples evidencias que demuestran la existencia de una relacién
directa entre la LBM" y la LLC, como la ya referida tasa anual de progresion de LBMM a LLC, y
el hallazgo de que practicamente todas las LLC estan precedidas por una LBMM.174.214497 por g|
contrario, pese a la elevada frecuencia de LBM" en la poblacion general, seguimos sin conocer
el significado clinico y bioldgico de la presencia de estos pequerios clones linfoides B circulantes
—en la inmensa mayoria de los casos en nuestro entorno con fenotipo idéntico al de la LLC—, asi
como su relacién con la LBMM y la LLC. Queda por tanto por aclarar: i) si la LBM" realmente
representa la fase mas temprana de la neoplasia, ii) donde se producirian las primeras
alteraciones que conducirian a la LLC (presumiblemente tras pasar por una etapa de MBL"
intermedia), o iii) si por el contrario, la elevada prevalencia de LBM® en la poblacién general se
debe a que estas células B clonales representan la contrapartida celular normal de la LLC; en
este ultimo caso, los clones de tipo LBM® estarian constituidos por pequefios clones fisioldgicos
de linfocitos B, que aparecerian en respuesta a distintos estimulos de nuestro ambiente, siendo

especialmente frecuentes en sujetos de edad avanzada. Abundando en esta ultima hipdtesis,
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algunos trabajos sugieren que las células B clonales de la LBM", en realidad podrian ser el reflejo
de un fendmeno de inmunosenescencia en respuesta a una estimulacién antigénica
cronica.'®%% En tal caso, inicialmente se produciria la emergencia de una poblacion reactiva
(oligo)clonal como consecuencia de la presencia de estimulos (auto)antigénicos comunes del
micromedioambiente tisular en el que se generan dichos clones. Si este fuera el caso, la
persistencia de cada una de las poblaciones B (oligo)clonales en el tiempo dependeria
directamente de la presencia del estimulo en el medio en el que este se encuentra, por lo que la
eliminacion del mismo podria suponer la desaparicion de dichas poblaciones clonales, o parte
de ellas. En el momento de iniciar el presente trabajo de tesis doctoral, no existian en la literatura
referencias sobre i) la evolucion a medio plazo (5-10 afios) de los sujetos portadores de clones
LBM", ii) la estabilidad o persistencia de las poblaciones B clonales que estos presentan, o iii)
los posibles cambios en sus caracteristicas bioldgicas a lo largo del tiempo, que pudieran
ayudarnos a comprender mejor la relacion entre la LBM" y tanto la LBM" como la LLC.

Por otro lado, estudios preliminares de nuestro grupo habian sugerido ya la existencia
de una alteracion temprana en la distribucion de poblaciones de linfocitos B normales en sujetos
con LBM".%* De las diversas alteraciones de la respuesta inmunologica descritas en la LLC, la
hipogammaglobulinemia es posiblemente la alteracion mas frecuente y caracteristica de esta
enfermedad, contribuyendo a la elevada frecuencia de infecciones observada en pacientes con
LLC.?27427¢ Recientemente, se ha visto ademas que sujetos con LBM" presentan una frecuencia
de infecciones similar a la observada en la LLC, siendo los agentes etiolégicos también los
mismos en ambas entidades.’?®® Hasta la fecha, se desconocen cudles son los mecanismos
especificos que conducen a este estado de inmunodeficiencia, que parece existir desde fases
relativamente tempranas, y en qué medida la afectacién de la inmunidad es causa o
consecuencia de la expansion de los linfocitos B clonales.

Considerando la hipotesis de que la LBM"™ podria suponer la fase mas incipiente de la
enfermedad leucémica, cabe preguntarse por el posible papel de una respuesta inmunoldgica
alterada en la evolucién de los clones de linfocitos B tipo LLC y de los sujetos portadores de una
LBMP. Pese a que la respuesta mediada por anticuerpos es una de las alteraciones inmunes
mas frecuentes en la LBM" y en la LLC, hasta la fecha no se ha estudiado de forma sistematica

si existe una alteracion en la distribucion de las distintas poblaciones linfoides B normales de SP
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en la LBMP respecto a la LBMM/LLC; asimismo, tampoco se conoce si existen alteraciones
significativas de otros compartimentos linfoides (por ejemplo, dentro de los linfocitos T) en LBM"
en comparacion con las fases mas avanzadas de la enfermedad (i.e. LBM" y LLC).2%12%7

De acuerdo con estos antecedentes, en el presente trabajo de tesis doctoral nos
planteamos como objetivo general: evaluar a medio plazo, la evolucion clinica y biolégica de
sujetos de la poblacion general de Salamanca que presentan clones LBM"° y determinar el estado
de su sistema inmune, particularmente en lo que al compartimento de linfocitos B (residuales)
normales se refiere, en comparacion tanto con el de adultos sanos sin LBM, como con pacientes
con LBM"'y LLC. Con ello podriamos llegar a comprender mejor los mecanismos y componentes
asociados con el estado de inmunodeficiencia caracteristico de las formas avanzadas de la
enfermedad, establecer el momento en el que se produce dicha alteracién inmunoldgica, y
determinar su impacto sobre el prondstico de los sujetos con LBM". Para alcanzar este objetivo

general, nos planteamos los siguientes tres objetivos especificos:

1. Determinar la tasa de persistencia y la cinética de las poblaciones linfoides B clonales
presentes en SP de sujetos con LBM", con el fin de definir su tasa de progresion a medio

plazo a LBM"'y LLC, y su impacto sobre la supervivencia de sujetos portadores de LBM™.

2. Evaluar la distribucion de diferentes compartimentos madurativos de linfocitos B
normales en SP, junto a los niveles de Igs séricas y sus subclases, en sujetos con LBM",
respecto tanto a adultos sanos sin LBM como a pacientes con LBM" y LLC, para lograr
identificar las posibles alteraciones mas tempranas de la respuesta inmune presentes ya

en esta entidad.

3. Investigar el estado de la respuesta humoral especifica frente a patdégenos comunes de
nuestro medio en sujetos con LBM" (vs. adultos sin LBM y con LBM", y LLC), haciendo
especial hincapié en aquellos microrganismos que se han asociado con la ontogenia de
procesos neoplasicos (e.g. virus crénicos latentes) o que constituyen los principales

agentes etiologicos de los procesos infecciosos que padecen los pacientes con LBMMy

LLC (e.g. S.pneumoniae).
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En esta seccion de la memoria se describen los pacientes, los materiales, y los métodos
empleados, asi como los resultados obtenidos, en relacion con cada uno de los objetivos
planteados en este trabajo doctoral, mediante la inclusion de los articulos cientificos originales
publicados como consecuencia del trabajo realizado. Cada uno de los articulos esta precedido
de un breve resumen en castellano, con el objetivo de facilitar una rapida revisiéon del contenido

de los mismos.
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Introduccién. La linfocitosis B monoclonal de bajo recuento (LBM®) se define por la
presencia de pequefios clones de linfocitos B circulantes en la sangre periférica (SP) de
individuos aparentemente sanos de la poblacién general, en ausencia de linfocitosis absoluta.
En la gran mayoria de los casos, estos clones presentan un fenotipo idéntico al de las células
tumorales de la leucemia linfatica cronica B (LLC). A pesar de la elevada prevalencia de LBM®
en la poblacion general (=14% en sujetos mayores de 40 afios), hasta la fecha son muy escasos
los estudios publicados en los que se haya realizado un seguimiento longitudinal de individuos
con LBMP (y los que existen, incluyen series pequefias de sujetos, o tienen un tiempo de
seguimiento corto), por lo que en el momento actual se desconoce cual es el verdadero
significado biolégico y clinico de esta entidad, y si los clones LBM® tipo LLC constituyen la
contrapartida celular normal de la LLC, o si por el contrario, representan la fase mas temprana
de la enfermedad.

Objetivo. El objetivo de este trabajo se ha centrado en determinar, si las poblaciones
linfoides B clonales identificadas en la sangre de sujetos con LBM® persisten en el tiempo, las
posibles variaciones en su tamafio y caracteristicas bioldgicas, asi como la tasa de progresion a
formas mas avanzadas de la enfermedad y su posible impacto sobre la supervivencia de estos
sujetos a medio plazo.

Material y Métodos. Entre diciembre de 2007 y noviembre de 2009 se habian
identificado en un estudio previo, empleando citometria de flujo de alta sensibilidad basada en el
marcaje de muestras de SP con paneles de anticuerpos monoclonales combinados en =8
colores, y el analisis sistematico de un minimo de 5x10° leucocitos/tubo en un equipo FACSCanto
II, 91 individuos que presentaban LBM", a partir de una serie de 639 adultos sanos (14%)
mayores de 40 afos, procedentes de la provincia de Salamanca y representativos de dicha area
geografica en lo que se refiere a su distribucion por edad, sexo y nucleo poblacional de
procedencia. La mayoria de los sujetos que presentaban LBM"° eran portadores de clones de
tipo LLC (80/91; 88%). Estos individuos fueron reevaluados tras un seguimiento de al menos 5
afos (mediana de 7 afios), empleando de nuevo citometria de flujo de alta sensibilidad realizada
sobre nuevas muestras de SP. El analisis de los datos de citometria se realizd con el programa
informatico INFINICYT (Cytognos, Salamanca, Espafa). Ademas, se analizaron las alteraciones

citogenéticas asociadas a LLC en células B clonales purificadas a partir de SP con el citémetro-
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separador FACSAria, mediante técnica de hibridacion in situ fluorescente (iFISH) realizada en
ambos momentos del estudio (momento 0 y a los 7 afios de seguimiento). Tras finalizar el
seguimiento, se recogio la informacion sobre el estado (vivo vs. muerto) de todos los individuos
de la cohorte original, a partir de los datos disponibles en la base de datos INDEF (Ministerio de
Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, Madrid, Espafia). Los analisis estadisticos se realizaron
mediante test convencionales, empleando los programas SPSS (version 19.0; SPSS-IBM,
Armonk, NY) y MATLAB R2015a (Mathworks, Natick, MA).

Resultados. Tras una mediana de seguimiento de 7 afos (rango: 61-95 meses), se logré
obtener muestras de SP para monitorizar la presencia de linfocitos B clonales en 65 de los 91
individuos LBM?® de la serie original (71%). En los 26 sujetos restantes de la cohorte original solo
se pudo obtener informacion sobre su estado (vivo/muerto) al final del estudio, pero no pudo
recogerse nueva muestra, por diferentes motivos: i) 12/26 (46%) sujetos murieron antes del
quinto afio de seguimiento; ii) 2/26 sujetos revocaron su permiso para continuar en el estudio; y
iii) en 12/26 casos se perdi6 el seguimiento tras mas de 5 afios, por diferentes razones.

En el 100% de los casos reevaluados mediante citometria de flujo (65/65) se confirmé la
persistencia de clones de linfocitos B en SP, con el mismo fenotipo del momento basal (54
individuos con fenotipo de tipo LLC y 11 con fenotipo de tipo no-LLC); en total se identificaron 86
clones diferentes (74/86 clones de tipo LLC y 12/86 clones de tipo no-LLC). El tamafo de las
poblaciones B clonales aumenté significativamente (al menos se duplicé con respecto al
momento basal) en 69% de los casos. Asociado a este incremento del tamario clonal, se observo
un aumento significativo del niumero de células circulantes de todas las poblaciones de linfocitos
T y de células NK en los sujetos con LBM® (vs. las cifras basales de los controles). Ademas,
merece destacar que la frecuencia de alteraciones citogenéticas practicamente se duplico tras
un periodo de seguimiento medio de 7 afios (32% en el momento basal vs. 61% a los 7 afios de
seguimiento; P=0.01), siendo la del(13q14)(D13S25) la alteracion citogenética mas
frecuentemente encontrada en ambos momentos de estudio. No obstante, pese al incremento
del tamafio clonal y de la frecuencia de alteraciones genéticas en la mayoria de los casos, en el
momento de cerrar el estudio solo un individuo habia progresado (1/65; 1,5%) a una linfocitosis
B monoclonal de alto recuento (LBM"). De los 65 casos que se siguieron durante mas de 5 afios,

8 habian muerto al cierre del estudio. El analisis de la supervivencia global realizado sobre el
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total de muertes ocurridas en la serie original de casos con LBM"° (n=21), mostré6 una
supervivencia global significativamente disminuida entre los individuos que presentaban LBM"
respecto a la de los donantes sanos no-LBM de la cohorte original (con una misma distribucion
por edad, sexo y area geografica), siendo estas diferencias especialmente significativas entre las
mujeres. Las principales causas de muerte en los individuos LBM" fueron: infecciones, tumores
y enfermedades cardiovasculares; de ellas, las infecciones estaban especialmente
sobrerrepresentadas como causa de muerte en sujetos con LBM® vs. controles no-LBM de su
misma edad y sexo (21% vs. 1,4%; P<0.001). Ademas, el analisis multivariante puso de
manifiesto que la presencia de clones LBM" se asociaba de manera independiente a un mayor
riesgo de muerte, junto con la edad avanzada, los tumores y las enfermedades cardiovasculares.

Conclusiones. Las poblaciones de linfocitos B clonales tipo LBM" persisten, y con
relativa frecuencia aumentan de tamafio y adquieren nuevas alteraciones citogenéticas tras una
mediana de seguimiento de 7 afios; sin embargo, la tasa de progresion de LBM" a formas mas
avanzadas de esta entidad (i.e. LBM" o LLC) es, a medio plazo, practicamente nula. Aun asi, los
sujetos que padecen LBM'® muestran un mayor riesgo de muerte con respecto a donantes sanos
sin LBM, asociandose con relativa frecuencia las muertes de estos sujetos a infecciones. Estos
hallazgos apoyan la hipétesis de que la LBM" pueda constituir una fase inicial de la LLC, y
sugieren la existencia de una posible alteraciéon de la respuesta inmunoldgica desde fases muy
tempranas de la enfermedad. Serian necesarios estudios longitudinales mas prolongados en el
tiempo y con series mas amplias de sujetos, para poder analizar en profundidad las posibles
alteraciones en la respuesta inmunoldégica existentes ya en las fases tempranas de la LBM (en

LBM"), y su papel en la evolucion a formas mas avanzadas de la enfermedad (LBM" y LLC).
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Low-count monoclonal B-cell lymphocytosis
persists after seven years of follow-up and is
associated with a poorer outcome

Ignacio Criado,* Arancha Rodriguez-Caballero,* M. Laura Gutiérrez,*

Carlos E. Pedreira,”? Miguel Alcoceba,®* Wendy Nieto,* Cristina Teodosio,*
Paloma Barcena,* Alfonso Romero,* Paulino Fernandez-Navarro,®

Marcos Gonzalez,® Julia Almeida,*” Alberto Orfao** and The Primary Health
Care Group of Salamanca for the Study of MBL

*Cancer Research Centre (IBMCC, USAL-CSIC), Department of Medicine and Cytometry
Service (NUCLEUS), University of Salamanca, IBSAL and CIBERONC, Spain; Systems
and Computing Department (PESC), COPPE, Federal University of Rio de Janeiro (UFRJ),
Brazil; *Hematology Service, University Hospital of Salamanca, IBMCC, IBSAL,
CIBERONC and Department of Nursery and Physiotherapy, University of Salamanca,
Spain; “Centro de Atencién Primaria de Salud Miguel Armijo, Salamanca, Sanidad de
Castilla y Ledn (SACYL), Spain and ®Centro de Atencion Primaria de Salud de Ledesma,
Salamanca, Sanidad de Castilla y Ledn (SACYL), Spain

*A0 and JA contributed equally to this work.

ABSTRACT

ow-count monoclonal B-cell lymphocytosis is defined by the pres-
Lence of very low numbers of circulating clonal B cells, usually phe-

notypically similar to chronic lymphocytic leukemia cells, whose
biological and clinical significance remains elusive. Herein, we re-evalu-
ated 65/91 low-count monoclonal B-cell lymphocytosis cases (54 chron-
ic lymphocytic leukemia-like and 11 non-chronic lymphocytic leukemia-
like) followed-up for a median of seven years, using high-sensitivity
flow cytometry and interphase fluorescence in situ hybridization.
Overall, the clone size significantly increased in 69 % of low-count mon-
oclonal B-cell lymphocytosis cases, but only one subject progressed to
high-count monoclonal B-cell I[ymphocytosis. In paraflel, the frequency
ofg cytogenetic alterations increased over time (32% vs. 61% of cases,
respectively). The absolute number of the major T cell and natural killer
celF populations also increased, but only among chronic lymphocytic
leukemia-like cases with increased clone size vs. age- and sex—mathed
controls. Although progression to chronic lymphocytic leukemia was
not observed, the overall survival of low count monoclonal B-cell lym-
phocytosis individuals was significantly reduced vs. non-monoclonal B-
cell lymphocytosis controls (%:0.08) plus the general population from
the same region (P<0.001), particularly among females (P=0.01); infec-
tion and cancer were the main causes of death in low count monoclon-
al B-cell lymphocytosis. In summary, despite the fact that mid-term pro-
gression gom low-count monoclonal B-cell lymphocytosis to high-count
monoclonal B-cell lymphocytosis and chronic lymphocytic leukemia
appears to be unlikely, these clones persist at increased numbers, usual-
ly carrying more genetic alterations, and might thus be a marker of an
impaired immune SE/stem indirectly associated with a poorer outcome,
particularly among females.

Introduction

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common leukemia in adults in
the Western world, typically affecting older patients, particularly males, with a
median age at diagnosis of 70 years (y) old.'It is characterized by the accumulation
of mature B cells in peripheral blood (PB), bone marrow (BM) and also secondary
lymphoid tissues, with a uniquely aberrant CD19* CD20" CD5"** CD23* sIgM"**
phenotype and restricted immunoglobulin (Ig) light chain usage.® Typically, CLL
shows a heterogeneous clinical outcome; thus, whereas in some patients the dis-
ease remains stable and they will never require treatment, in around 70% of cases
treatment is required and results in variable outcomes, from complete response
and prolonged survival to refractory disease and death.*”
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Currently, it is well established that virtually every CLL
case is preceded by monoclonal B-cell lymphocytosis
(MBL) defined by smaller numbers of circulating PB clon-
al CLL-like B-cells (<5,000 clonal B-cells/uL) in the absence
of any clinical symptoms or signs of disease.” In 2010,
MBL was further subdivided into low-count (MBL") and
high-count MBL (MBL"), depending on the number of PB
clonal B cells (lower vs. higher than 0.5x10°/L, respective-
ly).” While MBL" has been reported to progress to overt
CLL requiring treatment at a rate of 1-2% cases per year,”’
no information is available at present regarding the =5-
year risk of progression of MBL" to MBL" and CLL."

The detection of MBL" has become routinely feasible
due to the use of highly sensitive flow cytometry (FCM)
approaches for the screening of subjects from the general
population who present normal blood cell counts. Of
note, the prevalence of MBL" is significantly higher than
that of MBL" and CLL, with a frequency that ranges
between 3% and 14% of the general adult (=40y) popula-
tion, depending on the sensitivity of the FCM technique
used." Independently of the method, it is well-established
that the incidence of MBL" progressively increases with
age, with a prevalence >20% among individuals of more
than 70 years of age.” Whether MBL" represents the nor-
mal counterpart of CLL (e.g., some studies suggest that
MBL" clones are more likely related to immunosenes-
cence)” or a very early stage of development of CLL,
remains an open question. This is partially because, in
contrast to MBL", long-term follow-up studies in large
series of MBL" cases have not been reported thus far,
which limits our understanding of the biological and clin-
ical significance of very low numbers of circulating CLL-
like clones, as well as those factors and mechanisms
involved in potential long-term progression of (conceiv-
ably) a minor proportion of all MBL" cases to MBL" and
CLL; likewise, little information is available about the evo-
lution of non CLL-like MBL. Such information is critical to
a better understanding of the ontogenesis of CLL from the
very early stages of the disease, and to better identify MBL
patients with stable vs. progressive B-cell lymphocytosis
who might benefit from a closer clinical follow-up.

Herein, we report on a cohort of 91 MBL” (CLL-like and
non CLL-like) subjects identified in a population-based
screening study and followed for a minimum of five years
(median >seven years). Our primary goal was to deter-
mine the rate of medium-term progression of MBL" to
MBL" and CLL, and to identify the most relevant clinical
and biological characteristics of PB lymphocytes associat-
ed with progression.

Methods

Subjects and samples

The baseline study was conducted from December 2007 to
October 2009, when PB samples from 639 healthy adult (=40y)
volunteers (54% females/46% males) from the general population
of the same geographical area (Salamanca, Northwest of Spain)
were screened for the presence of small B-cell clones, using highly
sensitive FCM."'* At inclusion, all subjects had normal PB cell
counts and did not suffer from any hematological/immunological
disease, as described elsewhere."”® In 91/639 subjects studied
(14.2%), =1 PB clonal B-cell population was detected at recruit-
ment; in the vast majority of them (80/91; 88%) clonal B cells were
consistent with CLL-like MBL" (<0.5x10°clonal B cells/L showing
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a CLL-like phenotype), whereas the remaining 11 individuals
(12%) were classified as non CLL-like MBL."*** MBL" subjects
were re-evaluated at a median time of seven years after recruit-
ment (range: 61 to 95 months). All subjects gave their written
informed consent at baseline for both the initial and the follow-up
studies, and they filled out an epidemiological questionnaire with
demographic and (self-reported) medical information, under the
supervision of his/her primary care doctor.” The study was
approved by the Ethics Committee of the University Hospital of

Salamanca (Spain).

Flow cytometry immunophenotypic studies

Overall, 1-4 mL of ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)-
anticoagulated PB was collected per case and follow-up time-
point; subsequently it was processed and analyzed using previous-
Iy reported highly sensitive FCM approaches'*'*' (Online
Supplementary Methods and Online Supplementary Table S1).

Interphase fluorescence in situ hybridization (iFISH)
studies studies

The most common CLL - ie., del(13ql4), trisomy 12,
del(11q)(ATAM) and del(17p)(TP53) - along with other B-cell chron-
ic lymphoproliferative disorders (B-CLPD)-associated cytogenetic
alterations were investigated by iFISH on fluorescence-activated
cell sorting (FACS)-purified (sorted) single clonal B cells (295%
purity), as previously described'® (Online Supplementary Table S2).
A total of 31/91 PB samples studied at baseline and 56/65 at fol-
low-up (year +7) were analyzed by iFISH; in 21 cases (18 CLL-like
and three non CLL-like MBL") paired samples were analyzed by
iFISH at both baseline and year +7. The potential presence of
del(13q14) was also tested in non-clonal B-cells from 5/7 MBL"
cases found to have del(13q14)* MBL cells.

Statistical analyses

All conventional statistical analyses (i.e., descriptive statistics,
univariate analyses, including overall survival (OS) analysis, as
well as multivariate analyses to predict the variables independent-
ly associated with a greater/lower risk of death), were performed
with SPSS 19.0 software (SPSS-IBM, Armonk, NY, USA), using the
tests, databases and statistical significance values detailed in Online
Supplementary Methods. Appropriate tests were further used to
objectively evaluate real changes in the size of the B-cell clones
studied during follow-up (resampling bootstrap method)" and to
build a predictive linear regression model to estimate the time
CLL-like MBL" clones might potentially take to progress to MBL"
and CLL, using MATLAB R2015a (Mathworks, Natick, MA, USA)
(Online Supplementary Methods).

Results

Follow-up of the MBL" cohort

From those 91 MBL"individuals identified in the screen-
ing study performed in the general population of
Salamanca between 2007 and 2009, 65 -71% of MBL"
cases from the original series; 29 males and 36 females;
median age at baseline 70 (range: 43-84 years old)-; were
re-evaluated after a median follow-up of seven years
(range: 61 to 95 months) (Table 1). These 65 individuals
were representative of the original MBL" cohort for all
variables analyzed, except for a significantly lower age
(P=0.02) vs. those 26 individuals that could not be fol-
lowed - median age of 75 (range: 48-95 years)-. These later
subjects could only be re-evaluated for their death vs. alive
status at the end of the study because of: i) 12/26 (46%)
died before the fifth year of follow-up; ii) 2 subjects
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Table 1. Clinical and biological characteristics of MBL" subjects at baseline and after follow-up (year +7).

All subjects (n=65) CLL-like MBL" subjects Non CLL-like MBL subjects
(n=54) (n=11)
Baseline Follow-up Baseline Follow-up Baseline Follow-up
Follow-up time (months) 0 84 0 84 0 83 NA
(61-95) (61-95) (63-87)
Male/Female* 29/36 22/32 /4 NA
(45%/55%) (419%/59%) (64%/36%)
Age, years 70 75 68 75 76 83 <0.01x¢
(43-84) (49-91) (43-84) (49-91) (58-81) (65-88)
Leukocytosis (>10x10%L)* 0 2 0 2 0 0 NS
(0%) (3%) (0%) (3%) (0%) (0%)
Lymphocytosis (>4x107L)* 0 3 0 2 0 1 NS
(0%) (%) (0%) (4%) (0%) (9%)
N. total T cells/uL 1261 1448 1290 1508 1111 1206 <0.01
(341-2428) (276-3753) (341-2428) (460-3753)  (796-1965) (276-2907)
N. CD4* T cells/uL 687 840 684 898 732 629 0.015*
(253-1572) (184-2045) (253-1572) (227-2045)  (351-1395) (184-1995)
N. CD8* T cells/uL 449 491 446 479 453 617 <0.03=
(T1-1154) (66-1742) (T1-1154) (96-1742)  (237-750) (66-848)
N. CD4+/CD8* T cells/uL 43 8.2 45 8.2 43 8.2 <(.020¢
(0.19-38) (1.1-147) (0.55-37) (1.3-147) (0.19-27) (1.1-29)
N. CD4/CD8 T cells/uL 56 62 58 64 36 34 <0.05*
(8.1-254) (1.9-407) (8.0-214) (1.9-338) (11-254) (8.1-406)
N. NK cells/uL 304 373 297 373 394 372 0.001
(76-1138) (87-3415) (76-1138) (89-3415)  (150-848) (178-937)
N. total B cells/uL 133 155 132 150 137 190 <0.01*
(26-1173) (22-1218) (41-478) (28-1218)  (26-1173) (22-1207)
N. normal B cells/uL 119 116 126 140 72 45 0.08"
(23-478) (21-536) (37-478) (26-536) (23-136) (21-190)
N. clonal B cells/ uL 0.99 2.0 0.75 1.7 56 90 <0.001=
(0.03-1101)  (0.05-1149) (0.03-66) (0.05-808)  (0.62-1101) (1.3-1149)
Subjects with =2 MBL clones* 21 22 18 19 3 3 NS
(32%) (34%) (33%) (35%) (27%) (27%)
Progression * NA 1 NA 1 NA 0 NA
(to MBL™) 2%) (2%) (0%)
Deaths* NA 8 NA 7 NA 1 NA
(12%) (13%) (9%)

CLL-like or non CLL-like with =1 B-cell clone with different phenotypes were classified depending on the phenotype of the larger clone. Results expressed as median (range)
or *as number of cases (percentage).*Baseline vs. follow-up (year +7) for all cases."Baseline vs. follow-up (year +7) for CLL-like MBL cases. ‘Baseline vs. follow-up (year +7) for
non CLL-like MBL cases. CLL: chronic lymphocytic leukemia; MBL": high-count monoclonal B-cell lymphocytosis; MBL": low-count monoclonal B-cell lymphocytosis; N: num-
ber; NA: not applicable; NK: natural killer; NS: not statistically significantly different (P>0.05).

declined continuing their participation in the study; and
iii) the remaining 12 cases were lost to follow-up after >5y
from recruitment. Eight of 65 cases followed for >5y
(12%) died afterward, making a total of 21 (26%) deaths
among MBL" cases included in OS analyses.

In all 65 individuals who were evaluated after five years,
=1 clonal B-cell population was reliably identified in PB at
follow-up. In 22/65 (34%) cases =2 clones were detected
(vs. 32% at baseline), resulting in a total of 86 MBL" clones
detected (Table 1 and Table 2). All MBL" clones showed an
identical phenotype at both time-points (Table 2). Thus,
74/86 B-cell clones (86 %) showed a classical CLL-like phe-
notype and 12 (14%) were classified as non CLL-like MBL
clones. At year +7, 35/74 CLL-like clones (47 %) corre-

sponded to monoclonal cases and the remaining 39 (53 %),
to 19 subjects with bi(multi)clonal CLL-like MBL" (Table
2); in two subjects, CLL-like and non CLL-like clones coex-
isted. Of note, two individuals carrying two CLL-like B-
cell clones became “monoclonal” while a second clone
emerged in one monoclonal CLL-like MBL" case at seven
years follow-up. In turn, non CLL-like clones (n=12)
showed phenotypic profiles identical to those observed at
baseline and comparable to those of different B-CLPD, as
detailed in Online Supplementary Table S3.°

Clonal B-cell load in PB at re-evaluation (year +7).
Overall, a significant (P<0.001) increase in the median
size of MBL" clones was found at follow-up, both for CLL-
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Table 2. Biological characteristics of MBL" clones at baseline and at follow-up (year +7).

All clones
(n=86)

CLL-like MBL" clones
(n=74)
Follow-up

Non CLL-like MBL clones
(n=12)

Baseline Follow-up Baseline Baseline Follow-up

N. of clones from 44/42 42/44 36/38 35/39 8/4 /5 NS

monoclonal/Bi(multi)clonal subjects* (519%/49%) (49%/51%) (49%51%)  (47%/53%) (67%/33%) (54%/46%)

N. of clones that increased* NA 59 NA 51 NA 8 NA

(69%) (69%) (67%)

N. clonal B cells/uL 0.06 1.3 0.46 0.85 37 68 <0.001*
(0.03-1101) (0.05-1146) (0.03-66) (0.05-789) (0.57-1101) (1.3-1146)

% clonal B cells 0.48% 0.95% 0.35% 0.73% 30% 60% <0.03w¢

(from total B cells) (0.0290-94%)  (0.02%-97%)  (0.02%-21%)  (0.02%-65%) (0.4690-94%) (1.4%-97%)

Results expressed as median (range) or as * number of cases (percentage). *Baseline vs. follow-up (year +7) for all cases."Baseline vs. follow-up (year +7) for CLL-like MBL
clones.Baseline vs. follow-up (year +7) for non CLL-like MBL clones. CLL: chronic lymphocytic leukemia; MBL": low-count monoclonal B-cell lymphocytosis; N: number; NA: not

applicable; NS: not statistically significantly different (P>0.05).

like (=2-fold median increase) and for non CLL-like MBL"
clones (=3-fold median increase) (Table 2 and Figure 1A,B).
Such increased absolute number of clonal B-cells over time
was associated with a significantly increased (P<0.001)
percentage of clonal B cells from all PB B cells (Table 2). In
detail, most MBL" clones (59/86; 69%) showed signifi-
cantly increased numbers at re-evaluation vs. baseline,
while the remaining 27 B-cell clones persisted at similar
(16%) or lower levels (15%); this behavior was very simi-
lar for CLL-like and non CLL-like clones (Table 2). Of note,
30/35 (86%) CLL-like clones from (mono)clonal cases
increased in size at follow-up vs. only 21/39 (54%) clones
from bi(multi)clonal cases (P=0.004). Interestingly, among
non CLL-like clones, most marginal zone lymphoma-like
clones increased (5/6; 83%), while the two mantle cell
lymphoma-like B-cell clones decreased significantly in
number (Online Supplementary Table S3).

Cytogenetic alterations of MBL" clonal B cells at
baseline and follow-up

The overall frequency of CLL-like MBL" cases carrying
CLL-associated cytogenetic alterations, for example
del(13q14), trisomy 12, del(11q)(ATM) and del(17p)(TP53),
at baseline was of 29% (7/24 cases tested). At recruitment
del(13q14)(D13525) was found in 56%=+34% cells from
6/20 cases evaluated (30%), the RB1 gene was additional-
ly involved in 3 of them, and trisomy 12 was present in
the remaining case (59% of cells), both as single alter-
ations. After seven years of follow-up, the percentage of
cytogenetic altered cases augmented to 62% of MBL" cases
(31/50 cases, including 15 cases studied at baseline).
Interestingly, all cytogenetic alterations observed at base-
line also remained at follow-up; in addition, 4/15 (27 %)
individuals studied at both time-points further acquired
del(13q14)(D13525) (Online Supplementary Table S4).
Overall, del(13q14)(D13525) remained the most frequent
alteration at follow-up (27/48; 56 %), atfecting 32+27% of
CLL-like cells. Of note, in five cases in which clonal B cells
showed del(13q14)(D13525), non-clonal B cells were also
studied for this alteration, and was found to be absent in
all of them. RB1 gene involvement was identified in only
1/7 cases tested; furthermore, trisomy 12 was restricted to
one patient who had the same abnormality at baseline
(Table 3). Clonal B cells from one individual in whom
del(17p)(TP53) was not investigated at baseline was found
to carry this cytogenetic alteration in 10% of cells at fol-
low-up. Alterations involving 14q32 were investigated
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only at follow-up in a subset of 20 CLL-like MBL" cases,
being found in five (20%) patients (Table 3).

Regarding non CLL-like clones, t(11;14)(q13-g32) was
detected in 100% of clonal B cells from one of the two
MClL-like cases studied, while del(7q32) was detected in
2/5 splenic marginal zone lymphoma (SMZL)-like cases
(Table 3). None of the cases investigated showed t(14;18)
(data not shown).

Distribution of normal residual T-, B- and NK-cell
populations

The PB counts of total T cells and their CD4*CD8§,
CD8CD4 and CD4CD8"™ subsets, as well as NK cells
and normal residual polyclonal B cells was significantly
increased (P<0.05) in CLL-like MBL" at follow-up vs. base-
line (Table 1). In contrast, among non CLL-like MBL cases,
CD4°CD8" T cells were the only lymphoid subset signifi-
cantly increased (P=0.02) at the seven year follow-up. To
rule out a potential age-related bias and further confirm
these findings, we compared the number of PB normal
lymphocyte subsets at seven years follow-up vs. a large
series of non-MBL healthy donors matched per age and
sex distribution to the CLL-like MBL" cases at seven years
(Online Supplementary Table S5) and the same differences
were found, ruling out an impact of sex or more advanced
age on the increased PB residual lymphocyte counts. No
significant correlation (P>0.05) was revealed between the
absolute number of clonal B cells and any of the normal
residual PB lymphocyte subsets analyzed (data not shown).

Clinical and biological characteristics of CLL-like MBL"
at baseline vs. follow-up, according to the kinetics of
the B-cell clone

Upon comparing CLL-like MBL" cases with increased
vs. stable/decreased clonal B-cell numbers at seven years
follow-up, the former had a similar male/female distribu-
tion, but they were significantly younger (median age: 68y
vs. 78y; Table 4).

Strikingly, MBL" cases who showed larger CLL-like
clone sizes over time also showed significantly higher
(P<0.05) numbers of the distinct normal residual T-, B- and
NK-cell subsets at follow-up (vs. baseline) (Table 4).
Moreover, in these subjects a direct correlation was
observed between the absolute number of clonal B cells
and CD4°CD8 T cells (’=0.5; P=0.001). In contrast, no
significant (P>0.05) association was found between high-
er numbers of clonal CLL-like B cells in PB over time, and
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CLL-like clones
(n=74)

All clones
(n=86)

an increased frequency of cytogenetic alterations.
Interestingly, del(13q14) was the sole genetic alteration
detected at the seven year follow-up within cases with
stable/decreased CLL-like B-cell clones, while those cases
with increased CLL-like B-cell clones at year +7 showed
cytogenetic alterations other than del(13q14), e.g., trisomy
12 (1/40), del(17p)(TP53) (1/39) and t(14q32) (5/20 cases
tested) (Table 4).

Clinical outcome of MBL" cases

Three subjects developed absolute lymphocytosis after
seven years of follow-up (median: 5.3x10°lymphocytes/L;
range: 4.1x10°-5.9x10°/L) in the absence of signs of dis-
ease. Two had CLL-like B-cell clones carrying del(13q14),
while the remaining case had a non CLL-like clone. In
one of the two CLL-like MBL" cases, the size of the B-cell
clone increased over the threshold for MBL" (>500 clonal
B cells/uL), while the other two cases remained as MBL".
Remarkably, these three subjects displayed the highest
increase in clone size at re-evaluation: this translated into
a significantly lower (estimated) time to progression into
CLL (median: 99y; range: 54-128y) according to the pre-

Non CLL-like clones
(n=12)

dictive mathematical model used. In turn, the estimated
time to progression to CLL for the other MBL” individuals
was far beyond a normal life expectancy (median:
54,767y; range: 54->63 million years).

Overall survival of MBL" vs. non-MBL individuals

At the end of the study (January 2017), the clinical
records and epidemiological questionnaires from all indi-
viduals recruited at baseline were reviewed. During fol-
low-up, 21/89 (24%) MBL" cases and 41/290 (14%) age-
and sex-matched non-MBL" subjects from the original
cohort had died (P=0.03). Though the median OS for the
two groups had not been reached yet, a significantly
shorter OS was observed for MBL" individuals vs. age- and
sex-matched non-MBL controls from the same cohort and
geographical area (10y OS rates of 76% vs. 86%, respec-
tively; P=0.03) (Figure 2A,B). Moreover, MBL" subjects
also showed a significantly shortened survival vs. age-
matched individuals of the general population from the
same geographical region (8.0% vs. 1.8% in the period
2015-2016, respectively; P<0.001) (Online Supplementary
Figure S1). Interestingly, such differences in OS were at the
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Table 3. Frequency of cases with CLL-associated cytogenetic alterations and percentage of cells affected by each genetic abnormality.

All MBL* cases CLL-like MBL" cases Non CLL-like MBL® cases
Baseline Follow-up Baseline Follow-up # Baseline  Follow-up
(n=31) (n=56) (n=24) (n=50) (n=7) (n=6)
N. of cases with 10/31 34/56 724 31/50 3 3/6 0.012
cytogenetic alterations (%) (32%) (61%) (29%) (62%) (43%) (50%)
Chromosomal region
del(13q14) (D13525) 722 (32%) 28/54 (529%) 6/20 (30%)  27/48 (56%) 12 (50%)  1/6 (17%) 0.06"
% altered cells 49+36% 31+27% 56+34% 32+27% 8% 7% NA
del(13q14) (RBI) 3/15 (20%) 177 (14%) 3/15 (20%) 1/7 (14%) NA NA NS
% altered cells 14+3% 47% 14+3% 47%
Trisomy 12 2/21 (10%) 2/55 (3.6%) 1719 (5.3%)¥  1/49 2%)¥ 12 (50%)  1/6 (17%) NS
% altered cells 34+35% 45+35% 59% 70% 9% 20%
del(11q) (ATM) 212 (17%) 1/54 (1.9%) 0/10 (0%) 0/48 (0%) 2/2 (100%)  1/6 (17%) NS
% altered cells 39+44% 50% NA NA 39+44% 50%
del(17p) (TP53) 1/10 (10%) 1/54 (1.9%) 0/8 (0%) 1/48 (2.1%) 12 (50%)  0/6 (0%) NS
% altered cells 13% 10% NA 10% 13% NA
t(14g32)* 0/5 (0%) 727 (26%) NA 523 (22%) 074 (0%)  2/4 (50%) NS
% altered cells NA 33+30% 31+33% NA 38+30%
t(11;14) (q13-q32) 172 (50%) NA NA NA 172 (50%) NA NA
% altered cells 100% 100%
del(7q32) 0/1 (0%) 2/5 (40%) NA NA 0/1 (0%)  2/5 (40%) NS
% altered cells NA 20+2.1% NA 20+2.1%
3027 (BCL6) 071 (0%) 0/5 (0%) NA NA 0/1 (0%)  0/5 (0%) NS
% altered cells NA NA NA NA
18q21 (MALTT) 072 (0%) 0/4 (0%) NA NA 072 (0%)  0/4 (0%) NA
% altered cells NA NA NA NA

Results expressed as number of cases (percentage of cases) and mean + SD of percentage of cells affected by each specific genetic alteration. “Baseline vs. follow-up (year +7)
for all cases. "Baseline vs. follow-up (year +7) for CLL-like MBL cases. ‘Baseline vs. follow-up (year +7) for non CLL-like MBL cases. # 2/50 individuals carried a clonal MBL"
CLL-like population along with at least one MBL"” non CLL-like clone. ‘The same case at baseline and follow-up. *Other than t(11;14). CLL: chronic lymphocytic leukemia;

MBL": low-count monoclonal B-cell lymphocytosis; N: number; NA: not applicable; NS: not statistically significantly different (P>0.05).

expense of a lower OS of CLL-like MBL"” females, who
showed a significantly (P=0.01) higher risk of death (haz-
ard ratio (HR) of 2.5; 95% confidence interval (CI) of 1.2-
5.4) than non-MBL females of the same age (Figure 2C,F).
Infections (21 %; mostly respiratory infections and sepsis),
cancer (86%; all solid tumors except for an essential
thrombocythemia) and cardiovascular diseases (29%; i.e.,
myocardial infarction and acute ischemic stroke) were the
main causes of death among MBL" subjects. Overall,
infections were overrepresented among the MBL" cohort
vs. age- and sex-matched subjects from the general popu-
lation of the same geographical area (21% vs. 1.4%,
respectively; P=<0.001). In contrast, the proportion of
deaths caused by tumors (36% vs. 26%, respectively;
P>0.05) and by cardiovascular diseases (29% vs. 33%,
respectively; P>0.05) were similar in both groups. In turn,
no MBL" subjects died as a cause of non-infectious respi-
ratory tract diseases or genitourinary diseases, diabetes,
dementia or other nervous system disorders, which
accounted for =30% of deaths in the age- and sex-
matched general population cohort living in the same geo-
graphical area. In order to identify those variables inde-
pendently associated with OS, a multivariate Cox regres-
sion analysis, including laboratory, epidemiological and
medical information, was carried out. Advanced age- HR
of 5.1; 95% CI: 1.5-17.5; P=0.01-, co-existing cardiovascu-
lar diseases (HR: 2.7; 95%CI: 1.3-5.4; P=0.01), solid
tumors (HR: 2.9; 95%ClI: 1.3-6.5; P=0.007) and, to a lesser
extent, the presence of MBL" clones (HR: 2.1, 95%CI: 0.97-
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4.7; P=0.06), were independently associated with a short-
er OS in the whole cohort (Table 5 and Ounline
Supplementary Table S6).

Discussion

Several preceding studies have shown that virtually all
CLL cases are preceded by MBL":***”" in contrast, such a
relationship has not been demonstrated for MBL" cases,
its role as a preleukemic condition still remaining to be
confirmed.”” In fact, there exist very few studies with
short-term follow-up (i.e., <3y) which have investigated
the progression rate from MBL" to MBL" and CLL thus
far.'"** Hence, Fazi er al. showed persistent MBL" clones
over time in 90% of CLL-like MBL" and only 67 % of non
CLL-like clones, after a median follow-up of =3y.""Herein,
we demonstrate the systematic persistence of both CLL-
like and non CLL-like MBL" B-cell clones with an identical
phenotype to baseline after seven years follow-up in
65/65 MBL" cases, confirming that MBL" is not a transient
condition. Similarly, Matos et al. also found the persistence
of B-cell clones in their limited series of CLL-like MBL"
cases (n=>5) after a median follow-up of =7y.” Interestingly,
in 3/56 CLL-like MBL" cases, the number of clones identi-
fied at seven years follow-up changed, which might sug-
gest the emergence of MBL” from an oligoclonal back-
ground that mirrors competition and natural selection
among multiple coexisting clones.** Changes observed in
the VDJ sequences of the expanded B cells from most of

Bl
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Figure 2. Overall survival from baseline (mor-
tality rates) of MBL" individuals vs. age- and
sex-matched non-MBL controls. Left column
panels represent comparisons of overall sur-
vival curves from MBL" subjects (black) and
age- and sex-matched non-MBL controls (dot-
ted gray). The same comparison is depicted for
all individuals (Panel A) and separately for
males (Panel C) and females (Panel E). In the
right column, overall survival curves comparing
all MBL" subjects with a CLL-like phenotype vs.
all age- and sex-matched non-MBL controls
(Panel B). The same subjects distributed
according to sex are shown in Panel D (males)
and in Panel F (females). MBL": low-count mon-
oclonal B-cell lymphocytosis.
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these cases (data not shown), together with the progressive-
ly decreasing rate of oligoclonality from MBL" (12-19%) to
MBL" (2.9-18%) and CLL (0.7-3.4%), would further sup-
port this hypothesis.”**% The significance of such oligo-
clonal B-cell expansions in MBL” remains unknown, but
might be the consequence of the early stages of altered
oligoclonal immune responses against multiple antigens,
in which a single clone had not yet emerged as dominant
vs. the others, as might occur at the latter, e.g., CLL stage.

Most importantly, over two thirds of all CLL-like MBL"
clones showed a significantly increased size in PB after
seven years, while for non CLL-like clones more variable
kinetics were observed, depending on the specific pheno-
type of clonal B-cells. Interestingly, we also observed a sig-
nificant increase in the frequency of cytogenetic alter-

ations over time, evidencing that B-cell clones are not only
dynamic in terms of clone size, but also regarding their
capacity to acquire new cytogenetic alterations. Of note,
del(13q14), which has been found to be a common
mosaicism in the general population,®” was absent in
non-clonal B cells from 5/5 cases investigated in which
CLL-like clonal cells did carry this alteration, indicating
that the emergence of this alteration in MBL" is specific for
the clonal population. Altogether, these findings suggest
that cytogenetic alterations are a relatively early, but not
primary, event in the natural history of MBL/CLL, and
might have a potential role in the progression of MBL" to
MBL" and CLL.

The presence and type of cytogenetic lesions, the IGHV
mutational status, or the presence of stereotyped receptors
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Table 4. Clinical and biological characteristics of CLL-like MBL" subjects at baseline and at follow-up (+7 years) according to the kinetics of the
MBL clone in PB (decreased/stable vs. increased size).

CLL-like MBL® subjects (n=56)

Decrease/stable B-cell clones (n=9) Increased B-cell clones (n=47)#
Male/Female* 4/5 (44%/56%) 18/29 (38%/62%) NS
Age at baseline, years 78 (55-84) 68 (43-81) 0.03
Monoclonal at follow-up* 5/9 (56%) 30/47 (64%) NS
Leukocytosis (>10x10%L) at follow-up * 0 (0%) 2 (4%) NS
Lymphocytosis (>4x10%L) at follow-up * 0 (0%) 2 (4%) NS
N. total T cells/uL
Baseline 1471 (1105-2035) 1285 (341-2428) NS
follow-up 1406 (711-2313) 1520 (460-3753) NS
P NS <0.01
N. CD4* T cells/uL
Baseline 821 (461-1186) 448 (253-1572) NS
follow-up 792 (295-1327) 908 (227-2045) NS
P NS <0.01
N. CD8* T cells/ul
Baseline 452 (374-900) 448 (72-1154) NS
follow-up 491 (245-1469) 467 (96-1742) NS
P NS 0.02
N. CD4+/CD8* T cells/uL
Baseline 4.3 (0.97-17) 4.6 (0.55-37) NS
follow-up 47(2.3-13) 8.6 (1.3-147) 0.03
P NS <0.001
N. CD47/CD8 T cells/ul
Baseline 70 (8.2-214) 58 (8.0-190) NS
follow-up 60 (7.2-272) 65 (1.9-338) NS
P NS 0.02
N. total B cells/uL
Baseline 110 (41-263) 139 (50-1066) NS
follow-up 80 (29-390) 175 (28-1218) 0.02
P NS <0.01
N. normal B cells/uL
Baseline 94 (37-256) 122 (50-478) NS
follow-up 79 (26-389) 140 (27-536) NS
P NS 0.03
N. clonal B cells/uL
Baseline 0.80 (0.13-23) 0.71 (0.03-66) NS
follow-up 0.60 (0.05-3.2) 2.0 (0.10-808) 0.03
P 0.02 <0.001
% clonal B cells
Baseline 0.92 (0.10-20) 0.53 (0.02-21) NS
follow-up 0.44 (0.04-10) 1.0 (0.06-66) NS
P 0.05 <0.001
N. NK cells/uL
Baseline 304 (167-874) 292 (76-1138) NS
follow-up 492 (310-1066) 361 (87-3415) NS
P NS <0.01
Cytogenetic alterations
Baseline 0/4 (0%) 6/15 (38%) NS
follow-up 6/9 (67%) 26/41 (63%) NS
P 0.03 0.14
del(13q14) (D13525)
Baseline 072 (0%) 5/13 (39%); 57+38% NS
follow-up 6/9 (67%); 17+9% 21/39 (54%); 37+29% NS
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del(13q14) (RBI)

Baseline 072 (0%) 3/13 (23%); 14+3.2% NS
follow-up NA 1/7 (14%); 47% NA
Trisomy 12

Baseline 073 (0%) 1/11 (9%); 59% NS
follow-up 0/9(0%) 1740 (3%); 70% NS
del(11q) (ATM)

Baseline 072 (0%) 0/6 (0%) NS
follow-up 0/9 (0%) 0/39 (0%) NS
del(17p) (TP533)

Baseline 072 (0%) 0/5 (0%) NS
follow-up 0/9 (0%) 1739 (3%); 10% NS
t(14932)

Baseline NA NA NA
follow-up 073 (0%) 5/20 (25%); 31+33% NS

“2/56 individuals carried a clonal MBL® CLL-like population along with at least one MBL" non CLL-like clone. Results expressed as median (range) or as *number of cases (per-
centage). Cytogenetic alterations are expressed as percentage of cases and mean percentage of cells affected + SD. Pvalues shown in the right column refer to comparisons
between MBL" subjects who showed decreased/stable vs. increase clone sizes, while P-values shown in rows represent differences among subjects within each group at base-
line and after seven years of follow-up. CLL: chronic lymphocytic leukemia; MBL": low-count monoclonal B-cell lymphocytosis; N.: number; NA: not applicable; NK: natural killer;

NS: not statistically significantly different (P>0.05).

are some of the most important prognostic factors in CLL,
which also define the outcome of MBL" individuals; fur-
thermore, it might identify a subset of cases in whom the
presence of the B-cell clonal population influences OS.***
Unfortunately, in the present study, the mutational status
and VD] rearrangements were only assessed (both base-
line and follow-up) in 8/65 MBL" individuals (data not
shown), making it impossible to validate solid conclusions
regarding the potential association with the risk for pro-
gression into MBL" and CLL. To the best of our knowl-
edge, the frequency and impact on disease progression of
recurrent mutations (i.e., NOTCH1, SF3B1, MYDS&S, etc.)
found in CLL, and also in MBL", to a lesser extent, has not
been elucidated for MBL"”.*** Therefore, analysis of these
CLL-related mutations in MBL" cases might further con-
tribute to an improvement in better delineating intrinsic
tumor cell factors associated to disease progression.

In addition, the environment in which CLL-like MBL"
clones develop might be influenced by chronic immune
responses against e.g., host viruses, that might play a crit-
ical role in the expansion of clonal B cells, as recently sug-
gested.” In line with this hypothesis, herein we also show
that the expansion of CLL-like MBL" clones after seven
years of follow-up (vs. baseline) is accompanied by a sig-
nificant increase of all T-cell (but CD4*CD8*cytotoxic T-
cells) and NK-cell populations in PB.

Controversial results have been reported regarding PB T-
cell numbers in MBL". Hence, while te Raa et al. found
normal CD4* and CD8* T-cell counts in PB of MBL"*®
other studies have demonstrated that around half of the
MBL" individuals show =1 clonal/oligoclonal CD4*CD8*
T-cell population, with an overall increased frequency of
clonal T-cell populations vs. age-matched individuals from
the general population.'* However, the presence of clon-
al (CD4°CD8" and other) T-cell expansions has also been
described as a common event in older individuals, and has
been associated with the ageing of the immune system.”
In this respect, we demonstrate herein that changes in the
number of circulating PB T-cell and NK-cell populations
among our CLL-like MBL" subjects were not age-related,
via a parallel analysis of a large group of 250 age- and sex-
matched non-MBL controls (Online Supplementary Table
S5). From a pathophysiological point of view, the increase

Table 5. Variables studied in the Cox regression multivariate analysis
showing an independent impact (P<0.1) on OS for the whole MBL"
plus non-MBL cohort.

ariables
Whole cohort

Cardiovascular disease
Age (<65y vs. =65y)

HR (95%Cl) P

2.65 (1.30 - 5.41) 0.007
5.08 (1.48-17.49) 0.01
Solid tumor 2.86 (1.26 - 6.46) 0.01
MBL"clones 2.14 (0.97-4.72) 0.06

CI: confidence interval; HR: hazard ratio; MBL": low-count monoclonal B-cell lympho-
cytosis; N: number; OS: overall survival; PB: peripheral blood.The complete list of vari-
ables analyzed in the Cox regression model is provided in Online Supplementary Table
S6.

in most PB T- and NK-cell populations could be associated
with either a potentially protective or activating effect of
these cellular components of the immune system
(microenvironment) on the expanded clonal B-cells.**
Therefore, on one hand, increased numbers of (functional-
ly impaired) T cells have been described in CLL*** while
on the other hand, we have recently shown increased
titers of plasma antibodies against CMV and EBV in MBL"
and CLL patients vs. MBL" and non-MBL controls, despite
their antibody (immune)deficient state.” Taken together,
these latter findings might further support the existence of
additional signals coming from immune cells other than
clonal B cells, that could already contribute to the expan-
sion of (cyto)genetically altered CLL-like clones at the ear-
liest stages of disease, by promoting activation, prolifera-
tion and/or survival of specific B-cell clones.

A major goal of our study was to investigate the medi-
um-term rate of progression of MBL"” to MBL" and (poten-
tially also) CLL. Overall, only one subject evolved from
MBL" to MBL" and none transformed to CLL, which
would translate into a progression rate from MBL" to
MBL" of 1.8% after seven years of follow-up. Despite the
fact that the rate of progression of MBL" to MBL" and CLL
appears to be extremely low, one of the most astonishing
findings of our follow-up study was the significantly high-
er frequency of deaths among MBL" subjects, associated
with a significant adverse impact on OS vs. both non-MBL
controls, particularly among females, and the general pop-
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ulation (of similar age and sex distribution) living in the
same region in Spain. However, comparisons with the
general population must be considered with care, since
the conditions of this population might differ from that of
non-MBL individuals recruited at the Primary Health
Services. Multivariate analysis showed a borderline signif-
icant association between the presence of MBL® clones and
a shorter survival. Despite this, the specific mechanisms
responsible for the higher frequency of infections and
deaths observed, particularly among women, are
unknown, and further studies are required to validate and
clarify these results. In this regard, controversial results
have been reported on MBL" subjects in the literature.
Thus, while Shanafelt e al. showed no differences in OS
of MBL" vs. the general population,® Shim et al. pointed
out a higher frequency of deaths in their MBL" cohort
(4/11; 36%), albeit no statistically significant differences
were found vs. non-MBL controls in the latter study, prob-
ably due to the small sample size.” In addition, Fazi et al.
also reported that 16/137 (12%) CLL-like MBL" subjects
died before re-evaluation after a median time of three
years, which is a high proportion of their whole cohort.”
However, in the aforementioned report no information
about the age of the deceased subjects is provided, and
therefore, if it is the case they were older (than those sub-
jects remaining alive) such high mortality rates might have
been expected. Even more strikingly is the overrepresenta-
tion of infections as causes of death in MBL” compared to
that of our non-MBL cohort. Impaired immune responses
and higher frequencies of infection have been recurrently
reported in both MBL" and CLL,** but so far very little
information exists in MBL", and such an association
deserves further investigations. Several groups pointed out
that the frequency of clonal hematopoiesis dramatically
increases with age in the general population, especially
among the elderly, in a similar way to the increased fre-
quency of MBL", reflecting a clear relationship between
clonal hematopoiesis and a higher risk of death.®*
Whether or not both phenomena are related to MBL"
deserves future investigations.

In summary, we show herein that although MBL" is a

7y follow-up of monoclonal B-cell lymphocytosis -

persistent and dynamic condition with a progressive
acquisition of cytogenetic alterations, usually associated
with an increased clone size and higher T- and NK-cell
numbers in PB over time, progression of MBL"® to MBL"
and CLL is extremely rare in the medium-term. Despite
this, the MBL" subjects analyzed herein, particularly
women, showed a shortened OS associated with an
increased risk of death, particularly due to infections, fur-
ther supporting the notion that MBL” could be a marker of
an impaired immune system, indirectly associated with a
poorer outcome. Additional studies are necessary to con-
firm these findings and shed light onto the specific
immune defects and microenvironmental factors involved
in MBL".
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Material, métodos y resultados

Introduccion. Tanto la linfocitosis B monoclonal (LBM) como la leucemia linfatica cronica
(LLC) se han asociado con una mayor frecuencia de infecciones, respecto a lo observado en
individuos de la poblacion general de la misma edad y sexo, siendo estas una de las principales
causas de fallecimiento de los pacientes con LLC. Aunque no se conocen de forma precisa los
mecanismos especificos que conducen a este estado de inmunodeficiencia, se han descrito
numerosas alteraciones de la respuesta inmune en pacientes con LLC, siendo especialmente
frecuente la presencia de hipogammaglobulinemia (=20-80%), lo cual sugiere la existencia de
una alteracién de la rama “humoral” de la respuesta inmune. A pesar de ello, hasta la fecha no
se ha estudiado en detalle la distribucién de las distintas poblaciones de linfocitos B normales
residuales de sangre periférica (SP), ni en sujetos con LBM, ni en pacientes con LLC.

Objetivo. Analizar de forma comparativa la distribucién de las distintas poblaciones de
linfocitos B normales residuales circulantes en SP, asi como los titulos de inmunoglobulina (Ig) y
subclases de Ig plasmaticas, en sujetos con LBM y LLC, respecto a controles sanos, con el fin
de identificar posibles alteraciones en la distribucion de estas poblaciones celulares B y
determinar su implicacion en el estado de inmunodeficiencia caracteristico de la enfermedad.

Material y Métodos. En total, se incluyeron en el estudio 110 individuos: 40 donantes
sanos no-LBM, 27 LBM®, 21 LBM" y 22 LLC en estadio 0 de Rai. De todos los sujetos se
obtuvieron muestras de SP en las que se analizé mediante citometria de flujo de alta sensibilidad,
la distribucién de los principales estadios madurativos de los linfocitos B circulantes normales
residuales (i.e. linfocitos B inmaduros, linfocitos B naive, linfocitos B de memoria y células
plasmaticas), clasificAndose ademas las poblaciones de linfocitos B de memoria y de células
plasmaticas en funcion del isotipo y subclase de Ig expresada en su superficie celular. Los niveles
plasmaticos de Ig y de sus subclases se determinaron mediante técnica de
nefelometria/turbidimetria convencional.

Resultados. Los pacientes con LBM" y LLC presentaron una disminucion muy acusada
del numero total de células B normales residuales en SP, fundamentalmente a expensas de un
descenso del compartimento de células B pre-centro germinal (CG) (i.e. linfocitos B inmaduros y
naive), mientras que el numero de linfocitos B de memoria y de células plasmaticas no era
significativamente diferente entre sujetos con LBM y LLC, con respecto a los controles sanos; de

hecho, solo se observé una reduccion estadisticamente significativa en el numero de células
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plasmaticas circulantes en sujetos con LBM" (vs. controles). Sin embargo, un andlisis mas
detallado del compartimento de células B de memoria y de células plasmaticas, en funcion del
isotipo y la subclase de |g expresada en la membrana celular, mostrd la existencia también de
alteraciones significativas en la distribucién de estas poblaciones B de SP, tanto en sujetos con
LBM como en pacientes con LLC. Estas alteraciones consistian en: a) disminuciéon del numero
de células plasmaticas IgM* en LBM"; b) descenso de todas las poblaciones de células
plasmaticas en LBM"; y c¢) disminucion del numero de células B de memoria y de células
plasmaticas correspondientes a las subclases de Ig que se encuentran codificadas al final del
gen IGHC (i,e. 1gG2, IgG4 e IgA2) en LLC. Con respecto a los niveles plasmaticos de Ig solubles,
los pacientes con LLC mostraron unos niveles (totales) de IgM e IgG significativamente
disminuidos respecto al grupo control, que en el caso de la IgG era debido fundamentalmente al
descenso de las subclases IgG2 e IgG4, codificadas al final del locus IGHC.

Conclusiones. La distribucion de las distintas poblaciones de linfocitos B normales residuales
de SP se encuentra ya alterada en la LBM respecto a donantes sanos, ademas de en la LLC,
observandose en general un deterioro gradual de la respuesta inmune a medida que avanza la
enfermedad, desde LBM" a LBM" y LLC. La reduccion tan acentuada en el nimero de linfocitos
B pre-CG observada en los sujetos con LBMM y LLC, podria ser reflejo de una ocupacion
(progresiva) por células B clonales de los nichos de médula 6sea responsables de la produccién
de células B normales. Esto supondria una pérdida progresiva de la diversidad del repertorio
BCR, necesaria para poder hacer frente a la gran diversidad de patdgenos del medio, lo cual, a
su vez, podria traducirse en una incapacidad de generar respuestas B frente a (algunos)
patdgenos. Esto podria explicar la disminucion del numero de células plasmaticas IgM*
observada ya en sujetos con LBM" (acentuada en la LBM" con el descenso de células
plasmaticas de todos los isotipos), apoyando asi la existencia de una alteracion de la respuesta
inmune desde las etapas mas tempranas de la enfermedad. La aparente recuperacion en el
numero de células plasmaticas de SP observado en pacientes con LLC respecto a la LBM",
podria explicarse, al menos en parte, como una consecuencia de la reactivacién de la respuesta
frente a antigenos comunes (dominantes) del micromedioambiente, como por ejemplo los

derivados de virus latentes como citomegalovirus y/o el virus de Epstein-Barr, asociado al
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correspondiente aumento global de las poblaciones de células plasmaticas y de linfocitos B de

memoria
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Residual normal B-cell profiles in monoclonal B-cell lymphocytosis

versus chronic lymphocytic leukemia.
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Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the
most common adult leukemia in Western countries,
which is characterized by the accumulation of
mature CD5*/CD20'°/CD23* clonal B-cells in
peripheral blood (PB), bone marrow (BM) and other
lymphoid tissues." Currently, it is well-established
that CLL is systematically preceded by a pre-
leukemic stage, known as monoclonal B-cell
lymphocytosis (MBL);? MBL includes both low-count
(MBL'") and high-count MBL (MBL"), depending on
the number of PB clonal B-cells (<0.5x109/L and
20.5x109/L, respectively) detected,® the former
being a highly prevalent condition in adults (=25% of
individuals >70y).*5

The biological and clinical significance of

CLL-like clonal B-cells in PB of otherwise healthy
individuals (MBL") has not been fully elucidated.58

These authors contributed equally:
Julia Aimeida and Alberto Orfao

Alberto Orfao: orfao@usal.es

' Cancer Research Center (IBMCC, USAL-CSIC), Department
of Medicine and Cytometry Service (NUCLEUS), University of
Salamanca, CIBERONC and IBSAL, Salamanca, Spain.

2Hematology Service, University Hospital of Salamanca,
IBMCC, CIBERONC, IBSAL and Department of Nursery and
Physiotherapy, University of Salamanca, Salamanca, Spain.

3Biochemistry Service, University Hospital of Salamanca,
Salamanca, Spain

‘Centro de Atencion Primaria de Salud Miguel Armijo,
Salamanca, Sanidad de Castilla y Leén (SACYL), Castilla y
Leodn, Spain.
5Centro de Atencidon Primaria de Salud de Ledesma,
Salamanca, Sanidad de Castilla y Ledn (SACYL), Castilla y
Leodn, Spain.

®Hematology Service, Hospital Nuestra Sefiora del Prado,
Talavera de la Reina, Toledo, Spain.

"Department of Immunohematology and Blood Transfusion,
Leiden University Medical Center, Leiden, The Netherlands

Recently, we have reported a very low rate
of transformation of MBL' to MBLM/CLL, after 7
years of follow-up.® In contrast, we found a higher
frequency of deaths in MBL" subjects vs. age- and
sex-matched non-MBL healthy adults from the same
geographical area; among the former subjects,
infection was an overrepresented cause of death
(21% vs. 2%, respectively).® This is in line with
previous studies showing a =3-fold increased risk of
infection in both MBL" and CLL patients, in whom
infections also represent a major cause of death.%'°
Altogether, the above findings suggest an impaired
immune system and immunesurveillance, already at
very early CLL stages. So far, several immunological
defects of both the innate and adaptive
compartments of the immune system have been
reported in CLL, including hypogammaglobulinemia
and an impaired T- and NK-cell function.'® However,
the precise mechanisms that lead to this CLL-
associated secondary immunodeficiency state still
remain poorly understood, and little is known about
the specific (pre-leukemic) stage of onset of the
impaired immune response.

Since hypogammaglobulinemia is one of the
most common and relevant alterations involved in
the secondary immunodeficiency of most CLL
patients, here we investigated the composition of the
residual normal PB B-cell compartment in both
MBL" and MBL" vs. early (Rai stage 0) CLL, to gain
insight into the mechanisms
hypogammaglobulinemia in CLL, and the precise
stage at which the first alterations occur.

Overall, 110 subjects —61 males (55%) and
49 females (45%); mean age: 72+11y— were
prospectively enrolled in this study between January

involved in



2015 and June 2017, with no seasonal differences
in recruitment for the distinct groups analyzed.
Subjects were classified into: controls (40 non-MBL'"
healthy adults), MBL'"® (n=27), MBL" (n=21) and CLL
stage 0 (CLL-0) patients (n=22). ldentification and
characterization of residual normal PB B-cells and
quantitation of immunoglobulin (lg) levels was
performed using high-sensitivity flowcytometry and
nephelometry/turbidimetry, respectively. Inclusion
criteria, flowcytometry protocols, panels and
reagents, as well as the immunophenotypic criteria
used for the identification of the different PB B-cell
subsets, together with the clinical and biological
characteristics of all individuals analyzed, are
detailed in Supplementary Methods, Supplementary
Tables 1-4 and Supplementary Figure 1.

Currently, it is well-established that during
adulthood, PB MBC and PC counts (but neither PB
immature nor naive B-cell numbers) progressively
decrease with age;'? therefore, age alone could not
explain the lower pre-GC B-cell counts here reported
among MBL" and CLL-0 cases, also because a
similar age distribution was observed among all
groups analyzed (Supplementary Table 4;
Supplementary Figure 2).

Conversely, the decreased numbers of pre-
GC B-cells in PB of MBL" subjects suggests an
impaired production of (newly-generated) B-cells in
the BM, already at the earliest disease stages. This
might be due to a decreased number of available BM
niches, as soon as they are (progressively) occupied
by CD5* CLL-like clonal B-cells.
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Overall, both MBL" and CLL-0 patients
showed significantly reduced normal PB B-cell
counts (Figure 1A), at the expense of pre-germinal
center (GC) (immature and naive) B-cells (P<0.001;
Figure 1B), while no significant differences were
observed in MBL and CLL-0 vs. non-MBL controls
regarding total PB memory B cells (MBC) (Figure
1C). In turn, the overall PB plasma cell (PC)
compartment was significantly reduced (vs. controls)
among MBL" subjects (P=0.002), but notin CLL and
MBL'" cases (Figure 1C). These results confirm and
extend on previous findings from our group showing
that production and release of both immature and
naive B-cells into PB is already reduced in MBL.""

Thus, previous studies have suggested that
BM infiltration by CLL cells displaces other resident
cell populations (e.g. normal B-cell precursors), and
generates an impaired hematopoietic
microenvironment.’® Interestingly, BM infiltration at
early disease stages might preferentially affect the
B-cell niches, (by definition) no other
cytopenias were observed in MBL and CLL-0
patients. BM analyses would then become crucial to
better understand the underlying B-cell depletion
mechanisms in these subjects; due to ethical
reasons and the lack of medical indication for BM
sampling in MBL, BM samples were not collected
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However, if the above hypothesis holds true,
decreased BM production of B-lymphocytes in the
transition from MBL'° to MBL" and CLL, would
probably translate into a progressively narrower B-
cell repertoire and progressively lower coverage of
all required antigen specificities and thereby, to
defective (new) B-cell responses against specific
pathogens, as recently reported for
pneumococcus.™ Further IGH repertoire analyses of
purified normal pre-GC B-cell subsets from both
MBL and CLL subjects are required to fully confirm
this hypothesis.

Although total PB PC numbers were only
reduced in MBL" and no statistical significant
differences were observed in total MBC counts
among the groups here studied, an altered
distribution of B-cell subsets expressing distinct Ig-
subclasses was observed among both antigen-
experienced B-cell populations in MBL and CLL
(Figure 2). Such
progressively more marked from MBL" to MBL" and
CLL-0. Thus, while in MBL" only slightly decreased
IgM* PC counts were found in PB (P=0.05;
Supplementary Figure 2A), together with normal
MBC and Ig levels (Figure 2C-D; Supplementary
Figure 4 and Supplementary Figure 5), MBL"
subjects showed reduced numbers of PC
populations of all Ig-subclass (Figure 2A-B), except
IgG3* PC (Supplementary Figure 3B), together with
IgG3+ and I1gG4* MBC
(Supplementary Figure 4B and 4F). In turn, CLL-0
patients showed decreased IgM*, 1gG2*, IgG4* and
IgA2* PC counts (Supplementary Figure 3), and low
IgG2*, IgG4* and IgA2* MBC
(Supplementary Figure 4), which translates into
overall decreased numbers of PCs and MBCs
expressing those Ig-subclasses encoded
downstream in the IGHC gene (Figure 2B). Of
note,no seasonal differences existed in recruitment
among the four study groups, suggesting that
differences in PC and MBC subset numbers were
not influenced by seasonal changes.

altered distribution was

lower numbers of

numbers

Regarding plasma Ig titers, soluble IgM
levels were significantly reduced in both MBLM
(P=0.03) and CLL-O (P=0.008) (Figure 2E); in
addition, MBL" showed reduced IgG2 and IgG4
soluble levels (Supplementary Figure 5C-E) while
CLL-0 patients displayed overall decreased plasma

levels of all 1gG-subclasses (P<0.02), particularly
also of those encoded downstream in the IGHC gene
(i.e. 1gG2, IgG4 and IgA21; P<0.001; Figure 2F).
Thus, the overall reduction in soluble 1gG titers was
mostly at the expense of Ig-subclasses coded
downstream in the third block IGHC gene, mimicking
the altered PC and MBC profiles described above for
the same patients (Supplementary Figure 5).

Altogether, these results suggest that IgM*
PC responses are already hampered in MBL", while
they are associated with different patterns of
alteration of other normal residual antigen-
experienced B-cells in MBL" and CLL-0. Thus, while
in MBLM almost all PC populations were already
reduced, and only few (decreased IgG3* and IgG4*
MBC) alterations were observed in the distribution of
the distinct MBC subpopulations analyzed, a lower
number of PC subsets, together with a greater
number of MBC subsets were affected in CLL-0. Of
note, MBC and PC expressing Ig-subclasses which
are encoded downstream in the IGHC gene (i.e.
1gG2*, 1gG4* and IgA2*) were the only antigen-
experienced B-cell populations decreased in CLL
(Figure 2A-D).

These later findings point out the existence
of a progressive deterioration of B-cell responses
driven by newly-encountered Ags from MBL" to
MBL" and CLL-0. This is likely due to an impaired
pre-GC B-cell production, that would lead to a
progressively repertoire, with
decreased production of new Ag-experienced B-
cells from MBL° to MBL" and CLL-0. This
immunodeficiency state might explain the previously
reported reactivation in CLL of B-cell responses
against common pathogens, particularly host-
viruses such as cytomegalovirus (CMV) and Epstein
Barr-virus (EBV).'* The regeneration of PB PC
numbers here reported between MBLM and CLL-0
could be thereby due to such reactivation of antibody
responses against common (dominant) antigens,
including new antibody responses against CMV and
EBV;™ this is consistent with the apparent recovery
of the number of PB PCs (and also MBCs)
expressing lg-subclasses which are coded upstream
in the IGHC gene block (i.e. IgG3*, IgG1* and IgA1*)
as found here for CLL-0 patients.

These results would also support the higher
frequency of infections driven by encapsulated

reduced B-cell
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bacteria in MBL and CLL patients, since 1gG2 is the
main actor in defense against
polysaccharide antigens and it was significantly
reduced in both MBL" and CLL." Further
longitudinal long-term follow-up studies in larger
series of newly-diagnosed/untreated MBL and CLL
patients, including functional antigen-specific PC
and MBC in vitro assays, are necessary to confirm
this hypothesis.

the humoral
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Material, métodos y resultados

Introduccion. A pesar de la gran heterogeneidad prondstica de la leucemia linfatica
cronica (LLC), la mayoria de estos pacientes sufren procesos infecciosos, especialmente
relacionados con las vias respiratorias. Recientemente se ha descrito que en fases previas de la
enfermedad —i.e. en la linfocitosis B monoclonal de alto recuento (LBM")—, la frecuencia de
infecciones que requieren ingreso hospitalario es también mas elevada que en la poblacién
general (16% vs. 2,6%, respectivamente), siendo esta frecuencia similar a la observada en la
LLC (18%). Las infecciones se deben a una profunda desregulacion de la respuesta
inmunoldgica, que se manifiesta frecuentemente en forma de hipogammaglobulinemia. Sin
embargo, hasta la fecha no se ha determinado el estado de la respuesta humoral en las fases
iniciales de la enfermedad, especialmente en linfocitosis B monoclonal de bajo recuento (LBM®).

Objetivo. Evaluar el estado de la respuesta humoral en sujetos con LBM", LBM"'y LLC,
tanto a nivel global, como especificamente frente a patégenos comunes presentes en nuestro
medio, algunos de los cuales se han asociado con la ontogenia de la enfermedad.

Material y Métodos. Se analizaron un total de 249 individuos clasificados en cuatro
grupos de estudio: donantes sanos (n=91), LBM" (n=71), LBM" (n=29) y LLC (n=58; Binet A, 32;
Binet B/C, 26) en los que se determinaron los titulos globales de los principales isotipos de
inmunoglobulina (i.e. IgM, 1gG e IgA) en plasma mediante nefelometria convencional; asimismo,
se realizé la determinacion de los titulos de IgM e IgG especifica frente a citomegalovirus (CMV),
virus de Epstein-Barr (VEB), virus de la gripe y S.pneumoniae, empleando técnicas
inmunoenzimaticas (ELISA y quimioluminiscencia). Finalmente, se determiné la carga viral de
CMV y VEB en plasma en 177 y 191 de los 249 individuos analizados, respectivamente.

Resultados. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles
solubles de los principales isotipos de inmunoglobulinas entre donantes sanos y LBM®. Por el
contrario, se observé una disminucion progresiva de los niveles solubles de todos los isotipos de
inmunoglobulina, desde la LBM" hasta las formas mas avanzadas de LLC. Al calcular las ratios
entre los titulos de IgM e IgG especificos de CMV, VEB vy virus de la gripe, y los titulos de
inmunoglobulina total del mismo isotipo (i.e. ratio Ig-especifica/lg-total), observamos de forma
mas evidente, la existencia de un aumento significativo de la proporcion de anticuerpos IgM e
IgG especificos de CMV en los pacientes con LLC respecto a los donantes sanos, siendo dicho

aumento independiente del estadio clinico de la enfermedad. De manera similar, la proporcion
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de IgG especifica del antigeno viral de la capside (VCA) del VEB estaba significativamente mas
elevada, tanto en LBM" como en LLC, respecto a lo observado en donantes sanos, mientras
que, a pesar de la existencia de una tendencia estadistica (P=0,056), no existian diferencias en
la proporcion de IgM e IgG especificas del virus de la gripe, entre ninguno de los grupos de
individuos estudiados. Por el contrario, se observé una reduccidon progresiva de los titulos
(relativos) de 1gG especifica de S.pneumoniae, desde la LBM" hasta los estadios mas avanzados
de la LLC. Todas las muestras en las que se determiné la carga viral de CMV y VEB resultaron
negativas, excepto en 3 casos (1 LBM" y 2 LLC en estadio A de Binet), en los que se detectd
ADN de CMV y en 7 casos de LLC Binet A, en los que se detecté ADN de VEB.

Conclusiones. Los niveles relativos de inmunoglobulina especifica frente a virus
latentes (i.e. CMV y VEB) estan mas elevados en la LBM" y en la LLC (pero no en LBM®), con
respecto a donantes sanos; estos hallazgos podrian ser un reflejo de una respuesta inmune
mantenida como consecuencia de la reactivacion crénica (posiblemente asintomatica) de
infecciones latentes por estos patégenos, al aprovechar estos el estado de inmunodeficiencia
caracteristico de la enfermedad. Sin embargo, esta proteccion frente a virus latentes estaria
acompafiada de una desproteccién frente a otros patégenos, como S.pneumoniae, 1o que sugiere
que los niveles totales de Igen LBM y LLC no son un reflejo real de la posible proteccién existente
frente a estos (y posiblemente otros) agentes infecciosos. En este contexto, la reactivacion de
una respuesta inmune (crénica) frente estos virus latentes como CMV y VEB podria ser a su vez,
responsable también de la activacion y expansion de las células B clonales, y por tanto, estar

relacionada con la progresion de la enfermedad.
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ABSTRACT

atients diagnosed with chronic lymphocytic leukemia (CLL) display

a high incidence of infections due to an associated immunodeficien-

cy that includes hypogammaglobulinemia. A higher risk of infec-
tions has also been recently reported for high-count monoclonal B-cell
lymphocytosis, while no information is available in low-count mono-
clonal B-cell lymphocytosis. Here, we evaluated the status of the
humoral immune system in patients with chronic lymphocytic leukemia
(n=58), as well as in low- (n=71) and high- (n=29) count monoclonal
B-cell lymphocytosis versus healthy donors (n=91). Total free plasma
immunoglobulin titers and specific levels of antibodies against
cytomegalovirus, Epstein-Barr virus, influenza and S.pneumoniae were
measured by nephelometry and ELISA-based techniques, respectively.
Overall, our results show that both CLL and high-count monoclonal B-
cell lymphocytosis patients, but not low-count monoclonal B-cell lym-
phocytosis subjects, present with relatively high levels of antibodies spe-
cific for the latent viruses investigated, associated with progressively
lower levels of S.pneumoniae-specific immunoglobulins. These findings
probably reflect asymptomatic chronic reactivation of humoral immune
responses against host viruses associated with expanded virus-specific
antibody levels and progressively decreased protection against other
micro-organisms, denoting a severe humoral immunodeficiency state
not reflected by the overall plasma immunoglobulin levels. Alternatively,
these results could reflect a potential role of ubiquitous viruses in the
pathogenesis of the disease. Further analyses are necessary to establish
the relevance of such asymptomatic humoral immune responses against
host viruses in the expansion of the tumor B-cell clone and progression
from monoclonal B-cell lymphocytosis to CLL.
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Introduction

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most com-
mon leukemia in adults in Western countries. It is charac-
terized by an expansion of 5x10°/L or more clonal
B lymphocytes in peripheral blood (PB) that co-express
CD5, CD19, CD23 and CD200, together with abnormally
low levels of CD20, CD22, CD79 and surface
immunoglobulins (slg)."* CLL typically occurs in elderly
patients and has a highly variable clinical course.” Despite
the heterogeneous clinical outcome, the majority of CLL
patients share a profound immune dysregulation which is
already detected at the earliest stages of the disease, and
that progressively becomes more severe during clinical
observation, leading to patient death even in the absence
of disease progression.® The precise mechanisms underly-
ing such immune dysregulation in CLL are not fully under-
stood; however, hypogammaglobulinemia has been iden-
tified as one of the major factors involved,** both in the
immunodeficiency status and death of CLL patients.”"
Thus, hypogammaglobulinemia is present in up to 85% of
patients. During the course of disease, a direct association
has been reported between the stage and duration of dis-
ease and the severity of hypogammaglobulinemia.'""” As a
result, infection is one of the most prevalent causes of
morbidity and mortality in CLL.” Approximately 80% of
CLL patients have infections during the course of the dis-
ease; such infections particularly involve the respiratory
tract, pneumonia accounting for approximately 75% of all
pulmonary complications in CLL."

Recent studies have reported that subjects at earlier
stages of the disease [e.g. high-count monoclonal B-cell
lymphocytosis (MBL™)] also have an increased risk of
infections and a greater rate of infection-related deaths.”
Thus, hospitalization due to infection is significantly more
common among MBL" cases than in the general popula-
tion (16% vs. 2.6% after a median follow-up period of 10
years, respectively), the overall frequency of infection in
MBL" individuals being similar to that of newly-diagnosed
CLL patients (18%).” Since vaccination represents an
effective strategy to decrease the risk of infection in
immunocompromised patients, the potential definition of
optimal vaccination strategies in MBL" and CLL requires a
more in depth and comprehensive understanding of the
dysregulated immunological mechanisms in these
patients.

In order to gain further insight into the nature, relevance
and clinical significance of hypogammaglobulinemia in
CLL and MBL patients, we evaluated the soluble levels of
plasma antibodies specific for ubiquitous pulmonary
infection-associated pathogens (i.e. influenza A and B
viruses and S.pneumoniae) as well as other ubiquitous host
pathogens, such as cytomegalovirus (CMV) and Epstein-
Barr virus (EBV), in newly-diagnosed untreated CLL
patients at different stages of the disease (Binet A vs. Binet
B/C), pre-leukemic MBL", and low-count MBL (MBL")
subjects versus a large group of age- and sex-matched
healthy individuals from the same geographical area.

Methods

Controls and patients
A total of 249 individuals were prospectively studied between
November 2007 to November 2012. These subjects were classified

Pathogen-specific antibodies in MBL and CLL -

into four subgroups: healthy donors (controls; n=91), CLL-like
MBL" (n=71), CLL-like MBL"(n=29), and newly-diagnosed previ-
ously untreated CLL patients (n=58). According to the World
Health Organization (WHO) 2016 criteria,'® MBL was diagnosed
whenever less than 5x10%/L clonal B cells with a CLL phenotype
were present in PB, in the absence of other signs of disease; other-
wise, diagnosis of CLL was established. Within CLL, 32 patients
were classified as early stage CLL (Binet A), while the remaining
26 corresponded to advanced-stage CLL (Binet B/C).* In turn,
MBL" and MBL" cases were discriminated based on a cut-off value
of less than 0.5x10%/L circulating clonal B cells with CLL-like phe-
notype, as described elsewhere.”” Additional information about
the inclusion and exclusion criteria for selection of controls and
patients, as well as procedures for sample collection and storage
are detailed in the Online Supplementary Methods. The study was
approved by the local Ethics Committee of the University
Hospital of Salamanca, and conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki.

Immunophenotypic studies

Immunophenotypic studies were performed on erythrocyte-
lyzed PB samples, using a high-sensitive multicolor flow cytome-
try approach, previously described in detail."® For this purpose, PB
white blood cells (WBC) were systematically stained with the
monoclonal antibody (MAb) combinations detailed in Ounline
Supplementary Table S1. For flow cytometry data analysis, the
INFINICYT™ software (Cytognos S.L., Salamanca, Spain) was
used. All cases showed a clonal-imbalanced surface membrane
(Sm) immunoglobulin (Ig)-kappa : Smlg-lambda ratio of >3:1 or
<1:3%and/or an aberrant CD5" CLL(-like) B-cell population. The
minimum number of clustered events required to define an abnor-
mal B-cell population was 50 cells or more.

Measurement of soluble plasma levels of anti-viral and
streptococcus pneumoniae (pneumococcus)-specific
antibodies

Exposure to CMV, EBV, influenza A and B viruses, and pneumo-
coccus were measured by immunoenzymatic-based approaches,
including either enzyme-linked immunosorbent (ELISA) or chemi-
luminescent immune assays, using commercially available kits, as
detailed in the Omnline Supplementary Methods and Ounline
Supplementary Table S2. Of note, analysis of influenza A- and
influenza B-specific IgM and IgG and S.pneumoniae-specific IgG
plasma levels was restricted to those subjects who had not been
vaccinated against influenza and S.pneumoniae, respectively, during
the 9-year period prior to the study (Omnline Supplementary
Methods). In each patient, total plasma levels of IgM, IgG and IgA
were systematically measured in parallel by nephelometry.

Quantitation of CMV and EBV viral copy number in
plasma

Detection and quantitation of CMV and EBV viral load in plas-
ma was determined in a subset of 177 and 191 subjects, respective-
ly, using commercially available kits:
COBAS®AMPLiPrep/COBAS“TagMan (Roche Diagnostics, Basel,
Switzerland) and EBV R-gene® (BioMerieux, Verniolle, France),
with strict adherence to the manufacturers’ instructions.

Results

Clinical and laboratory features of MBL versus CLL
patients

Overall, 249 individuals, including 119 males (48%) and
130 females (52%), with a mean age of 68+11 years were
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studied; there was a similar distribution according to age
across the different patient groups and controls.
Interestingly, while females predominated among MBL"
cases (male/female ratio 1:2), MBL" and CLL showed a
significantly (P<0.01) higher male/female ratio (5:1 and
1.2:1, respectively) (Table 1). As expected, abnormal blood
cell counts were found only in MBL" and CLL patients
(but not in MBL"), including lower platelet counts and
hemoglobin levels among stage B/C CLL. Likewise, the
absolute number of PB clonal B cells/ul progressively
increased from MBL" subjects to advanced-stage CLL
patients (P<0.05). CLL patients also showed a greater fre-
quency of IGHV unmutated cases (from 20% in MBL" to
26% in MBL", 41% in CLL stage A and 64% in CLL stage
B/C; P=0.04), whereas MBL" cases showed a significantly
lower frequency of cytogenetically altered CLL-like clones
compared to both MBL* and CLL (30% vs. 68% and 70%,
respectively; P=0.002) (Table 1). Of note, all subjects were
from the same geographical area (Province of Salamanca,
Northwest-Central Spain) and, therefore, shared a similar
antigen environment.

Soluble Ig plasma levels in MBL and CLL versus
healthy controls

Whereas total Ig plasma levels were within the normal
range in MBL" cases, they were significantly decreased in
MBL" and CLL patients versus both controls and MBL"
cases (Figure 1A). Interestingly, progressively lower levels

I I. Criado et al.

of total plasma Igs were found from MBL" to stage A and
stage B/C CLL cases, the latter two groups showing signif-
icantly lower amounts of plasma Igs versus MBL" cases
(P=0.04 for stage A and P=0.02 for stage B/C) (Figure 1A).
In more detail, none of the MBL" subjects presented with
decreased total Ig plasma levels below the normal range,
while the frequency of hypogammaglobulinemia
increased from MBL" to early- and advanced-stage CLL
patients: 7% versus 16% and 19%, respectively (P<0.001)
(Figure 1A). Of note, progressively lower levels of plasma
Igs were observed from MBL" to advanced stage CLL also
for each Ig isotype (Figure 1B, C and D), particularly for
IgM and IgA. Thus, all except one MBL" case showed nor-
mal amounts of IgM, IgG and IgA plasma levels; in con-
trast, 17% of MBL" subjects, 38% stage A CLL and 46%
stage B/C CLL patients had decreased amounts of plasma
IgM (P<0.0001). In addition, 10% of MBL" cases had
decreased IgA plasma levels versus 16% of stage A CLL
and 46% of stage B/C CLL patients (P<0.0001); in turn,
IgG plasma levels were decreased in 14% of MBL" cases
and 24% of CLL patients (P>0.05) versus none of the MBL"
subjects.

CMV-, EBV- and influenza-specific IgM and IgG plasma
levels in MBL and CLL patients versus healthy controls

As expected for a Mediterranean country, more than
90% of adults analyzed here had been exposed to both
CMV and EBV before sample collection, regardless of the

Table 1. Clinical and laboratory characteristics of controls versus monoclonal B-cell lymphocytosis subjects and chronic lymphocytic leukemia
patients.

Healthy MBL® MBL" CLL
donors (n=91) (n=79) (n=29) Stage B/C
(n=26)
Age (years) 70 72 68 67 70 68 NS
(43-87) (43-95) (52-85) (45-85) (41-85) (41-85)
Sex (M/F) 42%/ 58% 35%/65% 83%/ 1% 56%/44% 54%/ 46% 55%/ 45% P<0.01°
Hemoglobin (g/L) 147 144 144 145 118 136 P<0.01°
(106-181) (99-177) (130-190) (120-174) (88-164) (88-174)
N. of platelets x10%L 226 222 198 211 137 174 P<0.01°
(90-388) (119-262) (85-386) (112-408) (67-271) (67-408)
N. of leukocytes/ul 6,200 6,090 11,550 27310 53,880 34,920 P<0.01*
(3550-11,240)  (3650-9400)  (7154-15,660) (13,520-393,530)  (16,630-289,420) (13,520-393,530)
N. of lymphocytes/ul 1678 1774 5250 18,591 50,346 25.939 P<0.01®
(766-4124) (317-3749) (2291-9333) (6469-381,409)  (12,779-282,098) (6469-381,409)
N. of B lymphocytes/ul 138 139 3.097 17,727 41493 21.352 P<0.01*
(31-776) (31-478) (978-4773) (5134-369,288) (8176-276,367) (5134-369,288)
N. of clonal B NA 0.731 3.035 17.686 41442 21.130 P<0.01®
lymphocytes/ul (0024-82.24) (921-4844) (5065-369,288) (8019-276,367) (5065-369,288)
Mutational status (Mut/UMut) NA *80%/20% T49%/26% 59%/41% 3696/64% 49%/51% P<0.05¢
Cytogenetic alterations
% cases altered NA *30% 68% 69% 71% 70% P<0.01
% cases dell3q14(D13S25)  NA *30% 39% 50% 39% 45% NS
% cases trisomy cr. 12 NA *6% 25% 6% 33% 18% NS
% cases dell1q22 (ATM) NA *0% % 13% 13% 13% NS
% cases dell7p13(TP53) NA *0% 0% 0% 0% 0% NS

Results expressed either as median (range) or as percentage of cases for continuous and categorical variables, respectively. The CLL group includes both CLL Binet stage A and
CLL Stage B/C cases.*CLL versus all other groups. "MBL" versus all other groups. ‘CLL versus healthy individuals. CLL: chronic lymphocytic leukemia; F: female; M: male; MBL":
high-count monoclonal B lymphocytosis; MBL": low-count monoclonal B lymphocytosis; Mut: mutated; NA: not applicable; ND: not determined; NS: no statistically significant dif-
ferences detected (P>0.05); Umut: unmutated. *Sample size restricted to 23 subjects in which molecular and cytogenetic determinations were performed.
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diagnostic subgroup (Online Supplementary Table S3). In vir-
tually every case the pattern of plasma antibodies specific
for both viruses was consistent with past infection (i.e.
CMV- or EBV-specific IgG-positive and IgM-negative plas-
ma antibodies). In contrast, variable percentages of cases
from the different study groups showed influenza virus-
specific plasma Igs for the strains evaluated (Omnline
Supplementary Table S3); in most of these cases, the pattern
observed also corresponded to past exposure to the virus-
es. From the whole series of subjects who showed influen-
za virus-specific plasma Igs (n=127), 36 reported that they
had been vaccinated against influenza virus before their
recruitment; no statistically significant differences were
observed in the distribution of these subjects in the dis-
tinct groups of individuals under study (Ounline
Supplementary Table S3). Those patients found to have
been previously exposed to any of the viruses investigated
(i.e. those who showed increased plasma levels of at least
one of the virus-specific Ig tested) were further evaluated
for the corresponding pathogen-specific Ig plasma levels.
Overall, plasma levels of pathogen-specific IgM and IgG
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antibodies did not follow the pattern observed for total
IgM and IgG plasma levels in the different groups of sub-
jects analyzed (Figure 1). Thus, there was no reduction of
specific IgM and IgG against CMV, EBV viral capside anti-
gen (VCA) and influenza A and B in MBL" and even in
CLL patients versus both controls and MBL" (Online
Supplementary Figure S1). Regarding CMV-specific [gM and
IgG titers and the amount of plasma IgM antibodies
against VCA-EBV and the influenza virus, no significant
differences were actually observed among individuals of
the different groups studied (e.g. controls, MBL" and CLL)
(Online Supplementary Figure S1A, C and F). In contrast,
VCA-EBV-specific IgG plasma levels were higher (P=0.01)
in CLL patients versus both controls and MBL" cases
(Online Supplementary Figure S1D). However, clear differ-
ences emerged (or they increased) when the ratio between
the plasma levels of each of these pathogen-specific IgG
antibodies (CMV-, VCA-EBV- and influenza-specific IgG)
plasma levels and the overall amount of plasma IgG per
subject/patient was considered (Figure 2). Thereby, the
CMV-specific IgM/total IgM and CMV-, VCA-EBV-specif-
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Figure 1. Soluble immunoglobulin immunoglobulin (Ig) plasma levels in monoclonal B lymphocytosis (MBL) and chronic lymphocytic leukemia (CLL) versus
healthy donors. (A) The overall amount of plasma immunoglobulins (md/dl) determined by conventional nephelometry is shown for the different groups of individ-
uals analyzed. (B-D) IgM, IgG and IgA plasma levels within the different groups of individuals studied, respectively. Notched boxes represent 25" and 75" percentile
values; the lines in the middle correspond to median values (50" percentile) and vertical lines represent the highest and lowest values that are neither outliers nor
extreme values. Vertical dotted lines represent the inferior limit value of normality for each immunoglobulin. Dotted lines represent the lower limit of normality for
each immunoglobulin (40 mg/dl; 700 mg/dl; and 70 mg/dl). Numbers under dotted lines represent the percentage of cases with plasma levels of the corresponding
immunoglobulin found to be below normal values. *P<0.05 versus healthy donors and MBL"; **P<0.05 versus healthy donors, MBL° and MBL". MBL": high-count

monoclonal B lymphocytosis; MBL": low-count monoclonal B lymphocytosis.
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ic IgG/total IgG ratios were significantly higher in CLL
(P=<0.001), particularly in stage B/C CLL cases (P=<0.02)
versus healthy donors and MBLIlo subjects. Likewise, the
influenza-specific IgG/total IgG ratio tended to be higher
(P=0.056) for CLL patients compared to healthy donors
and MBL" cases (Figure 2). Of note, MBL" also showed sig-
nificantly higher anti-VCA-EBV-specific IgG/total IgG
plasma levels than controls and MBL" cases (Figure 2D).
An exception to this general pattern was the EBNA-specif-
ic IgG plasma levels, which were found to be significantly
reduced (vs. healthy donors) in both MBL" (P=0.01) and
CLL patients (P=0.002), particularly in stage B/C CLL
(P=0.002) (Online Supplementary Figure S1E).

S.Pneumoniae-specific 1gG plasma levels in MBL and
CLL versus healthy controls

As mentioned above, S.pneumoniae-specific IgG plasma
levels were quantified in those subjects who reported no
previous administration of anti-PCP (Puneumococcal
Capsular Polysaccharide) vaccination (Figure 3). Their
amount, as well as the pathogen specific IgG/total 1gG
ratio were within the normal range in all MBL" subjects
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and healthy controls analyzed (Figure 3A and 3).
However, S.pneumoniae-specific IgG plasma levels were
significantly reduced in MBL™ and CLL patients versus
both controls and MBL" (Figure 3A), in contrast to what
was observed for virtually all viral pathogens described
above, except the EBNA-specific IgG antibodies.
Interestingly, no statistically significant differences were
observed between MBL" and CLL as regards the overall
amount of anti-S.pneumoniae-specific 1gG plasma levels.
Of note, the ratio between the anti-S.pneumoniae-specific
IgG and total IgG plasma levels was similar among the dis-
tinct groups of subjects analyzed (Figure 3B), as both the
S.pneumoniae-specific IgG and the overall IgG plasma lev-
els directly correlated within each group of subjects ana-
lyzed.

CMV and EBV viral load and virus-specific Ig titers
Overall, viral load for CMV was studied in plasma from
177 subjects (53 controls, 56 MBL", 22 MBL" and 46 CLL
patients). No viral DNA was detected in any sample
except 3 cases (1 MBL"and 2 CLL Binet A subjects), in
which the viral load could not be precisely quantified, as
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Figure 2. Ratio between pathogen-specific immunoglobulin (Ig) plasma levels and total immunoglobulin plasma levels per Ig isotype in monoclonal B lymphocy-
tosis (MBL) and chronic lymphocytic leukemia (CLL) patients versus healthy subjects. (A and B) Ratio between cytomegalovirus (CMV)-specific IgM and IgG plasma
titers and the overall plasma IgM and IgG levels, respectively. (C and D) Ratio between viral capside antigen (VCA)-Epstein-Barr virus (EBV)-specific IgM and IgG titers
in plasma and the overall amount of IgM and IgG in plasma, respectively. (E) Anti Epstein-Barr nuclear antigen (EBNA)-EBV-specific IgG/total IgG plasma level ratio.
(F and G) Influenza (strains A + B)-specific/total IgM and IgG ratios, respectively. Only data on seropositive subjects for each pathogen are included in this figure. (F
and G) Data presented correspond only to subjects who referred no previous vaccination against influenza. Notched boxes represent 25" and 75" percentile values;
the lines in the middle correspond to median values (50" percentile), whereas vertical lines represent the highest and lowest values that are neither outliers nor
extreme values. *P<0.05 versus healthy donors and MBL"; **P<0.05 versus healthy donors, MBL"* and MBL".
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it was below the limit of quantification of the method
(<137 1IU/ml). In turn, EBV DNA load (measured in 191
samples: 57 controls, 59 MBL", 23 MBL", 53 CLL patients)
was detected in plasma from 7 of 53 Binet A CLL patients
(13%), while systematically undetectable in the other
three groups (P<0.0001). No statistically significant differ-
ences in gender distribution, age, number of clonal B cells
and EBV (VCA)-specific IgM and IgG titers were found
between CLL cases with quantifiable EBV DNA in plasma
versus negative CLL cases. Also, no statistical correlation
was found between the number of EBV DNA copies
(median of 3.6 DNA copies/ul; range 1.4-22.8 DNA
copies/ul) and EBV-specifc immunoglobulin titers in plas-
ma for those 7 EBV-viral load-positive CLL cases.

Discussion

Infection is one of the most frequent causes of death in
CLL (approx. 30-50% of CLL patients).® Although the spe-
cific mechanisms underlying immune dysregulation in
CLL are not fully understood?, hypogammaglobulinemia,
together with T-cell abnormalities, are common features
of the CLL-associated immunodeficiency status, the for-
mer affecting up to 85% of the patients already at diagno-
sis or during the course of their disease.”" The frequency
and severity of hypogammaglobulinemia (at the expense
of all major Ig isotypes) increase from MBL subjects to
early and advanced stage CLL patients. Here, we confirm
and extend on these observations. Thus, we show for the
first time that total soluble Ig plasma levels are within nor-
mal values in MBL" subjects, regardless of the Ig isotype
evaluated; in contrast, hypogammaglobulinemia was a rel-
atively frequent feature of MBL" cases. Of note, the degree
of decreased IgM and IgG plasma levels in MBL" was sim-
ilar to that observed in stage A CLL. In a recent study,
Glancy et al. have even reported a higher frequency of
decreased IgG levels in MBL" (i.e. 7 of 24 MBL" cases,
which represents a frequency of IgG hypogammaglobu-

2.251 *

1.59 *

0.751

S. pneumoniae-specific IgG levels (AU)

Healthy MLl 3 CLL clL i
donors MBL?  MBL™ Stage A Stage B/C cu
n=42 n=45 n=15 n=17 n=16 n=33

linemia of 29%? vs. 14% in our series). This apparent dis-
crepancy might be due to the fact that our series mostly
comprised MBL" cases with lower numbers of clonal B
cells studied at diagnosis, while 4 of 7 MBL" cases report-
ed by Glancy ez al. to have low IgG titers, had absolute
lymphocyte counts more than 4x10°/L. Nevertheless, it
should be noted that we did not find any correlation
between soluble Ig plasma levels and the number of clonal
B cells in PB, within each group of subjects analyzed (data
not shown). In contrast, a statistically significant direct cor-
relation was found between total Ig plasma levels and the
number of normal residual B cells among CLL patients
(1=0.29, P=0.04). Therefore, presence of hypogammaglob-
ulinemia in MBL" cases could also reflect a defective nor-
mal residual B-cell function and it might contribute to
explain the near 3-fold increased frequency of infection
observed among these subjects versus the general popula-
tion of the same age and having the same comorbidities,
to that of newly-diagnosed CLL.” Altogether, these find-
ings suggest that antibody-related immunodeficiency
might emerge before the onset of CLL, already at an MBL"
state, preceding (or potentially favoring) malignant trans-
formation and progression of the disease.

Despite a progressive reduction of (total) soluble Ig plas-
ma levels from MBL to advanced CLL, similar levels of
CMV-specific IgM and IgG, VCA-EBV-specific IgM and
influenza-specific IgM and IgG were found among the five
groups analyzed (i.e. healthy donors, MBL*, MBL", early
CLL and advanced stage CLL). Indeed, VCA-EBV-specific
IgG levels were even increased in CLL patients versus
healthy subjects. Furthermore, when the ratio between
each of these Ab levels and the total plasma levels of the
corresponding Ig isotype (IgM or IgG) were considered,
progressively greater fractions of the above referred anti-
gen-specific antibodies per-isotype were found from
MBL" to stage A and stage B/C CLL patients, respectively.
Our findings on the antibody levels against CMV confirm
previous results on CLL reported by Vanura et al. who also
showed that, despite progressive decay of total IgM and

401
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Health 3Ll i CLL clL
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S. pneumoniae-specific IgG/
Total IgG ratio

Figure 3. Streptococcus pneumoniae-specific IgG plasma levels in monoclonal B lymphocytosis (MBL) and chronic lymphocytic leukemia (CLL) patients versus
healthy controls. (A) Titers of antibody-specific plasma levels against the pneumococcal polysaccharide antigen for each group of individuals analyzed. (B) Ratio
between anti-pneumococcus-specific IgG and total IgG plasma levels for each group of subjects investigated. Only data from those subjects that did not receive vac-
cination against S.pneumoniae are displayed. Notched boxes represent 25" and 75" percentile values; the lines in the middle correspond to median values (50"
percentile), while vertical lines represent the highest and lowest values that are neither outliers nor extreme values. *P<0.05 versus healthy donors and MBL". MBL":
high-count monoclonal B lymphocytosis; MBL": low-count monoclonal B lymphocytosis.
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IgG subclasses, the CMV-specific immune response may
be preserved even in CLL cases with advanced disease.”
Here, we confirm and extend on these findings by show-
ing for the first time that: i) this behavior is already
detectable at the MBL" stage; and ii) it is also common to
other antibody responses against EBV and the influenza
virus in non-vaccinated individuals, despite the mecha-
nisms by which influenza infects cells are completely dif-
ferent from those of CMV and EBV.*** As mentioned
above, we did observe decreased titers of EBV-specific IgG
levels in both MBL" and CLL; interestingly, this was
restricted to the antibody response against the EBNA-EBV
antigen, but not the VCA-EBV antigen. The EBNA-EBV
protein is located in the nucleus of infected host cells and
it acts as a transcription factor for the virus, allowing for
its replication inside the cell;** in contrast, the VCA-EBV
protein is a structural component of the capside of the
virus.” Therefore, the (humoral) immune response against
the VCA-antigen might only occur if infected cells are
lysed and active viral replications occurs. Therefore, our
results suggest that like CMV, EBV probably undergoes a
mild (undetectable) reactivation, whenever an immunode-
ficiency state has been acquired, but fully bloomed EBV
and CMV infections can still be controlled, as reflected by
the preserved production of specific antibodies against
both viruses in MBL" and CLL patients* and the detection
of quantifiable EBV DNA in plasma of CLL cases but not
MBL. Long-term monitoring of virus-specific Ig plasma
levels in CLL versus MBL versus healthy donors is required
to validate this hypothesis.

In contrast to the general pattern found for the plasma
levels of antibodies against the ubiquitous viruses here
investigated, a significant reduction was observed in the
plasma levels of pneumococcus-specific IgG from MBL" to
stage B/C CLL, in parallel to the overall decrease in total
IgG plasma levels. These findings further suggest that,
while the antibody-mediated immune response against
ubiquitous pathogens (e.g. human herpesviruses and
influenza virus) is still preserved and the virus is actively
controlled in immunocompromised MBL" and CLL
patients, protection against other pathogens (i.e. pneumo-
coccus) is progressively lost, placing these patients at risk
of severe infection and death. In line with this hypothesis,
CMV disease is infrequent among untreated CLL patients
compared to other immunocompromised patients.”*”* In
contrast, CLL patients frequently present respiratory tract
infections caused by encapsulated bacteria, particularly
Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenza,” fur-
ther supporting a unique dysregulation of immunesurveil-
lance against infectious agents in MBL" and CLL.

To the best of our knowledge, no studies have been
reported so far about the immune response profile against
different pathogens in MBL" subjects. As no differences
were detected in both total and pathogen specific Ig plas-
ma titers in MBL" versus age-matched healthy subjects of
the same geographical area, it might be expected that the
antibody response of these subjects remains normal or at
most little altered. Altogether, these findings suggest that
the onset of dysregulated antibody-based immune
responses might occur in the transition from MBL" to
MBL" and CLL, being associated with a clinically silent
reactivation of preserved T-cell dependent antibody
responses against host viruses. If this holds true, and
chronic baseline activation of antibody responses against
host viruses occurs in MBL" and CLL patients, such a

response could also potentially affect the tumor clone and
contribute to its expansion and progression of the disease.
In line with this hypothesis, it has been shown that most
MBL" subjects show (oligoclonal) expansions of
CD4+/CD8* double-positive T cells*® which have a limited
TCRvp repertoire and participate in immune responses
against chronic viral infections, particularly against CMV.”
There is even stronger evidence to suggest that CLL
evolves from repetitive activation of particular B-cell
clones through B-cell receptor (BCR) triggering by conven-
tional antigens,” which, in the light of the results reported
here, increase in the CMV- and EBV-specific IgG/total Ig
ratio in both MBL" and CLL patients. This might further
suggest a potential role for ubiquitous viruses in the patho-
genesis of the disease. Previous findings showing an asso-
ciation between the presence of CMV- and EBV-DNA in
blood of CLL patients who express stereotyped IGHV4-34
BCRs™ would further support this hypothesis. However,
here we only analyzed a relatively limited number of cases
within each study group, particularly within the MBL"
group, and, therefore, further long-term longitudinal stud-
ies in MBL and CLL in larger series of subjects are neces-
sary in order to elucidate the value of (total and pathogen-
specific) Ig plasma levels, as a surrogate marker for a nor-
mal versus abnormal B-cell function, and to determine both
the risk of progression from MBL to CLL and the potential
need for adoption of specific active immunotherapy meas-
ures for patients at risk of life-threatening infections. In
this regard, extensive research on the effectiveness of vac-
cines, particularly against influenza and S.pneumoniae, has
been carried out in CLL, while there is limited information
on MBL".® Thus, response to vaccination against both
polysaccharide (e.g. classical multivalent pneumococcal
vaccines™®) and protein antigens (e.g. tetanus toxoid and
influenza virus**) has been shown to be associated with
poor seroprotective responses in CLL, even after various
doses. Such defective antibody responses have been relat-
ed to a broad variety of immune defects including comple-
ment dysregulation,
T-cell impaired function and altered antigen presentation,
in addition to B-cell deficiency.*””**¥ Because of this, vac-
cination of CLL patients early after diagnosis, and particu-
larly even at the MBL stage when better responses might
be expected,”® has been proposed as a potentially effec-
tive strategy to improve serological immune protection of
CLL patients against the most common pathogens. Parallel
analyses focused on the humoral immunity and immune
responses other than just the evaluation of plasma anti-
body levels are required to fully understand the unique-
ness of the immunodeficiency status of MBL" and CLL
patients.

In summary, we report on the existence of a significant
and selective, defective antibody protection against
S.pneumoniae in CLL which emerges already among MBL"
to early stage CLL and worsens through progression of the
disease. Such an immune defect might be associated with
an active, but silent, response against host viruses such as
CMYV, EBV and influenza, for which preserved antibody
serum levels are detected, even in advanced CLL. These
results suggest that chronic viral re-activation might con-
tribute to the preserved host virus-specific antibody titers
through sustained immune responses, which might also
favor parallel expansion of the tumor B-cell clone and pro-
gression from MBL" to CLL. Further studies in larger MBL
and CLL patient cohorts with long-term follow up and



sequential serological analyses are necessary to confirm

this hypothesis.
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Hoy dia, se considera que esta bien establecida la naturaleza pre-leucémica de la LBM",
dado que practicamente todos los casos de LLC estan precedidos por LBM", y que esta Ultima
presenta una tasa de progresion anual a LLC con necesidad de tratamiento del 1-2%.2'44%7 Por
el contrario, en el momento de iniciar este trabajo no se habia podido demostrar aun una relacion
directa entre la LBM® y la LLC, a pesar de la elevada prevalencia de la primera en la poblacion
general y la similitud de sus caracteristicas fenotipicas y genéticas con las de las células
tumorales de la LLC.17%192

En parte, esto es debido a que no existian estudios de seguimiento a medio-largo plazo
(5-10 afos) de series amplias de sujetos con LBM", que pudieran contribuir a entender si
verdaderamente la LBM" constituye o no una condicién pre-leucémica, y qué factores podrian
estar asociados a un mayor riesgo de transformacion a LLC.89:524.5%0 por este motivo, el primer
objetivo del trabajo realizado en la presente tesis doctoral se centré en determinar la evolucion
(a medio plazo) de una amplia cohorte de sujetos con LBM"°, a formas mas avanzadas de la
enfermedad (LBM" y LLC), analizando para ello, las caracteristicas clinicas de los sujetos con
LBMP" y las propiedades bioldgicas de sus células B clonales, tras un tiempo de seguimiento de
unos 7 anos desde el diagndstico.

Por otro lado, esta bien establecida la existencia de un estado de inmunodeficiencia
manifiesta en la LLC; aunque los mecanismos concretos implicados en su génesis son poco
conocidos, este estado de inmunodeficiencia esta presente ya en sujetos con LBM", asociado a
una tasa de morbilidad y mortalidad por infecciones incrementadas en pacientes de LLC.273274.276
En conjunto, estos hallazgos sugieren que dicha inmunodeficiencia podria instaurarse ya desde
etapas relativamente tempranas de la enfermedad, a nivel de LBM. El segundo objetivo de este
trabajo, se centr6 en evaluar el estado del sistema inmune, y en especial del compartimiento de
células B de SP responsables de la inmunidad humoral, en LBM y LLC. Con ello pretendiamos
comprender mejor los mecanismos y componentes celulares, potencialmente implicados en
dicho estado de inmunodeficiencia caracteristico de ambas entidades, pudiendo incluso llegar a
establecer, en caso de que fuera posible, el momento exacto o fase de la enfermedad en la que
se instauraria dicho estado de inmunodeficiencia.

Pese al referido estado de inmunodeficiencia global, en la LLC existe un incremento

global de linfocitos T circulantes, asociado a expansiones oligoclonales de células T, especificas
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de virus como CMV y VEB, de significando desconocido. Nuestro tercer objetivo tenia como
finalidad determinar el estado de la respuesta humoral frente a ambos virus, en sujetos con LBM
y pacientes con LLC, con el fin de entender mejor su posible implicacion en la patogénesis de la
enfermedad.

En este apartado de la memoria del trabajo doctoral, abordaremos de forma secuencial
la discusién de los resultados obtenidos en relaciéon con cada uno de estos tres objetivos y su

impacto en el avance del conocimiento que tenemos ahora acerca de la ontogenia de la LLC.

1.- Evolucién a medio plazo de la linfocitosis B monoclonal de bajo recuento

En el momento de iniciar este trabajo, solo se habian publicado dos estudios de
seguimiento de individuos con LBM". Ambos, tenian como objetivo evaluar si los clones linfoides
B persistian en el tiempo, y determinar la tasa de progresion a formas mas avanzadas de la
enfermedad.8%524550 En el estudio del grupo italiano de Fazi et al., los resultados obtenidos
pusieron de manifiesto que, tras 3 afos de seguimiento, 90% de los clones de tipo LLC y 67%
de los clones con fenotipo de tipo no-LLC persistian.'® A su vez, el grupo brasilefio de Matos et
al. confirmé la persistencia de las poblaciones B clonales en la SP del 100% de sus casos de
LBM'" identificadas, tras un seguimiento de aproximadamente 7 afios y medio;324%° el tamafio
de esta ultima serie fue muy inferior a la del grupo italiano (5 individuos en el estudio brasilefio,
frente a 75 individuos analizados por el grupo italiano).524:5%1

En nuestra serie, reevaluamos un total de 65 casos de LBM" de la cohorte original de 91
individuos de la poblacién general de Salamanca, que habian mostrado la presencia de clones
B de tipo LBM". El tiempo de seguimiento en nuestro estudio fue como minimo de 5 afios desde
el estudio basal (mediana de 7 afios), por lo que este constituye el estudio de seguimiento de
MBL' mas prolongado en el que se incluye un nimero relativamente elevado de casos. En
términos generales, en todos los casos reevaluados a los 7 afios de nuestra cohorte, pudimos
confirmar la presencia en SP de al menos una poblacién de linfocitos B clonales, con las mismas
caracteristicas inmunofenotipicas que las observadas en el analisis inicial. La aparente
contradiccion entre nuestros resultados (y los del grupo brasilefio, aun con un nimero de casos
muy inferior al nuestro) y los del estudio italiano —en el que no se detectan poblaciones B clonales

en SP en todos los casos reevaluados—, podria ser debida a que la sensibilidad de la técnica de
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citometria aplicada ha sido diferente: en nuestro estudio fue =10 veces mas sensible, al haberse
analizado mas de 5 millones de leucocitos por caso vs. 500.000 células en el estudio italiano. A
la vista de estos resultados, podemos concluir que la LBM® (tanto de tipo LLC como no-LLC) no
es una entidad transitoria que se genere como consecuencia de una respuesta puntual frente a
un estimulo, sino que persiste durante largos periodos de tiempo, de al menos 7 afnos. No
obstante, la persistencia en el tiempo de estas pequefias poblaciones de linfocitos B clonales en
SP, no descarta que puedan existir estimulos externos a la célula B mantenidos en el tiempo (por
ejemplo, estimulacion crénica mediada por autoantigenos o xenoantigenos), que induzcan y/o
favorezcan la aparicién y/o mantenimiento de dichas poblaciones clonales de células B tipo
LBM°,

Al comparar el tamafio de las poblaciones B clonales (en niumero de células/uL de SP)
entre los dos momentos del estudio, observamos ademas que alrededor de dos tercios de los
clones B analizados, tanto de tipo LLC como no-LLC, aumentaban significativamente su tamafio
a los 7 anos de seguimiento; en concreto, el incremento medio del tamafio de los clones B era
del doble de células, con respecto al momento basal. En el tercio restante de casos, el tamafio
de los clones B se mantuvo estable o incluso disminuyd, sin llegar a hacerse indetectables en
ninguna de las LBM" estudiadas.

Independientemente del cambio en el tamafio de los clones B, también observamos en
el momento de la reevaluacion, que los clones de fenotipo de tipo LLC mostraban un aumento
significativo (mas del doble a los 7 afios vs. el momento basal) en la frecuencia de alteraciones
citogenéticas asociadas a LLC. La del(13q14)(D13S25) asociada a buen pronéstico en la LLC,
fue la alteracién mas frecuentemente encontrada en ambos momentos del estudio, y la que mas
aumento su porcentaje a lo largo del periodo de seguimiento. En su conjunto, estos hallazgos
sugieren que los clones LBM" no solo persisten en el tiempo, sino que ademas son muy
dindmicos, ya que en la mayoria de los casos aumentan de tamafo y adquieren nuevas
alteraciones citogenéticas a lo largo del tiempo, que llegan a afectar a un porcentaje de casos
(=60%) que se acerca al observado en la LBM" y la LLC (75-85%). Asimismo, estos hallazgos
sugieren que la adquisicion de alteraciones citogenéticas ocurriria en fases muy tempranas de
la enfermedad (incluso antes de que ocurra un crecimiento clinicamente significativo del tamafio

del clon) y que su frecuencia se iria incrementando de forma significativa desde la MBL"™ (30-
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60% de los casos segun el tiempo de evolucion) a la MBL" y la LLC (75-80%).361-365.367:454 g
tenemos en cuenta que i) no existe una asociacion clara entre la presencia de alteraciones
citogenéticas y los cambios en el tamafio de los clones en la LBMP, y que ii) aunque las
alteraciones citogenéticas aparezcan en fases tempranas de la enfermedad, lo hacen sobre
clones ya establecidos, nuestros resultados indican también que dichas alteraciones
probablemente no constituyen eventos genéticos primarios. En tal caso, podrian desempefiar un
papel secundario, bien condicionando una mayor inestabilidad genética (que pudiera favorecer
la acumulaciéon de nuevas mutaciones/alteraciones), bien confiriendo una supervivencia celular
mas prolongada, que a su vez favoreceria aun mas la persistencia y acumulacion de estas
poblaciones clonales con el tiempo. Otro hallazgo de nuestro estudio, que apoyaria también dicho
papel secundario de las alteraciones genéticas tipicas de la LLC, adquiridas en estas fases
iniciales de la enfermedad por parte de los clones LBMP®, es la baja frecuencia de
transformacion/progresion a LBM"/LLC. Asi, la tasa de progresion anual de LBM° a LBMM
observada fue de alrededor de 0,2% vy, segun la cinética de crecimiento constatada a lo largo de
los 7 afios de seguimiento, el tiempo medio que se necesitaria para que una LBM" progresara a
LLC, superaria ampliamente la esperanza de vida actual de la poblacién. De acuerdo con estos
hallazgos, en ninguno de los dos estudios de seguimiento antes referidos, y llevados a cabo por
otros autores, se habia detectado evolucién de LBM"° a fases mas avanzadas de la enfermedad,
aunque en términos globales la duracion del seguimiento o el nUmero de casos en dichos
estudios, eran significativamente inferiores a los nuestros.'89.524.550

Por lo tanto, nuestros hallazgos, aunque demuestran por primera vez, la evolucién desde
LBM' a LBMM, sugieren que la tasa de progresion seria muy baja, al menos a medio plazo. Aun
asi, seguimos sin conocer la relacion precisa en lo que a los determinantes de progresion se
refiere, entre la LBM'® —que parece una condicion relativamente estable—, la LBM" —que si seria
una condicion pre-leucémica mas evidente—, y la propia LLC. Para comprender mejor esta
relacién, seria necesario seguir profundizando en el estudio de otras caracteristicas biolégicas
de las células B clonales (ademas de las alteraciones citogenéticas clasicas de la LLC), que
pudieran ser responsables de la progresion de la enfermedad, desde el estadio de LBM®.

Estudios previos han demostrado la existencia de diferencias significativas en las

secuencias del BCR en clones B con fenotipo LLC tipico de sujetos con LBM" respecto a los
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observados en laLBM" y en la LLC, tanto en lo que se refiere al uso de familias IGHV/IGHD/IGHJ,
como en la frecuencia de receptores BCR estereotipados, y el estado mutacional de /GHV.300-502
Estas diferencias en las caracteristicas del BCR de la LBM" vs. LBM" y LLC, asociadas a un
mayor grado de oligo o multiclonalidad durante la etapa de LBM"°, sugieren la existencia de un
proceso de seleccion de aquellos clones LBM que presentan BCRs con las caracteristicas
descritas en la LBM" y/o en la LLC, y consecuentemente, la posibilidad de que pudieran existir
antigenos especificos comunes a ambas entidades (i.e. LBM y LLC). Estos antigenos serian
responsables, por un lado, de la seleccion de la poblacién clonal que se expandiria, y por otra
parte, de la supervivencia y/o expansion de las células de esta misma poblacion.

Un hallazgo inesperado de nuestro estudio fue el que, pese a la baja tasa de progresién
a LBM"/LLC, los individuos con LBM" de nuestra cohorte original, especialmente las mujeres,
tuvieran una supervivencia global significativamente mas corta que la de los demas sujetos
control de la poblacion general (“LBM negativos”) de la misma edad, sexo y area geografica de
procedencia. Ademas, comprobamos que el impacto adverso sobre la supervivencia, de la
presencia de clones LBM" era independiente de otras enfermedades responsables de la mayor
parte de las muertes en la poblacién general, como las enfermedades cardiovasculares y los
tumores sélidos. Este hallazgo es especialmente sorprendente, si tenemos en cuenta que el
grupo de la Clinica Mayo (Rochester, Minnesota) ha referido recientemente que los pacientes
con LBMM" no presentaban diferencias en la supervivencia global vs. controles sin LBM", pese a
que si encontraron una mayor frecuencia de tumores e infecciones en estos pacientes en
comparacion con la observada en la poblacién general.503594506 No obstante, cabe sefialar que
es muy posible que en el grupo control de dicho estudio, en realidad estén incluidos también
muchos casos de LBMP, al haber aplicado para la definicion del grupo control técnicas
significativamente menos sensibles que la empleada en nuestra serie; esto podria contribuir a
explicar, al menos en parte, las diferencias observadas con respecto a nuestros resultados. En
cualquier caso, en contraposicion con los hallazgos del grupo de la Clinica Mayo, y mas en linea
con nuestros hallazgos, merece destacar que el 12% de los individuos con LBM® de la cohorte
del estudio italiano fallecieron en un periodo de 3 afios,'®® y que 4 de los 11 individuos (36%) con

LBM (dos individuos con LBM" y 9 con LBM" evaluados) de un estudio llevado a cabo por el
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grupo de Shim et al., fallecieron también durante los =7 afios de seguimiento realizado en este
ultimo trabajo.%%°

Ademas del mayor riesgo de muerte de los sujetos con LBMP frente a la poblacion
general de su misma edad y sexo, otro de los hallazgos llamativos de nuestro estudio fue el
incremento significativo de la tasa de muerte por infecciones, muy superior a la observada por
esta causa en la poblacion general de la provincia de Salamanca de edad y sexo similares (21%
vs. 1,4%); por el contrario, no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos en la tasa de muerte por tumores o enfermedades cardiovasculares. Estos
resultados ponen de manifiesto la existencia de un gran paralelismo entre la LBM®° y la
LBMM/LLC, en el sentido de que en estos dos ultimos grupos de pacientes se ha descrito una
elevada frecuencia de tumores e infecciones, siendo estas ultimas una de las principales causas
de muerte en la LLC.?73:274.276,552

En conjunto, el incremento de la mortalidad en las LBM", y en especial de la mortalidad
por infecciones, apunta hacia la existencia ya en esta entidad de alteraciones del sistema inmune
con consecuencias clinicas. Si bien desconocemos los mecanismos especificos responsables
de la inmunodeficiencia que puede existir en sujetos con LBM", en nuestra serie observamos un
incremento significativo en el niumero absoluto de todas las poblaciones de linfocitos T (i.e.
células T colaboradoras CD4*, y linfocitos T citotdxicos CD8*, CD4*/CD8* y CD47/CD8") y células
NK de SP, pero restringido a aquellos individuos en los que se produjo un aumento significativo
del tamafio de la poblacién clonal a los 7 afos del estudio basal. Ante este hallazgo, caben dos
posibilidades. Por un lado, podria existir un estimulo (de naturaleza actualmente desconocida)
responsable de la emergencia/activacion y posterior expansion de las células B clonales, y como
consecuencia de ello, la activacion de diferentes componentes de la respuesta inmune frente al
clon linfoide B, provocando un cambio global en la distribucion de las poblaciones leucocitarias,
especialmente de las poblaciones linfoides T/NK; sin embargo, en principio parece poco probable
que una poblacion tan pequefia pueda conducir a un cambio tan significativo. Por otra parte,
cabria la posibilidad de que, como consecuencia de la presencia de un determinado estimulo
antigénico, se activaran poblaciones linfoides T/NK concretas con su consiguiente proliferacion
e incremento numérico en SP; esta activacion T/NK podria generar un micromedioambiente

adecuado, que contribuyese a favorecer la supervivencia y expansion de la poblacién linfoide B
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clonal. En este contexto cabe sefalar que, estudios previos han demostrado la presencia de
diversas alteraciones funcionales en los linfocitos T de la LLC.184274.284,291,292,295,296,298,300,553 A |g
vista de nuestros propios resultados en sujetos con LBMP, seria interesante llevar a cabo
estudios funcionales para determinar si los linfocitos T incrementados ya en la fase de LBMP
estan alterados y en tal caso, si el tipo de alteracion es similar a la descrita en la LLC.

En resumen, los primeros resultados de nuestro estudio demuestran que la LBM" es una
entidad persistente y dinamica, en la que la mayor parte de los clones B aumentan
significativamente su tamafio en sangre y adquieren alteraciones citogenéticas similares a las
observadas en LBM" y la LLC, acompariandose de un aumento significativo de la mayoria de las
poblaciones linfoides T y NK circulantes. Sin embargo, la probabilidad de progresion a LBM" o a
LLC es extraordinariamente baja a medio plazo. A pesar de ello, la presencia de estas
poblaciones clonales de origen desconocido, se asocia a un acortamiento significativo de la
esperanza de vida, especialmente en las mujeres, debido a una mayor mortalidad por procesos
infecciosos. Esta mayor tasa de mortalidad sugiere la existencia de una alteracion del sistema
inmune ya constatable en sujetos con LBM", y que se agravaria con la progresion a LLC. Seria
necesario, por tanto, determinar cuales son las alteraciones especificas del sistema inmunolégico
y de la respuesta inmune en sujetos con LBM"°, que permitan desentrafiar los mecanismos
responsables del aparente estado de inmunodeficiencia presente ya en esta etapa, en principio

estable y (tedricamente) asintomatica y/o premaligna de la enfermedad.

2.- Distribucion de diferentes compartimentos de linfocitos B normales de sangre

periférica en sujetos con LBM" versus LBM" y LLC

A raiz de los hallazgos referidos en el apartado anterior, y teniendo en cuenta ademas el
progresivo deterioro del sistema inmune desde la etapa de LBM" hasta la LLC, el siguiente
objetivo de este trabajo de tesis doctoral se centré en estudiar el estado del sistema inmune en
sujetos con LBM"°, LBM" y LLC vs. sujetos control de la misma edad y sexo, con un foco especial
en el compartimiento de las células B normales residuales de SP.

De todas las alteraciones inmunoldgicas descritas en pacientes con LLC, las alteraciones
en la rama “humoral” de la respuesta inmune (especialmente la hipogammaglobulinemia) son las

mas frecuentes y mejor caracterizadas, y las que han demostrado tener una relacién mas
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evidente con la morbi-mortalidad producida por infecciones.?’® Aun asi, hasta la fecha la
informacién disponible acerca de la distribucion de los linfocitos B normales de SP, responsables
de las respuestas mediadas por anticuerpos, ya sea en sujetos con LBM o en pacientes con LLC,
sigue siendo muy limitada. En este trabajo, constatamos la existencia de una reduccién
significativa en el nimero absoluto de linfocitos B normales residuales en SP de pacientes con
LBMM y LLC en estadio Rai 0, fundamentalmente a expensas de las células B pre-CG (i.e.
linfocitos B inmaduros y linfocitos B naive). Si tenemos en cuenta que el numero de células B
pre-CG es reflejo de la produccién de linfocitos B en la MO, nuestros resultados sugieren la
existencia de un déficit de produccién medular de (nuevos) linfocitos B, desde la etapa de LBM".
A pesar de que en este estudio no se han identificado diferencias significativas en el numero
absoluto de las poblaciones pre-CG en LBM"° con respecto a controles sanos no-LBM, en un
estudio publicado anteriormente por nuestro grupo si se observé una reduccion significativa de
células B inmaduras y naive en sujetos con LBM"°, aunque no tan acusada como la descrita aqui
para los pacientes con LBMM y LLC.>*® Esta aparente discrepancia entre ambos estudios
posiblemente se deba a que el nimero de casos incluidos en este Ultimo es menor (27 LBM° y
40 controles vs. 95 LBM" y 617 controles en el estudio anterior).54°

No obstante lo anterior, el hallazgo de una reduccién significativa en el niumero de
linfocitos B pre-CG circulantes, sugiere que podria haber una infiltracion progresiva de la MO por
parte de los linfocitos B clonales, con la consiguiente afectacion de la hematopoyesis, que
ocurriria en etapas previas a la LLC Rai 0. Si esta hipotesis fuera cierta, deberian estar afectados
preferentemente los nichos hematopoyéticos donde se producen los linfocitos B, ya que en
ninguno de los sujetos incluidos en nuestro estudio se detectaron otras citopenias. Es importante
destacar que la disminucion en el nimero de células B pre-CG observado en sujetos con LBM y
LLC no es debida a la edad, al haberse ajustado por edad las comparaciones con el grupo control.

La disminucién progresiva de la produccion de células pre-CG, podria llevar a una
reduccién paulatina del repertorio BCR de los linfocitos B naive, y por tanto, a una alteracién
(progresiva) de la capacidad de generar respuestas inmunoldgicas eficaces cuando el individuo
contacte con nuevos patdégenos o una parte de ellos. Ante esta situacion, seria interesante poder
analizar en profundidad en el futuro, el repertorio BCR de los linfocitos B (totales y pre-CG) de

sujetos con LBM y LLC, con la finalidad de confirmar esta hipotesis.
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A diferencia de lo descrito para las células B pre-CG, globalmente no se observaron
diferencias significativas (vs. controles) en el nimero absoluto de las poblaciones linfoides B que
ya han reconocido Ag (i.e. células B de memoria y células plasmaticas), la Unica excepcion fue
la de los sujetos con LBM", en los que el niumero de CP circulantes estaba significativamente
reducido respecto a los controles sanos. No obstante, cuando analizamos la distribucién de los
linfocitos B de memoria y de las CP en funcién de la subclase de Ig expresada por ambos grupos
de células B, si observamos que los individuos con LBM y LLC tenian una distribucion diferente
de la normal para dichas subpoblaciones B. Asi, llamaba la atencién la existencia de una
reduccion significativa en el nimero de CP IgM* ya en sujetos con LBM®, lo cual apoyaria la
existencia de alteraciones inmunoldgicas desde etapas muy anteriores al establecimiento de la
LLC. Ademas, en los pacientes con LBM" se observo una reduccion de todas las subpoblaciones
de CP, independientemente del isotipo de Ig expresado (excepto de la poblacion de CP 1gG3*).
Por el contrario, en la LLC, solo estaban disminuidas las subpoblaciones de CP IgG2*, IgG4* e
IgA2*, es decir, aquellas subpoblaciones de CP que expresan subclases de Ig codificadas en el
tercer bloque de genes C, dentro del gen IGHC. Por lo que respecta a las células B de memoria,
los individuos con LBM" mostraron una disminucion del nimero absoluto de las subpoblaciones
de memoria IgG3* e 1IgG4*, mientras que en la LLC Rai 0 se encontraba reducido el numero
absoluto de células B de memoria IgG2*, IgG4* e IgA2*, de manera analoga al patron observado
en las CP de estos mismos pacientes.

En principio, cabria esperar que como consecuencia de un proceso de deterioro
progresivo de la respuesta inmune mediada por células B, el numero de CP y de células B de
memoria fuese mas bajo en la LLC que en la LBM". Sin embargo, nuestros resultados apuntan
en la direccion contraria, de manera que es en la etapa de LBM" —y no en la LLC—, donde
encontramos que practicamente todas las poblaciones de CP estan reducidas significativamente
vs. el grupo control, y no solo las subpoblaciones 1IgG2*, IgG4* e IgA2*, como ocurre en la LLC.
Una posible explicacion a este hallazgo es que en la LLC podria producirse una recuperacion de
las cifras de CP vy linfocitos B de memoria, debida a una reactivacion de la respuesta inmune
frente a Ag dominantes en el ambiente y/o a Ag a los que nuestro sistema inmune esta expuesto
de manera crénica, como pueden ser autoantigenos o Ag procedentes de virus latentes de

(re)exposicion continuada (como CMV y VEB). Teniendo en cuenta que en la LLC el
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compartimento B pre-CG esta muy reducido, y probablemente muy restringido en su repertorio
BCR, la aparente recuperacién de la poblacién de CP en pacientes con LLC solo seria
cuantitativa, sin que suponga un incremento en la diversidad del repertorio. Esta hipotesis podria
explicar también por qué el niumero de células B de memoria que expresan subclases
correspondientes al segundo bloque de los genes C de IGH (i.e. IgG3, IgG1 e IgA1) se recupera
enlaLLC, ya que la mayor parte de las respuestas mediadas por linfocitos B frente a Ag proteicos
—como son los virus latentes / cronicos anteriormente mencionados—, dependen de células que
expresan los isotipos IgG1 e IgG3. En esta misma linea, actualmente sabemos que en la LLC
los titulos de anticuerpos especificos frente a algunos virus latentes, como CMV, se mantienen
constantes en el tiempo, a pesar de la disminucion progresiva de los niveles globales de
anticuerpos, asociada al agravamiento de la enfermedad.*?

El estudio de los linfocitos B normales y sus subpoblaciones se completé con la
determinacién de su principal producto soluble, los anticuerpos (Ac). Como era de esperar, los
pacientes con LLC Rai 0 mostraron una disminucion significativa de los titulos solubles de Ac
plasmaticos de los tres isotipos principales (i.e. IgM, IgG e IgA). Sin embargo, al analizar en mas
detalle las subclases de Ig responsables de la reduccion en el titulo de Ac totales de tipo 1gG e
IgA, comprobamos que la disminucién era fundamentalmente a expensas de las subclases 1gG2,
IgG4 e IgA2, respectivamente, es decir, de Igs codificadas por los genes C del tercer bloque del
gen IGHC. La reduccion intensa de los niveles de Ig observada en la LLC, sobre todo de los
niveles solubles de IgG2, podria contribuir a explicar por qué las bacterias encapsuladas son los
principales agentes etiolégicos de las infecciones que padecen frecuentemente estos pacientes
(sobre todo las infecciones del tracto respiratorio, generalmente producidas por S.pneumoniae y
H.influenzae), ya que esta subclase de Ig es la principal responsable de la respuesta frente a Ag
polisacaridicos, presentes en la pared bacteriana de los referidos patdgenos.®35% En
contraposiciéon con nuestros resultados, Freeman et al. observaron que la subclase de Ac mas
frecuentemente reducida en el plasma de los pacientes con LLC era la IgG3.5%° Posiblemente,
esta discrepancia pueda explicarse por diferencias en los valores utilizados para establecer el
rango de la normalidad para cada subclase de Ac entre ambos estudios. No obstante esta
discrepancia, otros trabajos®>® estan mas en linea con nuestros hallazgos que con los referidos

por Freeman et al.%%®
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En resumen, el analisis detallado de las principales poblaciones de linfocitos B
circulantes, incluidas las subpoblaciones de CP y linfocitos B de memoria que expresan
diferentes subclases de Ig, pone de manifiesto la existencia de diferentes patrones de distribucion
de las distintas subpoblaciones B de SP en diferentes etapas de la enfermedad, desde la LBM®
a la LLC. En conjunto, estas alteraciones apoyarian la existencia de una respuesta inmune B
alterada, que tendria su origen ya en la etapa de LBM", siendo mucho mas evidente en la LBM"

ylaLLC.

3.- Respuesta inmune humoral especifica frente a virus ubicuos de nuestro entorno y

neumococo en LBMy LLC

Desde hace tiempo se conoce que la infeccion por ciertos virus esta asociada al
desarrollo de neoplasias hematoldgicas. En la mayoria de los casos en los que ha podido
demostrarse de forma directa esta asociacion, el patégeno induce la transformacién oncogénica
de la célula que infecta; tal es el caso del VEB, asociado con el linfoma de Hodgkin, linfoma de
Burkitt endémico y ciertos sindromes linfoproliferativos cronicos T y NK.30'-305 En otras
hemopatias malignas, el papel oncogénico del agente infeccioso podria estar relacionado con la
induccion de respuestas linfoides antigeno-especificas, que por motivos actualmente
desconocidos, llevaria a expansiones de tipo clonal, como ocurre en la leucemia de linfocitos T
granulares CD4*.57

En la LLC se han descrito algunos hallazgos que implicarian de manera indirecta a
ciertos patdgenos en la ontogenia de la enfermedad. 4'8422 Entre estos hallazgos se incluyen: i)
la mayor seroprevalencia de CMV en pacientes con LLC, respecto a la poblacién general;*?? ii)
la existencia de titulos estables de anticuerpos especificos de CMV, pese a la disminucion de los
niveles plasmaticos de Ig solubles;*?® y iii) la constatacién de que ciertos BCR caracteristicos de
las células clonales de la LLC (e.g. IGHV1-69 51p1) sean capaces de reconocer y unirse de
manera especifica a un Ag concreto de CMV (pUL32).4'® Por otra parte, la recuperacion del
numero absoluto de células plasmaticas circulantes desde la fase de LBM" a LLC aqui descrito,
podria deberse también a una reactivacion de la respuesta linfoide B frente a antigenos comunes

/ dominantes, incluidos los antigenos de virus ubicuos.
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Por todo lo anteriormente expuesto, nuestro tercer objetivo se centrd en el estudio de la
respuesta humoral especifica frente a un grupo de patégenos ubicuos en nuestro ambiente, con
el fin de confirmar / descartar su posible implicaciéon en la ontogenia de la LLC. Para ello,
seleccionamos finalmente cuatro patégenos, que analizamos en cuatro grupos de sujetos
ajustados por edad y sexo (controles no-LBM, LBM", LBM" y LLC) y que incluian: CMV, VEB,
virus de la gripe y S.pneumoniae.

Pese a la reduccion progresiva de los niveles en plasma de IgM e IgG totales desde la
LBM hasta los estadios mas avanzados de la LLC, llamaba la atenciéon que los niveles de
anticuerpos especificos frente a CMV vy al virus de la gripe (tanto de tipo IgM como IgG) eran
similares en los cuatro grupos de estudio, a la vez que existian niveles progresivamente mas
elevados de IgG especifica frente al Ag VCA del VEB, desde la LBM" hasta las formas mas
avanzadas de LLC (estadios Binet B/C). Estos resultados se traducen en que, a pesar de la
situacion de inmunodeficiencia humoral global que conduce a una progresiva pérdida de los
niveles totales de inmunoglobulinas séricas, la respuesta mediada por anticuerpos frente a estos
patdgenos se encuentra mantenida (e incluso aumentada en el caso del VEB), en pacientes con
LLC. Teniendo en cuenta la situacién de hipogammaglobulinemia caracteristica de cada grupo
de estudio, calculamos la ratio entre anticuerpo especifico de patdégeno/anticuerpo total, para
cada isotipo de Ig. Este analisis confirmé que, proporcionalmente, la respuesta humoral (niveles
de anticuerpos) frente a CMV y VEB era significativamente superior en sujetos con LBM"y LLC
vs. individuos sanos o con LBM". Por otro lado, constatamos también que la respuesta humoral
frente a un patégeno variaba en funcién del Ag especifico investigado. Asi, mientras que los
niveles de IgG especifica del Ag nuclear EBNA de VEB disminuian de manera progresiva con la
progresion de la enfermedad, se observaba un patron inverso para los niveles de anticuerpos
frente al Ag VCA del mismo patdgeno. Una posible explicacion a esta aparente discrepancia, es
la diferente funcién que tienen los distintos antigenos del VEB. Asi, mientras que VCA es un Ag
estructural de la capside del virus, EBNA es un factor de transcripciéon necesario para la
replicacion del mismo;>®® esto hace que el antigeno VCA forme parte de todas las particulas
viricas, lo que supone un contacto continuo con los diferentes componentes del sistema inmune,
independientemente de la fase del ciclo vital en la que el virus se encuentre, mientras que el

antigeno EBNA solo esta presente cuando se produce la activacion del ciclo litico del virus.5%®
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A la vista de estos resultados, cabe preguntarse por qué los niveles de anticuerpos
especificos frente a estos patdgenos se mantienen en niveles habituales / normales, incluso en
las formas mas avanzadas de la enfermedad. Una posible hipétesis que explicaria estos
hallazgos es que, al tratarse de virus latentes y extremadamente frecuentes en nuestro entorno,
se producirian reactivaciones aprovechando el estado de inmunodeficiencia global del individuo.
Al ser patdégenos cuyo reservorio se encuentra en las propias células del organismo,
especialmente en las células presentadoras de antigeno y sus precursores, el proceso de
reactivacion y la respuesta inmunolégica consecuente serian continuas en el individuo,
favoreciendo el contacto mantenido con linfocitos B de memoria y/o naive recién producidos, con
una produccién constante de anticuerpos especificos frente a estos patégenos. Esta respuesta
inmunoldgica seria aparentemente eficiente, ya que los pacientes con LLC (no sometidos a
tratamiento quimioterapico) tienen una frecuencia muy baja de reactivaciones por CMV o VEB
clinicamente sintomaticas.*38-55%-561 Asimismo, cabe plantear que como consecuencia de estos
procesos de reactivacion de la respuesta inmune, que tendrian lugar ya desde la etapa de LBM",
las sefales derivadas de las mismas pudieran favorecer la progresion del clon tumoral, mediante
la generacion de un micromedioambiente favorable para la activacion, supervivencia y/o
expansion de las células B, incluida la poblacion B clonal. De acuerdo con esta hipétesis, la
poblacion de linfocitos T CD4*/CD8*, cuya funcion principal es responder frente a este tipo de
virus latentes crénicos (especialmente frente a CMV), se encuentra expandida en la mayoria de
los pacientes con LLC. En este sentido, cabe la posibilidad de que estas células expandidas
pudieran ser responsables, al menos en parte, de la generacién de las sefiales inductoras del
crecimiento / supervivencia tumoral, a través, por ejemplo, de la secrecion de citocinas.562-565

Por otra parte, se ha sugerido que algunos virus crénicos como CMV, podrian tener
también un papel relevante en la ontogenia de la LLC, debido a la mayor seroprevalencia de
infeccion cronica por CMV observada en pacientes con LLC respecto a la poblacion general.*??
Sin embargo, estos resultados no han podido ser confirmados en otras series de pacientes.*??
En nuestra serie, no encontramos diferencias significativas en la seroprevalencia de CMV o de
VEB, entre pacientes con LLC y sujetos sanos de la poblacion general del drea geografica de
Salamanca, siendo la tasa de seroprevalencia para ambos virus de practicamente el 100% en

todos los grupos analizados.%%¢°67 Globalmente, estos resultados, junto con datos previos de
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otros trabajos, sugieren que muy probablemente no exista un Unico antigeno / patégeno
responsable de la activacion del BCR de las células clonales de la LLC, de manera que los
estimulos antigénicos implicados serian de naturaleza y origen diverso.*12568

A diferencia de lo expuesto para CMV, VEB vy el virus de la gripe, los niveles de IgG
especifica frente a S.pneumoniae disminuyeron de manera progresiva desde la LBM" hasta las
etapas mas avanzadas de la LLC, en paralelo con la disminucion de la IgG plasmatica total. Estos
resultados confirman la evidencia de una desproteccion progresiva frente a S.pneumoniae en
individuos con LBM y LLC, lo que les colocaria en riesgo de padecer infecciones respiratorias
agudas y graves, como las neumonias por neumococo, relativamente frecuentes en pacientes
con LLC. Es posible que este mismo patron de desproteccion ocurra frente a otras bacterias
encapsuladas responsables de muchos procesos infecciosos descritos en sujetos con LBM" y
pacientes de LLC (e.g. S.aureus.), aunque harian falta nuevos estudios para comprobarlo.

En su conjunto, los hallazgos referidos en este apartado del trabajo sugieren que, como
consecuencia de la reactivacion de la respuesta inmune frente a virus latentes, podrian generarse
nuevas expansiones de células B de memoria y de CPs con especificidades concretas (repertorio
BCR restringido) responsables del mantenimiento de los niveles séricos de anticuerpos frente a
estos microrganismos, y de la aparente recuperacién del numero de CPs vy linfocitos B de
memoria observados en la transicion de LBM" a LLC. Sin embargo, esta aparente recuperacién
cuantitativa de ambos compartimentos celulares, esconderia una profunda remodelacion del
repertorio de ambas poblaciones, con una pérdida gradual de su diversidad en favor de dichos
microrganismos dominantes, con la progresiva desproteccion frente a un numero cada vez mayor
de patdgenos.

A la vista de estos hallazgos, cabe plantearse en el futuro la necesidad (y posible
efectividad) de potenciar la proteccion frente a patdgenos concretos, a través de medidas de
vacunacion especificas frente a los mismos. En este contexto, varios estudios han demostrado
que los pacientes con LLC responden de forma deficiente a la vacunacion frente a S.pneumoniae
0 H.influenzae, incluso tras varias dosis de recuerdo.329330569-574 FEgtg baja eficiencia
posiblemente sea debida a diferentes alteraciones que afectarian a distintos compartimentos de
células del sistema inmune existentes en pacientes con LLC. Por este motivo, seria légico pensar

que un tratamiento profilactico, desde las fases mas tempranas de la enfermedad, e incluso antes
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de que esta sea diagnosticada (por ejemplo, en la etapa de LBM), se asociaria con una mayor
eficacia de la respuesta a vacunacion, y por lo tanto, con una mayor proteccion frente a estos
patdgenos.

En resumen, nuestros resultados ponen de manifiesto el mantenimiento (e incluso
aumento) de los niveles de anticuerpos especificos frente a CMV, VEB y virus de la gripe, tanto
en la LBM" como en la LLC, pese a la caida progresiva global de los niveles de Igs séricas. Esta
persistencia de los niveles de anticuerpos frente a patdgenos concretos podria deberse a una
reactivacion mantenida, pero asintomatica, de la respuesta frente a los mismos, lo cual podria a
su vez contribuir a la generacion de un micromedioambiente favorable para la supervivencia y
expansion del clon B, y por lo tanto, facilitaria también la progresién de la enfermedad desde sus
fases mas tempranas. En el futuro, son necesarios estudios longitudinales en series mas amplias,
para poder confirmar el posible papel de estos patdgenos en la progresion y transformacion
maligna de la enfermedad, y/o para establecer su posible utilidad como marcadores de
progresion de la misma. En paralelo, existiria una desproteccién progresiva y grave frente a
S.pneumoniae (y probablemente también frente a muchos otros patégenos), que finalmente
serian los responsables de la elevada morbi-mortalidad causada por infecciones tanto en sujetos
con LBM como en pacientes con LLC, y frente a los que cabria plantear el posible beneficio de
medidas dirigidas a potenciar la respuesta inmunolégica, ya desde fases tempranas de la

enfermedad.

4.- Modelo hipotético de ontogenia y expansion de las poblaciones linfoides B clonales

que conducenalaLBMylaLLC

La activacion normal de linfocitos B especificos de antigeno da lugar a pequefias
expansiones (oligo)clonales B. La persistencia de algunos estimulos antigénicos concretos,
desconocidos por el momento, podria favorecer la supervivencia y/o expansion de algunas de
estas poblaciones clonales. Su persistencia en el tiempo, unida a la adquisicion progresiva de
alteraciones genéticas tipicas de la LLC, podria favorecer aun mas si cabe su supervivencia. El
aumento del numero de estas células, aunque en cifras relativamente bajas, podria generar una
inhibicion competitiva de la produccion de linfocitos B normales en médula ésea, con la

consiguiente disminucion del repertorio B, y la progresiva instauracion de un estado de
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inmunodeficiencia secundaria, de tipo humoral. Como consecuencia de todo ello, se produciria
una pérdida progresiva de la respuesta inmune mediada por linfocitos B, frente a distintos
patdgenos, reflejada en una hipogammaglobulinemia progresiva, que se agrava aun mas al

progresar la enfermedad.

Figura 5 | Esquema ilustrativo del modelo secuencial de desarrollo y expansion de poblaciones

de linfocitos B clonales en la LBM y la LLC planteada segun los resultados de este trabajo.
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En este contexto, la produccién residual de anticuerpos quedaria enfocada, e incluso
restringida, a las respuestas frente a patégenos comunes del medio; estos al estar presentes de
forma constante en el organismo, podrian inducir con mayor probabilidad una respuesta inmune
mediada por células B naive, una vez se haya agotado la memoria inmunoldégica frente a los
mismos. Esto conllevaria un incremento (relativo) de los titulos de anticuerpos especificos frente
a estos microrganismos, asociado a niveles progresivamente mas bajos de anticuerpos frente a

otros patégenos, poniendo al individuo en riesgo de padecer infecciones graves. Asimismo, la
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respuesta B mantenida (cronificada) frente a estos patdégenos habituales podria proporcionar las
sefales requeridas por los (pequenos) clones de linfocitos B tumorales, portadores ya de
alteraciones genéticas tipicas de las fases mas avanzadas de la enfermedad, para proliferar e
incrementar su numero en el organismo, con la posterior transformacion maligna de la

enfermedad.
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En relacion con el primer objetivo, centrado en determinar la tasa de persistencia
y la cinética de las poblaciones linfoides B clonales presentes en SP de sujetos con LBM',

asi como su impacto clinico a medio plazo:

1. La LBMP" es una entidad persistente en el tiempo dado que, tras una mediana de
seguimiento de 7 afios, en todos los individuos analizados persistian en la circulacién las
pequefas poblaciones de linfocitos B clonales con caracteristicas fenotipicas idénticas a

las detectadas en el estudio basal.

2. Las poblaciones de linfocitos B clonales con fenotipo de tipo LLC de sujetos con LBM®,
presentan caracteristicas biolégicas muy dinamicas, asociadas en la mayoria de los
casos a un aumento de tamafio y a la adquisicién progresiva de nuevas alteraciones

genéticas caracteristicas de LLC de buen pronéstico.

3. Aunque la tasa de progresion de LBM° a LBM" o LLC es a medio plazo
extraordinariamente baja, todo parece indicar que esta entidad constituiria la primera
fase de desarrollo de la enfermedad, sin que por el momento hayamos podido identificar

las caracteristicas clinicas y/o biolégicas asociadas a la transformacién maligna.

4. Los sujetos con LBMP, especialmente las mujeres, tienen una supervivencia
significativamente mas corta que la de la poblacion general de la misma edad, sexo y
area geografica de procedencia, debido a una mayor mortalidad por infecciones. Estos
hallazgos sugieren que, ya en las etapas mas tempranas de desarrollo de la LLC podria
existir una alteracion de la respuesta inmune, potencialmente relacionada con la

expansion de los pequenios clones de linfocitos B tumorales.
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En relacién con el segundo objetivo, que perseguia evaluar la distribucién de las

subpoblaciones de linfocitos B normales en SP y los niveles de Igs plasmaticas en la LBM'"

respecto tanto a adultos sanos sin LBM como a pacientes con LBM" y LLC:

Existe una alteracién importante de la distribucion de las principales poblaciones de
linfocitos B normales residuales de sangre periférica en pacientes con LBM" y LLC,
siendo dicha alteracion debida fundamentalmente a una reduccién significativa del
nuamero de linfocitos B inmaduros y naive, lo que generaria un repertorio B mas

restringido.

Aunque globalmente no se observa una alteracion del niumero de células plasmaticas y
de linfocitos B de memoria en la SP de sujetos con LBM y LLC, un analisis mas detallado
muestra una alteracion cualitativa y progresiva de ambos compartimientos celulares. Asi,
se observa una reduccion significativa de las CPs IgM* en la LBM", seguido de una
disminucion de CPs de todos los isotipos de Ig en la LBM", y de un déficit especifico de
CPs y linfocitos B de memoria que expresan subclases de Ig codificadas en el tercer

bloque de genes IGHC (1gG2, IgG4, IgA2) entre pacientes con LLC.

En relacién con el tercer objetivo, centrado en evaluar la respuesta humoral

especifica frente a patégenos comunes de nuestro medio y a neumococo, en sujetos con

LBM'" frente a adultos sin LBM y pacientes con LBM" y LLC:
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Los titulos especificos de anticuerpos frente a virus latentes (como CMV o VEB) se
encuentran proporcionalmente mas representados en la LBMM y la LLC que en donantes
sanos y/o la LBM®, lo que podria reflejar un mayor grado de reactivacion de la respuesta

inmune frente a estos patégenos, a medida que avanza la enfermedad.

A diferencia de lo que ocurre en CMV y VEB, los titulos de anticuerpos especificos frente
a neumococo disminuyen de manera progresiva desde la LBM" hasta las fases mas
avanzadas de la LLC, lo que podria contribuir a explicar el estado de inmunodeficiencia
secundaria acusada frente a este patdégeno, y el mayor riesgo de infecciones

respiratorias graves, observadas en pacientes con LBM y LLC.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO CORRESPONDIENTE AL
ARTICULO 1

“La linfocitosis B monoclonal de bajo recuento persiste tras 7 afios

de seguimiento y se asocia a menor supervivencia”

En esta seccién se recogen: 1) los materiales y métodos suplementarios, haciendo especial
hincapié en los paneles de anticuerpos monoclonales y sondas fluorescentes utilizadas en
citometria de flujo e hibridacion in situ (iFISH), respectivamente; 2) las caracteristicas clinicas y
biologicas de los sujetos con clones LBM® tipo no-LLC, de acuerdo a su clasificacion fenotipica;
3) analisis comparativo del tipo y frecuencia de alteraciones citogenéticas en muestras pareadas
de sujetos con LBM" considerando el momento basal y tras 7 afios de seguimiento; 4) la
distribucién de las principales poblaciones de linfocitos T y células NK en sangre periférica de
sujetos con LBMP tipo LLC tras 7 afios de seguimiento vs. adultos sanos con la misma
distribucion de edad y sexo; 5) resultados del analisis multivariante para definir los factores
asociados de manera independiente con el riesgo de muerte de los sujetos analizados; 6) estudio
comparativo de la frecuencia de fallecimientos en la poblacion general de Salamanca vs. sujetos
con LBMP en el periodo 2015-2016; 7) listado de todos los médicos del servicio de Atencion

Primaria de Salamanca que han participado en el estudio.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Supplementary methods

Flow cytometry immunophenotypic studies. A total amount of between 1 and 4 mL of EDTA-
anticoagulated PB per case and follow-up time point was immunophenotyped, using either a direct
immunofluorescence stain-and-then-lyse technique'? or following a “Bulk Lysis Protocol”

(www.EuroFlow.org) (Supplementary Table 1); per sample, cells were stained with both a “screening tube”

for the analysis of the distribution of the different lymphocyte subsets, and a “characterization tube”, aimed
at the identification and characterization of the B-cell clone(s). Panels A and B in Supplementary Table 1
detail the composition of each “tube” for samples stained at baseline, while Panels C and D in

Supplementary Table 1 show the antibody combinations for staining samples collected during follow-up.

For detection of clonal B-cell populations, =5x10° cells were measured in a FACSCanto |l flow
cytometer -Becton/Dickinson Biosciences (BD), San José, CA-. Instrument setup, calibration and daily
quality control were performed according to well-established protocols.>* All cases defined as MBL"
showed 21 clonal -imbalanced surface membrane (sm) Ig kappa/smlg lambda ratio of >3:1 or <1:3- and/or
aberrant B-cell population, showing either a CLL-like phenotype (CD19* CD20'" CD5*** smlg') or any other
non-CLL-like aberrant B-cell phenotype.’? The minimum number of clustered events required to define a

population was of 250 cells.?

Statistical analyses. Conventional descriptive and comparative statistics -Mann-Whitney U and Kruskal-
Wallis tests, as well as Wilcoxon and Friedman tests, and the Spearman correlation test— were performed
for all relevant variables. For objective evaluation of sequential changes in the number of clonal B-cells per
subject, a 99% confidence interval (Cl) was estimated per sample, using a resampling bootstrap method
that takes into account random variation in the size of each clonal B-cell population;>® values above or
below the baseline 99% CI were considered to be real changes in the size of the B-cell clones studied
during follow-up. Overall survival (OS) curves were plotted according to the method of Kaplan-Meier and
the (one-sided) log-rank test was used to compare OS curves of MBL" subjects vs. (age- and sex-matched)

non-MBL" controls from the general population studied in parallel at baseline.

—Supplementary Information Page 1—



Information regarding the status (alive vs. death) of both groups was collected from the Spanish
Index of Deaths (INDEF, Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, Madrid, Spain). Multivariate
analyses using the Cox regression model was performed to predict the variables independently associated
with a greater/lower risk of death. Mortality data -including causes of death- for the general population from
the same geographical area for the 2008-2016 period was obtained from the Spanish Statistical Office
(www.ine.es). A predictive linear regression model was built to estimate the time CLL-like MBL" clones
might potentially take to progress to MBL" and CLL. Statistical significance was set at P-values <0.05. All
statistical analyses were performed with SPSS 19.0 software (SPSS-IBM, Armonk, NY), except for the
bootstrap calculations and the linear regression model, that were accomplished with MATLAB R2015a

(Mathworks, Natick, MA).
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Supplementary Tables

SUPPLEMENTARY TABLE 1.- Combination of fluorochrome-conjugated antibodies used for the
immunophenotypic analysis of peripheral blood samples by flow cytometry

A. Screening tube used at baseline (“stain-and-then-lyse” SOP 25x10° cells analyzed)'?

Fluorochrome PacB PacO FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC AF700

Marker CD20 CD45 CD8+anti-A  CD56+anti-k CD4 CD19 CD3 CD38
UCHT4+ C5.9+

Clone 2H7 HI30 L200 J3-119 SK7 HIT2
polyclonal polyclonal

Beckman
Source eBioscience Invitrogen BD+Dako BD+Dako BD —_— BD Exbio
oulter

B. MBL'" characterization tube used at baseline (“stain-and-then-lyse” SOP with 25x10° cells analyzed)'?

Fluorochrome PacB PacO FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC AF700
Marker CD20 CD45 Anti-k Anti-A CD19 CD10 CD5 CD38
Clone 2H7 HI30 Polyclonal  Polyclonal HIB19 HI10a L17F12 HIT2
Source eBioscience Invitrogen Dako Dako BD BD BD Exbio

C. LST (EuroFlow® Lymphocyte Screening Tube): used at follow-up (EuroFlow “Bulk Lysis” SOP with
25x108 cells analyzed)

Fluorochrome PacB 0C515 FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APCH7
CD20+ CD8+ CD56+ CD19+
Marker CD45 CD5 CD3 CD38
CD4 Anti-k Anti-A anti-TCRyd
2H7+ UCHT4+ C5.9+ HI10a+
Clone HI30 HIB19 UCHT2 HB7
RPA-T4 polyclonal polyclonal 11F2
eBioscience Beckman
Source Cytognos Cytognos Cytognos BD BD BD
+BD Coulter+BD

D. MBL'" characterization tube used at follow-up (EuroFlow “Bulk Lysis” SOP with 25x10° cells analyzed)

Fluorochrome PacB PacO FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC AF700
CD3+
Marker CD20 CD27 CD5 CD305 CD79% CD19 " anti-A
anti-k
SK7+
Clone 2H7 L128 UCHT2 DX26 3A2-2E7 J3-119 Polyclonal
Polyclonal
Beckman BD+
Source eBioscience BD BD BD BD Cytognos
Coulter Cytognos

“Stain-and-then-lyse” and “Bulk Lysis” protocols were compared in parallel and no statistical differences were found regarding the detection
of normal B-cells, clonal B-cells or any of the major cell populations in the peripheral blood.®>* For more detailed protocols please see
www.EuroFlow.org. Abbreviations (alphabetical order): AF700: alexa fluor® 700; APC: allophycocyanine; APCH7: allophycocyanine-
hilite®7; BV510: brilliant violet™ 510; FITC: fluorescein isothiocyanate; MBL'®: low-count monoclonal B-cell lymphocytosis; OC515: orange
Cytognos 515; PacB: pacific blue™; PE: phycoerythrin; PECy7: phycoerythrin-cyanine7; PerCPCy5.5: peridinin chlorophyll protein-complex

cyanine 5.5. Manufacturers (alphabetical order): Becton Dickinson Biosciences (BD), San José, CA; Beckman Coulter, Brea, CA; Cytognos,

Salamanca, Spain; Affymetrix eBioscience (eBioscience), San Diego, CA; ExBio, Vestec, Czech Republic; Invitrogen (ThermoFisher

Scientific), Waltham, MA.
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SUPPLEMENTARY TABLE 2.- Panel of probes and fluorochromes used for interphase
fluorescence in situ hybridization (iFISH) studies
and the corresponding chromosomal regions targeted

Probe name Fluorophore Targeted chromosome  Probe size

band/ region (Kb)#
Custom Kit for CLL-like clones
ATM SG 11922.3 180
D12Z3 SA 12p11.1-q11 NA
D13S25 SGo 13914.3 306
P53 SR 17p13.1 159
LSliGHDCBA  solsG 14932 2501900
Probes for other non-CLL B-CLPD
LSI IGH/CCND1 DC DF SO/SR 11913/14g32 942/1500
LS! IGH/BCL2 DC DF SG/SO 14932.3/18921.3 1600/870
ON 7932/SE7 DC SR/SG 7932.1/7p11.1-q11 682/NA
LSI BCL6 DC BA SO/SG 3q27 349/816
LSI MALT DC BA SO/SG 18921 600/765

#Information obtained from Kreatech Diagnostics, CytoCell Ltd. and Vysis Inc. Customized probes kits from Kreatech
Diagnostics (Amsterdam, The Netherlands), CytoCell Ltd. (Cambridge, UK) and Vysis Inc. (Abbott Park, IL, USA).
Abbreviations (alphabetical order): BA: break-apart probe; B-CLPD: B-cell chronic lymphoproliferative disorder;
CLL: chronic lymphocytic leukemia; DC: dual color; DF: dual fusion; IGH: heavy chain immunoglobulin; LSI: locus
specific identifier; NA: not applicable; SA: spectrum aqua; SE: a-satellite centromeric probe; SG: spectrum green;

SGo: spectrum gold; SO: spectrum orange; SR: spectrum red.
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SUPPLEMENTARY TABLE 3.- Clinical and biological characteristics of non CLL-like MBL' subjects distributed by

phenotypic category at baseline and after 7y follow-up.

Unclassifiable

MZL-like (n=6) HCL-like (n=1) MCL-like (n=2)
non-CLL B-CLPD (n=2)
Baseline Follow-up Baseline Follow-up Baseline Follow-up Baseline Follow-up
84 63 85
Follow-up time (months) NA (66-87) NA 84 NA (63-63) NA (83-86)
Male/F - 2/4 1/0 2/0 2/0
ale/Female
(33%/67%) (100%/0%) (100%/0%) (100%/0%)
% Leukocytosis (>10x10%/L)* 0 0 0 0 0 0 0 0
eukocytosis X
’ Y (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
% L hocytosis (>4x10%/L)* 0 ! 0 0 0 0 0 0
mphocytosis (>4x
> -ymp (0%) (17%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
o G L, 0 0 0 0 0 0 0 0
openias
o eYep (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
1086 1459 1101 614 1161 1662
N. total T cells/pL 808 792
(796-1965) (755-2908) (1091-1111) (276-953) (1655-1667)  (1448-1877)
611 857 645 238 784 717
N. CD4* T cells/uL 457 570
(351-1395) (447-1995) (467-824) (184-293) (732-836) (629-805)
445 628 423 349 661 619
N. CD8* T cells/uL 315 203
(307-522) (273-848) (237-609) (66-633) (572-750) (404-833)
4.9 8.2 2.2 9.5 5.6 12
N. CD4*/CD8* T cells/pL 0.51 2.0
(1.8-27) (1.1-29) (0.19-4.3) (8.7-10) (4.9-6.2) (7.6-16)
15 35 31 17 211 315
N. CD4/CD8 T cells/uL 36 16
(11-107) (8.1-141) (11-50) (15-19) (167-254) (222-407)
426 412 571 285 263 313
N. NK cells/uL 799 938
(150-668) (252-914) (173-848) (178-392) (248-279) (276-361)
173 335 611 80 149 196
N. total B cells/uL 26 73
(45-1066) (49-1208) (47-1173) (22-138) (137-160) (110-203)
77 43 59 35 114 124
N. normal B cells/pL 23 22
(35-125) (25-104) (46-72) (21-49) (92-136) (58-190)
87 288 551 45 34 74
N. clonal B cells/pL 3.1 52
(4.7-980) (12-1149) (1.4-1101) (1.3-90) (0.62-68) (2.7-144)
. e L . 3 3 0 0 0 0 0 0
cases with clones
° (50%) (50%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
oL had thies* 0 1# 0 0 0 0 0 0
mphadenopathies
> Hymp P (0%) (17%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
0 0 0 0
% Progression to B-CLPD* NA NA NA NA
(0%) (0%) (0%) (0%)
0 0 1 0
% Deaths* NA NA NA NA
(0%) (0%) (50%) (0%)

Results expressed as median (range) or as * number of cases (percentage).

# A single axillar adenopathy (size 1x1cm).

Abbreviations (alphabetical order): B-CLPD: B-cell chronic lymphoproliferative disorder; HCL: hairy cell leukemia; MBL': low-count monoclonal

B-cell lymphocytosis; MCL: mantle cell ymphoma; MZL: marginal zone lymphoma; N.: number, NA: not applicable.
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SUPPLEMENTARY TABLE 4.- Frequency of CLL-associated cytogenetic alterations and
percentage of cells affected by each genetic abnormality in the 21 individuals evaluated both
at baseline and at follow-up.

All MBL'® cases CLL-like MBL'"° cases Non-CLL-like MBL'® cases
(n=21) (n=18) (n=3) P-value
Baseline Follow-up Baseline Follow-up Baseline Follow-up

Chromosomal region
del(13914)(D13S25)  4/15 (27%) 8/15 (53%) 4/14 (29%) 8/14 (57%) 0/1 (0%) 0/1 (0%) R
% altered cells 50£40% 55+£36% (50+40%) 55+36% NA NA
Trisomy 12 2/14 (14%) 2/14 (14%) 113 (7.7%) 1/13 (7.7%) 1/1 (100%) 1/1 (100%) NS
% altered cells 34135% 45+35% 59% 70% 9% 20%
del(11g)(ATM) 1/9 (11%) 1/9 (11%) 0/8 (0%) 0/8 (0%) 1/1 (100%) 1/1 (100%) G
% altered cells 8% 50% NA NA 8% 50%
del(17p)(TP53) 0/8 (0%) 0/8 (0%) 0/7 (0%) 0/7 (0%) 0/1 (0%) 0/1 (0%) NS
% altered cells NA NA NA NA NA NA

Results expressed as number of cases (percentage of cases) and mean + SD of percentage of cells affected by each specific genetic
alteration. @ Baseline vs. follow-up (year +7) for all cases, ® Baseline vs. follow-up (year +7) for CLL-like MBL cases, © Baseline vs. follow-up
(year +7) for non CLL-like MBL cases. Abbreviations (alphabetical order): CLL: chronic lymphocytic leukemia; MBL': low-count
monoclonal B-cell lymphocytosis; NA: not applicable; NS: not statistically significantly different (P>0.05).
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SUPPLEMENTARY TABLE 5.- Absolute number of distinct circulating peripheral blood lymphocyte subsets in
CLL-like MBL'" subjects and age- and gender-matched non-MBL healthy donors

Non-MBL HD #CLL-like MBL" subjects
P-value
(n=250) (n=56)
114/136 22/34
Gender (Male/Female)* NS
(46%/54%) (39%/61%)
Age ( ) 73 75 NS
e (years
9l (49-97) (49-91)
1092 1508
N. of Total T cells/uL <0.001
(435-2951) (460-3753)
643 898
N. of CD4* T cells/pL <0.001
(125-1659) (227-2045)
362 479
N. of CD8* T cells/uL <0.01
(13-1939) (96-1742)
7.1 8.1
N. of CD4*/CD8"* T cells/uL NS
(0.71-74) (1.3-147)
35 65
N. of CD4/CD8" T cells/uL <0.001
(2.7-212) (1.9-338)
119 138
N. of normal B cells/uL NS
(16-776) (26-536)
291 373
N. of NK cells/uL <0.01
(39-1215) (89-3415)

Results expressed as median (range) or as * number of cases (percentage). #2/56 individuals simultaneously carried at
least one CLL-like clone and a non-CLL-like clone. Abbreviations (alphabetical order): CLL: chronic lymphocytic
leukemia; HD: healthy donors; MBL'®: low-count monoclonal B lymphocytosis; N.: number; NA: not applicable; NK:

natural killer; NS: no statistically significant differences (P>0.05).
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MBL'" plus non-MBL cohort.

SUPPLEMENTARY TABLE 6.- List of variables studied in the Cox Regression model and their corresponding

hazard ratios (HR) (95% confidence intervals; Cl) and P-values for their association with OS for the whole

Variables HR (95%CI) P-value
Whole cohort

Cardiovascular disease 2.65(1.30 - 5.41) 0.007
Age (<65y vs. 265y) 5.08 (1.48 - 17.49) 0.01
Solid tumor 2.86 (1.26 - 6.46) 0.01
MBL' clones 2.14 (0.97 - 4.72) 0.06
N. of PB neutrophils (/uL) 1.00 (1.00 - 1.001) 0.12
N. of PB CD4*/CD8* T cells (/uL) 1.02 (0.99 - 1.04) 0.20
Diabetes 0.56 (0.22 - 1.45) 0.23
N. of PB CD4* T cells (/uL) 0.99 (0.99 - 1.00) 0.23
N. of PB monocytes (/uL) 1.001 (0.99 - 1.00) 0.30
Severe infections 0.99 (0.99 - 1.00) 0.30
Hypertension 1.45 (0.68 - 3.11) 0.34
Exposure to toxics 1.34 (0.65 - 2.76) 0.43
N. of PB CD4/CD8" T cells (/uL) 1.25 (0.52 — 3.00) 0.62
N. of PB eosinophils (/uL) 0.99 (0.99 - 1.00) 0.69
Psychiatric disorders 0.99 (0.99 - 1.00) 0.69
Gender 1.09 (0.39 - 3.07) 0.86
Autoimmune diseases 0.94 (0.43 - 2.04) 0.87
N. of PB CD8" T cells (/L) 0.90 (0.10 - 8.56) 0.93

Abbreviations (alphabetical order): Cl: confidence interval; HR: hazard ratio; MBL': low-count monoclonal B-cell

lymphocytosis; N.: number; OS: overall survival; PB: peripheral blood.
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Supplementary Figures

SUPPLEMENTARY FIGURE 1.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1. Death frequencies among MBL'" individuals vs. the general

population of Salamanca region occurring between January 2015 and December 2016. Panels

A and B represent the frequency of deaths by age group for the general population of Salamanca
(white) vs. that of MBL" and CLL-like MBL" individuals (black), respectively. Panels C and D illustrate
the frequency of deaths for males from the general population vs. the whole MBL'" cohort and CLL-like

MBLP" individuals, respectively, whereas Panels E and F show the same comparisons for females.
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Primary Health Care Group of Salamanca for the study of MBL.:

List of members (alphabetical order): Alonso Martin, Maria Monserrat (C.S. Fuentes de Oforo); Asensio
Oliva, Maria Carmen (C.S. Santa Marta de Tormes), Barez Hernandez, Pilar (C.S. Garrido Sur); Cabo
Sastre, Luis (C.S. Ledesma); Carrefio Luengo, Maria Teresa (C.S. Ledesma); Casado Romo, José Maria
(C.S. Alba de Tormes); Cubino Luis, Rocio (C.S. Sancti Spiritus); De Vega Parra, José (C.S. Penaranda);
Franco Esteban, Eloy (C.S. Pizarrales-Vidal); Garcia Garcia, Maria Concepcion (C.S. Guijuelo); Garcia
Rodriguez, Bernardo Lucio (C.S. La Alberca); Garzén Martin, Agustin (C.S. Pefiaranda); Goenaga Andrés,
Rosario (C.S. Ledesma); Gomez Cabrera, Rosalia (C.S. Garrido Sur); Gémez Sanchez, Francisco (C.S.
Periurbana Norte); Gonzélez Moreno, Josefa (C.S. Guijuelo); Gonzalez Vicente, Angel Carlos (C.S.
Aldeadavila de la Ribera); Guarido Mateos, José Manuel (C.S. Vitigudino); Hernandez Sanchez, Maria
Jesus (C.S. Vitigudino); Herraes Martin, Ricardo (C.S. La Alberca); Herrero Sanchez, Amparo (C.S.
Fuentes de Ororo); Jiménez Ruano, Maria Josefa (C.S. Garrido Norte); Jimeno Cascén, Teresa Basa
(C.S. Elena Ginel Diez); Macias Kuhn, Francisco (C.S. Ledesma); Mateos Rubio, Pablo (C.S. Ledesma);
Marquez Velasco, Maria Salud (C.S. Sancti Spiritus); Merino Palazuelo, Miguel (C.S. Fuentes de Oforo);
Miguel Lozano, Rubén (C.S. Garrido Norte); Montero Luengo, Juan (C.S. San Juan); Muriel Diaz, Maria
Paz (C.S. Miguel Armijo); Pablos Regueiro, Araceli (C.S. Vitigudino); Pascual Martin, J. Antonio (C.S.
Fuentes de Onoro); Pastor Alcala, Luis (C.S. Vitigudino); Pedraza Garcia, Jesus (C.S. Vitigudino); Pérez
Diaz, Manuel (C.S. Pizarrales-Vidal); Pérez Garcia, Manuel (C.S. Alba de Tormes); Prieto Gutiérrez, Maria
Teresa (C.S. Pefaranda); Ramos Arranz, Manuel (C.S. Ledesma); Ramos Mongue, Aurora Esther (C.S.
Ledesma); Rodriguez Medina, Ana Maria (C.S. Alba de Tormes); Rodriguez Vegas, Margarita (C.S.
Ledesma); Romo Cortina, Javier (C.S. Elena Ginel Diez); Rosell6 Carmen, Elena (C.S. Vitigudino);
Sanchez Alonso, Begoria (C.S. Aldeadavila de la Ribera); Sanchez Bazo, Begoia (C.S. Aldeadavila de la
Ribera), Sanchez White, Nicolas (C.S. Sancti Spiritus); Sandin Pérez, Rafael (C.S. San José); Sanz Santa-
Cruz; Fernando (C.S. Capuchinos); Soto Jiménez, Francisco (C.S. Santa Marta de Tormes); Velasco
Marcos, Maria Auxiliadora (C.S. Elena Ginel Diez); Vicente Lopez, Horacio Marcos (C.S. Aldeadavila de
la Ribera); Vicente Santos, M. Sebastian (C.S. Aldeadavila de la Ribera).
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MATERIAL SUPLEMENTARIO CORRESPONDIENTE AL
ARTICULO 2

“La linfocitosis B monoclonal y la leucemia linfatica cronica
muestran diferentes perfiles en la distribucion de los linfocitos B

normales residuales en sangre periférica”

En esta seccion se recogen: 1) los materiales y métodos suplementarios, haciendo especial
hincapié en los paneles de anticuerpos monoclonales y sondas fluorescentes utilizadas en
citometria de flujo e hibridacién in situ (iFISH), respectivamente; 2) la estrategia de analisis
utilizada para la identificaciéon de las diferentes poblaciones de linfocitos B aqui estudiados; 3)
las principales caracteristicas clinicas y biologicas de todos los sujetos participantes, de acuerdo
a su distribucién por grupo de estudio; 4) la distribucion en nimeros absolutos de las diferentes
subpoblaciones de linfocitos B y células plasmaticas, asi como los niveles solubles de las
diferentes subclases de inmunoglobulina, para cada uno de los grupos de estudio, y 5) la relacién

del numero absoluto de estas poblaciones y niveles solubles de inmunoglobulina con la edad.

Leukemia 2018, manuscrito aceptado para su publicacion






SUPPLEMENTARY INFORMATION

Supplementary Material and Methods:

Subjects and samples. A total of 110 subjects —61 males (55%) and 49 females (45%); mean
age of 72+11y— were prospectively enrolled in this study between January 2015 and June 2017.
Subjects were classified into: controls (40 non-MBL'" adult healthy donors), low-count monoclonal
B-cell lymphocytosis —MBL'°— (n=27), high-count monoclonal B-cell lymphocytosis —MBL"—
(n=21) and Rai stage 0 chronic lymphocytic leukemia —CLL-0- patients (n=22). Controls and
MBL" subjects were recruited at the Primary Health Care Service of Salamanca (Salamanca,
Spain), while MBL" and untreated/newly-diagnosed CLL-0 patients were recruited at the Service
of Hematology of the University Hospital of Salamanca (Salamanca, Spain) and the Nuestra
Sefiora del Prado Hospital (Toledo, Spain). According to the WHO 2017 criteria, diagnosis of
CLL-like MBL was established whenever <5x10° peripheral blood (PB) clonal B-cells/L with a
CLL-like immunophenotype were detected, in the absence of any other CLL-associated
symptoms or signs of disease.! MBL was further subdivided into MBL" (<0.5x10° CLL-like clonal
B-cells/L) and MBL"" (20.5x10° CLL-like clonal B-cells/L).! In turn, diagnosis of CLL was made
following the WHO-2017 and the International Workshop on CLL criteria.!?

Inclusion criteria for controls were as follows: i) age >40y, ii) absence of recent infectious
diseases, and iii) no current or past history of autoimmune diseases or any immunomodulatory
treatment (e.g. corticosteroids, chemotherapy), including administration of intravenous
immunoglobulins. All subjects gave their written informed consent to participate, and the study

was approved by the Ethics Committee of the University Hospital of Salamanca/IBSAL.

Flowcytometry immunophenotypic studies. Between 1-2 ml EDTA-anticoagulated PB were
collected/case and within 24h, lysed using ammonium chloride and stained with a panel of
fluorochrome-conjugated antibodies, following well-established protocols®* and previously
validated antibody combinations (Supplementary Table 1).> These combinations of monoclonal
antibodies allowed identification of CLL-like and CLL clonal cells as well as the main normal PB
B-cell populations (i.e. immature, naive, plasma cells and memory B cells), including the subsets

of antigen-experienced B-cells expressing different Ig isotypes and subclasses according to their
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distinct phenotypes as described elsewhere,>” and detailed in Supplementary Table 2. For each
sample, 25x10° total PB leukocytes were measured in a FACSCanto Il (8-color panel) or an LSR
Fortessa X-20 (14-color panel) flow cytometer —Becton/Dickinson Biosciences (BD), San José,
CA—-. Instrument setup, calibration and daily quality control were performed following the
EuroFlow standard operating procedures (SOP) available at www.EuroFlow.org. For data

analysis the INFINICYT™ V2.0 software (Cytognos, Salamanca, Spain) was used.

Interphase fluorescence in situ hybridization (iFISH) and /IGHV mutational status analyses.
Fluorescence-activated cell sorting (FACS)-sorted (295% purity) clonal B-cell populations were
investigated for the presence of CLL-related cytogenetic alterations (Supplementary Table 3) —
i.e. del(13914)(D13S25), trisomy 12, del(11q)(ATM) and del(17p)(TP53)-, and their IGHV gene
rearrangements and mutational status, as described elsewhere.®'°© The IMGT database

(www.imgt/cines.org) was used to analyze the IGHV sequences obtained; sequences with an

IGHV germline identity <98% were considered to be mutated (M), while those with 298% germline

identity were classified as unmutated (UM).""2

Quantitation of plasma soluble Ig isotype-subclass levels. Soluble IgM and IgG14 subclass
levels were evaluated in platelet-depleted plasma samples using conventional nephelometry —
Dimension Vista® (Siemens Healthcare, Erlanger, Germany)—, and IgA1.2 levels were assessed
using the SPAPLUS® turbidimetric system (Binding Site, Birmingham, UK); for both approaches,

the manufacturers SOPs and recommendations were strictly followed.

Statistical analyses. The Mann-Whitney U and Chi-square tests were used to establish the
statistical significance of differences observed between groups for continuous and categorical
variables, respectively. P-values <0.05 were considered to be associated with statistical
significance. All statistical analyses were performed using the SPSS V19.0 software (SPSS-IBM,

Armonk, NY).
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Supplementary Tables

SUPPLEMENTARY TABLE 1. Combinations of fluorochrome-conjugated antibodies used for flow cytometric

immunophenotypic identification and characterization of PB B-cell subsets in each subject included in this study.

LST (EuroFlow® Lymphocyte Screening Tube):
8-color tube acquired in a FACSCanto Il (BD) flow cytometer used for the identification of the major leukocyte
populations in PB

Fluorochrome PacB 0C515 FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APC-H7
CD20 CD8 CD56 CD19
Marker + CD45 + + CD5 + CD3 CD38
CD4 Anti-K Anti-A anti-TCRyd
2H7 UCHT-4 C5.9 HI10a
Clone + HI30 + + HIB19 + UCHT2 HB7
RPA-T4 Polyclonal Polyclonal 11F2
eBioscience Beckman
Source + Cytognos Cytognos Cytognos BD Coulter BD BD
BD +BD

Abbreviations (alphabetical order): APC: allophycocyanine; APCH7: allophycocyanine-hilite®7; BD: Becton/Dickinson Biosciences;
FITC: fluorescein isothiocyanate; PacB: pacific blue™; PE: phycoerythrin; PECy7: phycoerythrin-cyanine7; PerCPCy5.5: peridinin
chlorophyll protein cyanine 5.5; 0C515: Orange Cytognos 515.

EuroFlow® Ig isotype subclass B-cell tube:

12-color tube acquired in an LSR Fortessa X-20 (BD) instrument and used for the identification of the different
subsets of normal residual PB B-cells including those defined by the expression of distinct Ig-subclasses

PerCP-

PE-

Fluorochrome Bv421 BV510 BV605 BV711 BV786 FITC Cy5.5 CF594 PECy7 APC APC-H7
smigG3 smigA1 smigG4
Marker CD27 smigM CD5 CD21 CD19 + + smigD CD20 + CD38
smigG2 smigA2 smigA1
SAG3 SAA1 SAA1
Clone M-T271 MHM-88 UCHT2 B-ly4 SJ25C1 + + IA6-2 2H7 + HB7
SAG2 SAA2 SAG4
Source BD Biolegend BD BD BD Cytognos Cytognos BD BD Cytognos BD

Abbreviations (alphabetical order): APC: allophycocyanine; APCH7: allophycocyanine-hilite®7; BD: Becton/Dickinson Biosciences; BV421:
brilliant violet 421; BV510: brilliant violet 510; BV605: brilliant violet 605; BV711: brilliant violet 711; BV786: brilliant violet 786; FITC: fluorescein
isothiocyanate; PE: phycoerythrin; PE-CF594: phycoerythrin-carboxyfluorescein594; PECy7: phycoerythrin-cyanine7; PerCPCy5.5: peridinin
chlorophyll protein cyanine 5.5.
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SUPPLEMENTARY TABLE 2. Phenotypic profiles and criteria used for the identification of the
different PB circulating B-cell subsets.

PB B-cell and PC populations

- Un-switched = Switched -, .\ ;tched  Switched

Phenotypic - Immature Naive Memory Memory

markers B-cells B-cells B-cells B-cells Plasma cells Plasma cells
CD5 + +- - - ! - -
CcD19 + + + + +lo +lo
CD20 + + + + +lo +lo
cD21 |+ H- +1- - - -
CD27 ! - - ! + +/- ; ++ ++
cpss |+ - S ++
sigM ++ o . +o )
slgD + ++ - - -

“Sohs - - o +#

#Each switched hemory B-cell or plasma cell only expresses one of the poésible IgG or IgA subclasses at

a time. Immunophenotypes in this table were defined according to Sims et al., Agrawal et al and Blanco et
al.13-15
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SUPPLEMENTARY TABLE 3. Panel of fluorochrome-conjugated probes used for interphase

fluorescence in situ hybridization (iFISH) studies and the corresponding chromosomal regions

targeted.

VETELE: Probe size
Probe name Fluorophore chromosqme band/ (Kb)*

region

Custom Kit for CLL-like clones in MBL".
ATM SG 11922.3 180
D1273 SA 12p11.1-q11 NA
D13S25 SGo 13914.3 306
P SR frp13t 199
LSIIGH DC BA SO/SG 1432 250/900
Probes for MBL" and CLL
LSIATM SO 11922 230
D12z3 SO 12p11.1-911 NA
LSI D13S25 SO 13q14.3 160
LSI TP53 SO 17p13 145
LSIIGH DC BA SO/SG 14932 250/900

#Information obtained from Kreatech Diagnostics (Amsterdam, The Netherlands), CytoCell Ltd. (Cambridge,
UK) and Vysis Inc. (Abbott Park, IL). Customized probes kits from CytoCell Ltd. Abbreviations (alphabetical
order): BA: break apart; LSI: locus specific identifier; NA: not applicable; SA: spectrum aqua; SG: spectrum
green; SGo: spectrum gold; SO: spectrum orange; SR: spectrum red.
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SUPPLEMENTARY TABLE 4. Clinical and biological characteristics of MBL and CLL subjects vs. non-MBL

healthy controls.

Controls MBL'"° MBL" CLL Rai stage 0 P-value
(n=40) (n=27) (n=21) (n=22)
Male / Female® (4;%5252%) (5530;4183%) (761"/60//2451%) (591;;/2?%) 0.02°
A (e (527-196) (527-2;1) (587-592) (527-289) e
Neutropenia®* (<1 000/uL) (09/0 ) (09/0 ) (09/0 ) (09/0 ) NS
N. leukocytes /uL (4 o 390) (3 01%?1210630) ® 4(1)(1)-130300) (10 e 740) SOt
N. lymphocytes /uL (93?3-?:14357) (6221 1 03 (1 9150133576) 7 500-77 1 26 | 001
N. total T cells /ul (6323-%93 30) (462)-%9318) (7411-?38(?48) (1 oi2925349) 0.02¢
N. CD4" T cells /uL (3415-2651 5) (227535045) (584%241 79) (5212—139226) 0.03¢
N. CD8"T cells /uL (1461653 (1824742 (551 495) (1784 577) NS
N. CD4*/CD8* T cells /L (0-156) (15.23) (0.65.79) 2.4-306) 0.03°
N. CD4/CD8 T cells ful 4.2:354) (16-254) (1.7-348 (19-461) 004!

N. NK cells /uL (1353:‘1‘5273) (89?12254) (31?10?57) (68?15:(3)30) NS

N total B cells /ul (4{3-%%9) (2(;-%614) (6921 -?17210) (5 2411?-%0014) SO
N. normal B cells /ul (4:2-%259) (2111%0) (6.2:740) 67102 <0.0014e!
N. clonal B cells /uL NA (0.011'-7326) (soé-izgoz) (5 2(1)?-324673) - <00z

IGHV mutational status® NA 9/2 19/0 15/6 <0.0501

(M/UM) (82%/18%) (100%/0%) (71%/29%)

Cytogenetic alterations .

TOTAL altered cases” NA (1655/022) (17‘2/;)9) (17%02/3) NS
del(13q14)(D13S25)* NA (1655/3A;3) (162;;)9) (1527’02/:) NS
Trisomy 12%# NA (00/02/03; (25/2/3 (%202) I NS
del(11q)(ATM)* NA 0o %) 0% NS
del(17p13)(TP53)* NA (0(;(,2/03) (0(;3/09) (15@0) NS
t(14932)* NA (113@,) (215:°4A)) (8{’/1) NS

% of altered cells/case NA (5_1120) (1 25_%7) (1 5_199) <0.034e

Results expressed as median (range) or as # number of cases (percentage). 2 Controls vs. MBL",  Controls vs. MBL", ¢ Controls
vs. CLL, 9 MBL" vs. MBL", ¢ MBL" vs. CLL f MBL" vs. CLL. Abbreviations (alphabetical order): CLL: chronic lymphocytic
leukemia; M: mutated /GHV; MBLM: high-count monoclonal B-cell lymphocytosis; MBL': low-count monoclonal B-cell
lymphocytosis; N: Number; NA: Not applicable; NS: statistically not significantly different (p>0.05); UM: unmutated /IGHV.
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Supplementary figures

SUPPLEMENTARY FIGURE 1. Relative distribution of distinct PB B-cell populations including
the subsets of memory B-cells and plasma cells expressing distinct surface immunoglobulin
heavy chain (sIgH)-isotype subclasses in four representative subjects from the non-MBL controls,
MBL'", MBL" and CLL stage 0 study groups.
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Panel A depicts the relative distribution (from total normal PB B-cells) of pre-germinal center (i.e. immature
and naive B-cells) vs. antigen-experienced B-cells (i.e. memory B-cells and plasma cells) for each of the
four cases. Panels B and C show the relative (percent) distribution (from total PB memory B cells and total
PB plasma cells) of the subsets of memory B-cells and plasma cells expressing different IgH isotypes and
subclasses for each case, respectively. Each plot depicts 3-dimensional automated population separator
(APS) view -Principal Component 1 (PC1) vs. PC2 vs. PC3- dot plots obtained from a single representative
case within each group of subjects included in this study. MBL'®: low-count monoclonal B-cell ymphocytosis;
MBLP": high-count monoclonal B-cell lymphocytosis; CLL: chronic lymphocytic leukemia; MBC: memory B-
cells; PC: plasma cells. Color codes are identified in each plot.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 2. Correlation between age and the absolute number of the major
total B-cells, memory B-cells and plasma cells and their isotype subclass subsets, as well as the
soluble Ig plasma levels in MBL'°, MBL", CLL and non-MBL controls subjects.
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Data plotted in each diagram depicts the Pearson’s lineal correlation coefficient (R?) and its significance (p-
value) for age vs. the absolute number of each B-cell subset as well as age vs. Ig soluble plasma levels for
individuals within each study group. Color codes as follows: non-MBL control, gray; MBL'°, blue; MBL",
orange; and CLL Rai stage 0, red.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 3. Distribution of plasma cell subsets expressing different surface
immunoglobulin heavy chain (slgH) isotype-subclasses in peripheral blood of MBL and CLL cases

vs. non-MBL controls.
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Panels A and D show the distribution in absolute numbers of un-switched IgM* and IgD* plasma cells,
respectively. Panels B, E and G show the absolute number of IgG3*, IgG1* and IgA1* switched plasma
cells, respectively. Panels C, F and H depict the distribution in absolute numbers of IgG2*, IgG4* and IgA2*
plasma cells, respectively. The relative position and order of gene segments of the IGHC gene that encode
for the different Ig-subclasses are depicted in the top of the figure. Notched boxes represent 25" and 75"
percentile values; the lines in the middle correspond to median values (50" percentile) and vertical lines
represent the highest and lowest values that are neither outliers nor extreme values. *P<0.05 vs. controls;
**P<0.01 vs. controls; ***P<0.001 vs. controls and *P<0.08 vs. controls. MBL'®: low-count monoclonal B-cell
lymphocytosis; MBLM: high-count monoclonal B-cell lymphocytosis; CLL: chronic lymphocytic leukemia.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 4: Distribution of memory B-cell subsets expressing different
surface immunoglobulin heavy chain (slgH) isotype subclasses in peripheral blood of MBL and

CLL cases vs. non-MBL controls.
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Panels A and D show the distribution in absolute numbers of un-switched IgMD* and IgD-only memory B-
cells, respectively. Panels B, E and G depict the absolute numbers of IgG3*, IgG1* and IgA1* switched
memory B-cells, respectively. Panels C, F and H depict the distribution in absolute numbers of IgG2*, IgG4*
and IgA2* memory B-cells, respectively. The relative position and order of gene segments of the IGHC gene
that encode for the different Ig-subclasses are depicted in the top of the figure. Notched boxes represent
25t and 75" percentile values; the lines in the middle correspond to median values (50" percentile) and
vertical lines represent the highest and lowest values that are neither outliers nor extreme values. *P<0.05
vs. controls; **P<0.01 vs. controls; ***P<0.001 vs. controls and "P<0.08 vs. controls. MBL': low-count
monoclonal B-cell lymphocytosis; MBLM: high-count monoclonal B-cell lymphocytosis; CLL: chronic
lymphocytic leukemia.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 5. Distribution of soluble plasma levels of the main Ig isotype

subclasses in MBL'"°, MBL" and CLL cases vs. non-MBL healthy subjects (controls).
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Panel A shows the titer of total plasma IgG. Panels B, C, D and E represent the plasma titers of soluble
IgG3, 1IgG2 and IgG1 and IgG4 subclasses, respectively. In turn, Panel F displays the plasma levels of total
IgA, while Panels G and H show the plasma titers of IgA1 and IgA2 subclasses, respectively. Dotted lines
correspond to the lower range of normality for each Ig-subclasses, and percentages depict the frequency of
cases below the normal range. The relative position and order of gene segments of the IGHC gene that
encode for the different Ig-subclasses are depicted in the top of the figure. *P<0.05 vs. controls; **P<0.01
vs. controls; ***P<0.001 vs. controls and ‘P<0.08 vs. controls. MBL'": low-count monoclonal B-cell
lymphocytosis; MBLM: high-count monoclonal B-cell lymphocytosis; CLL: chronic lymphocytic leukemia.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO CORRESPONDIENTE AL
ARTICULO 3

“‘Respuesta inmune especifica frente a virus recurrentes y S.

pneumoniae en linfocitosis B monoclonal y leucemia linfatica

cronica: implicaciones en la progresion de la enfermedad”

En esta seccion se recogen: 1) los materiales y métodos suplementarios, especialmente en
relacion a las técnicas de nefelometria y quimioluminiscencia utilizadas para la determinacion de
los niveles de inmunoglobulina soluble; 2) las combinaciones de anticuerpos monoclonales
utilizados para la identificacion de las poblaciones de linfocitos B clonales mediante citometria
de flujo; 3) los reactivos comerciales utilizados para la cuantificacién de los niveles de
inmunoglobulina especifica frente a CMV, VEB, virus de la gripe y S. pneumoniae; 4) analisis
comparativo de la seroprevalencia para CMV y VEB en cada uno de los grupos de sujetos
analizados; 5) la distribucion de los titulos de IgM e IgG especificos de CMV, VEB vy virus de la

gripe para cada grupo de estudio.

Haematologica, julio de 2017; 102(7):1238-1246
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SUPPLEMENTARY TABLE 1.-Combinations of fluorochrome-conjugated antibodies used

for the immunophenotypic analysis of peripheral blood samples by flow cytometry.

Panel A: LST (EuroFlow®) (Lymphocyte Screening Tube) performed in all subjects studied. For MBL'"°z 5x108 PB

cells were evaluated, while for MBL" and CLL = 5x10° cells were analyzed.

Fluorochrome PacB 0C515 FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APCH7
CD20/ CD_8/ CD5_6/ CD1_9/

Marker CD4 CD45 anti- anti- CD5 anti- CD3 (CDs38
Lambda Kappa TCR
2H7/ UCHT4/ C5.9/ J3-

Clone RPA-T4 GA0  poiclonal  Polyclonal  S17F12 qqg/11p2  SK7 HB7
eBioscience/ SRR

Manufacturer BD Cytognos Cytognos  Cytognos BD Cc/)gger BD BD

Panel B: Single 8-color 9- antibody combination used for the specific characterization of clonal B cells in MBL" (= of
5x108 nucleated cells analyzed/case).

Fluorochrome PacB BV510 FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APCH?7
CDg/ .
Marker CD20 CD27 CD5 CD305  CD7% CD19 anti- anti-
K Lambda

appa

SK7/
Clone 2H7 L128 UCHT2 DX26 3A2-2E7 J3-119 Polyclonal Polyclonal
Manufacturer eBioscience BD BD BD BD ST e Cytognos

Coulter  Cytognos

Panel C: Single 8-color antibody combination used for the characterization of clonal B cells in MBL" and CLL (= of
5x108 nucleated cells analyzed/case).

Fluorochrome PacB 0OC515 FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APCH7
Marker CD20 CD45 CD23 CD305 CD5 CD19 CD200 CD43
Clone 2H7 GA90 EBVCS5 DX26 L17F12 J3-119 OX-104 1610

Manufacturer eBioscience Cytognos BD BD BD ngm\ee;n BD BD

Abbreviations (alphabetical order): Ab, antibody; Alexa750, Alexa Fluor® 750; APC, Allophycocyanin; APCH?7,
Allophycocyanin-Hilite®7; BD, Becton/Dickinson Biosciences®; BV515, Brilliant Violet™ 510; CLL, chronic
lymphocytic leukemia; MBL', low-count monoclonal B lymphocytosis; MBLM, high-count monoclonal B
lymphocytosis; OC515, Orange Cytognos™ 515; FITC, fluorescein isothiocyanate; PacB, Pacific Blue™; PE,
phycoerythrin; PECy7, phycoerythrin-cyanine7; PerCPCy5.5, peridinin chlorophyll cyanine5.5.
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SUPPLEMENTARY TABLE 2.-Technical features of commercially available kits used for

the detection of pathogen -specific plasma immunoglobulin (lg) levels.

Pathogen Ig detected Antigen Platform Sensitivity Commercial
isotype Source
. IgM AD169 strain  Architect® <0.85 Index ~BBOT
Cytomegalovirus > "~ U o TmmErm o mmm e Diagnostics
(CMV) I9G AD169 strain  Architect® <0.6 AU/mI  ABBOT
Diagnostics
. ABBOT
M VCA  Architect® <050RLU  piagnostics
Epstein-Barr : ABBOT
virus €BY) 99 VoA Awhitect®  <075RLU  piagnostics
I9G EBNA  Architect® <0.01 S/CO S.BBOT .
iagnostics
VR .
IgM 822™strain ELISA <0.50.D Vircell
Influenza A S TR e
I9G 829 ™gtrain ELISA <050.D \Vircell
VR .
IgM 791 ™strain ELISA <0.50.D Vircell
Influenza B SR L e
I9G 791 ™strain ELISA <050.D \Vircell
Pneumococcus IgG anti-PCP* ELISA <0.07 O.D Binding Site

*Pneumococcal Capsular Polysaccharide. This kit is prepared for the identification of 23 different
serotypes of Pneumococcus (serotypes 1-5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C,
19F, 19A, 20, 22F, 23F and 33F).

Abbreviations (alphabetical order): AU, arbitrary units; EBNA, Epstein-Barr virus nuclear antigen;
ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; Ig, immunoglobulin; RLU, relative light units; O.D,

optical density; S/CO, sample/cut-off; VCA, viral capside antigen.

SUPPLEMENTARY TABLE 3.-Distribution of CMV, EBV and Influenza virus seropositive
healthy donors, MBL'> and MBL" subjects and CLL patients.
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Healthy % o CLL CLL
donors MBL MBL Stage A  Stage B/C CLL
. 72 67 19 28 18 46
Cytomegalovirus+ -, (99%) (91%) (93%) (95%) (94%)
(CMV)
Epstein-Barr 74 68 19 30 19 49
Virus+ (100%) (100%) (91%) (100%) (100%) (100%)
(EBV)
42 34 7 12 10 22
Influenza+ o o o o o o
(A or B strain) (57%) (50%) (33%) (70%) (100%) (82%)
Cases vaccinated against Influenza
13 6 1 4 4 8
(18%) (8.8%) (4.8%) (24%) (40%) (30%)

Cut-off values for seropositivity were established according to the recommended values provided by
the corresponding manufacturers of each reagent kit. No statistically significant differences (p>0.05)
among the groups for any pathogen-specific Ig plasma levels. Abbreviations (alphabetical order): CLL,
chronic lymphocytic leukemia; Ig, immunoglobulin; MBL', low-count monoclonal B lymphocytosis;

MBL", high-count monoclonal B lymphocytosis.
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