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AcMo: Anticuerpos monoclonales.

AI: Indice de apoptosis.

APC: Aloficocianina.

APCs: Células presentadoras de antigenos.

BCL: Numero de linfocitos circulantes.

BCR: Receptor de células B.

BDCA: Antigeno de cé¢lulas dendriticas sanguineas.

bFGF: Factor de crecimiento fibroblastico basico.
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CTLA-4: Cytotoxic T- Lymphocyte-associated protein 4.

DCs: Células dendriticas.
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IFN: Interferon.
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IL: Interleucina.

IWCLL: International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia.
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LLC-B: Leucemia linfatica cronica de células B.
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MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad.

NCI-WG: National Cancer Institute Working Group.

NK: Natural killer.

PB: Pacific blue.

PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica.

PBS: Tampon fosfato salino.

pDC: Célula dendritica plamacitoide.

PE: Ficoeritrina.

PercP: Conjugado de la proteina clorofilperidina.

PMA: Acetato de 12-forbol 13-miristato.

PTK: Proteina tirosina quinasa.

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa.
SSC: Luz dispersada lateralmente.

Syk: Spleen tyrosine kinase (tirosina quinasa de las células B).
TCR: Receptor de células T.

TDL: Tiempo de duplicacion linfocitaria.

TK: Timidina quinasa.

TNF: Factor de necrosis tumoral

TTM: Masa tumoral total.

VEGTF: Factor de crecimiento endotelial vascular.

ZAP-70: Zeta-associated protein-70.



INTRODUCCION



1. REFERENCIAS HISTORICAS DE LA LLC-B.

La enfermedad que hoy conocemos como leucemia fue descrita tanto en sus
formas mieloides como linfoides en 1845 por Virchow y Bennet. Posteriormente, en
1889, Ebstein diferenci6 las formas cronicas y agudas en funcion del curso clinico de la
enfermedad. Las primeras referencias a la leucemia linfatica cronica de células B (LLC-
B) fueron realizadas por Kundrat, Turk, Symmers y Osler entre los afios 1893 y 1918,

siendo en 1924 cuando se dio una definicion clara de la patologia.

En 1966 se publicdé una descripcion de la LLC-B que incluia criterios diagnoésticos,
estrategias terapéuticas y supervivencia de los pacientes (Boggs DR, 1966). En este
mismo afio dentro de la enfermedad se diferenciaron grupos de pacientes que tenian
diferentes prondsticos en la evolucion de la enfermedad debido al incremento relativo
de la cifra de linfocitos en sangre periférica (Galton D, 1966). De esta manera se logro
por primera vez clasificar a los pacientes segn el grado de desarrollo de la enfermedad

y su curso evolutivo.

Pero fue a partir de la década de los 80 y gracias a los avances logrados a nivel de la
biologia celular y molecular, cuando se ha obtenido una gran informacion acerca de la
biologia de las células B en la leucemia. Esto nos ha llevado no s6lo a una mejor
clasificacion de los pacientes sino a una mayor comprension de los mecanismos que
estan implicados en la enfermedad y en las alteraciones del sistema inmune que la

acompanan.

2. DEFINICION DE LA ENFERMEDAD.

La LLC-B es una enfermedad linfoproliferativa cronica, indolente, no curable,
caracterizada por la acumulacion progresiva de linfocitos B monoclonales de aspecto
maduro pero funcionalmente incompetentes (Kipps TJ, 2002). De acuerdo con la
clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se considera una
enfermedad idéntica, aunque en diferente estadio, al linfoma difuso de células B

pequenas.



3. ASPECTOS CLINICOS.

3.1. Etiologia.

Los factores desencadenantes de la enfermedad son todavia desconocidos. Se ha
intentado relacionar con algunos factores ambientales y hereditarios sin que se observe
una relacion clara (Preston DL, 1994; Yuille MR, 2000). También se ha sugerido una

tendencia familiar en la LLC-B pero sin que existan datos concluyentes.

No obstante aproximadamente entre el 40-70% de los pacientes con LLC-B presentan
anomalias citogenéticas. Entre estas anomalias, las mds frecuentes son la trisomia 12
que se ha identificado en un 10-20% de los pacientes con LLC-B (Jurlander J, 1998) y
que ademas ha sido asociada con una morfologia atipica de las células leucémicas, con
un estado avanzado de la enfermedad y un peor prondstico, sin embargo se cree que es

secundaria a la enfermedad (Montserrat E, 1997; Falini B, 1997).

Otra de las anomalias mas frecuente es la deleccion del cromosomal3 (del 13q12-14,
13q14-22) distal al gen del retinoblastoma tipo 1 y que afectan a un 7% de los pacientes
(Kay NE, 1995; Montserrat E, 1997). Las delecciones del cromosoma 6 (del 6g21 y del
6q23) afectan a un 7% de los pacientes con leucemia, los cuales poseen una mayor masa
tumoral pero sin embargo tienen una supervivencia y una respuesta al tratamiento
similar a la del resto de los pacientes (Stilgenbauer S, 1999). Las delecciones del
cromosoma 11 (11g22-23) estan presentes en el 20% de los pacientes y se asocian con
estadios clinicos mds avanzados, adenomegalias marcadas, niveles de hemoglobina mas
bajos, menor tiempo libre de tratamiento y una menor supervivencia de los pacientes
(Dohner H, 1997; Zhu Y, 1999). En menor medida también se observan alteraciones en
el cromosoma 14 (14q+), esta anomalia afecta a los genes de las cadenas pesadas de las

inmunoglobulinas.

En un porcentaje de los pacientes que oscila entre el 14 y el 40% se observan cambios
en el cariotipo a lo largo de la enfermedad. Esto, unido a que se observa una asociacion
de varias de estas anomalias cromosOomicas con estadios avanzados de la enfermedad,
peor prondstico y en definitiva con una menor supervivencia, indica que existe una

evolucion del cariotipo a lo largo de la enfermedad, detectandose el cambio mas



frecuente en la deleccion del cromosoma 11 (Fegan C, 1995; Kay NE, 1995; Tabernero
MD, 1995; Montserrat E, 1997). En relacion al origen de la enfermedad se ha estudiado
el papel que pueden desempeiar algunos oncogenes sin lograr resultados positivos al
respecto. Sin embargo la expresion de algunos parece estar relacionada con su
desarrollo. Este es el caso de los genes de las proteinas bcl-1 y bcl-2 que estan
sobreexpresadas en un 5-15% de los pacientes con leucemia y en algunos casos de
manera excepcional bcl-3 (Nilsson K, 1992; Montserrat E, 1997).

Entre un 10% y 15% de los casos se han descrito mutaciones del gen p53 (localizado en
el brazo corto del cromosoma 17) las cuales se asocian a progresion de la enfermedad,
resistencia a la terapia y mal prondstico (Kay NE, 1995; Hamblin T, 1997). También se
han observado alteraciones en los genes que codifican para proteinas tirosina kinasa
(PTK) como lcr y c-fgr (Rozman C, 1995). En un 10% de los pacientes existen
delecciones de los genes que codifican para proteinas inhibitorias de ciclinas como p15
y pl6, y hasta en un 85% de los casos existe la sobreexpresion de la ciclina D2 (Delmer
A, 1995; Montserrat E, 1997).

Por altimo y siempre relacionados con la progresion de la enfermedad se ha demostrado
la sobreexpresion de los protooncogenes C-mos, C-myc y en algunos casos de a-myb

(Montserrat E, 1997).

3.2. Epidemiologia.

La leucemia linfatica crénica es la forma mas frecuente de leucemia en los
paises occidentales, teniendo muy baja incidencia en los paises asiaticos. Esto podria
deberse a una cierta base genética la cual todavia no se ha confirmado tal y como se

indic6 en el apartado anterior.

La incidencia de la enfermedad esta estrechamente relacionada con la edad, aumentando
con la misma. Asi mientras que en personas de mas de 50 afios la incidencia es de 5
casos por 100.000 personas y afio, en aquellas personas de mas de 80 afios ésta es de 30
por 100.000. La edad media de diagndstico es de 70 afios pero no son excepcionales los
pacientes de 30 y 40 afios, dindose en un tercio de los pacientes con menos de 60 afos

(Montserrat E, 1991; Hernandez JA, 1995).



Por otro lado parece existir una relacion con el sexo del individuo ya que existe un
mayor numero de hombres que de mujeres afectadas, en concreto la enfermedad

predomina en varones en proporcion de 2:1.

3.3.  Diagnostico.

El elemento esencial para el diagndstico de la leucemia linfatica cronica es el
determinacién en sangre periférica de una linfocitosis absoluta (=5.000/ul) en la que
predominan linfocitos de pequefio tamafio, con escaso citoplasma y nucleos redondos

con cromatina condensada y nucléolos evidentes.

Normalmente, la proporcién de linfocitos atipicos es <10%. A pesar de que existen
casos de leucemia linfatica crénica atipicos desde el punto de vista morfologico e
inmunofenotipico, el diagnostico no debiera de aceptarse sin haber descartado
previamente otros sindromes linfoproliferativos cronicos con expresion leucémica. El
grupo de trabajo The FAB Cooperative Group (Bennet JM, 1989) establece el término
LLC de tipo mixto cuando >10% de células en sangre son grandes (o prolinfocitos),
pero esto no es compartido por todos los autores (Rai KR, 2000a).

Por tanto en el diagnostico es importante diferenciar la enfermedad de otros procesos
infecciosos que cursan con una linfocitosis reactiva y de varias enfermedades
linfoproliferativas como son: el linfoma linfocitico de células pequeiias, linfoma
linfoplasmocitico, linfoma del manto, linfoma esplénico de la zona marginal, leucemia
de células peludas, leucemia de linfocitos granulares grandes, leucemia de células T del
adulto, leucemia prolinfocitica y leucemia linfatica cronica de células T (Rai KR, 2000).
Este diagnodstico diferencial se puede realizar en base al inmunofenotipo caracteristico
de la LLC-B de acuerdo con los marcadores propuestos por los diferentes grupos de
trabajo. Este inmunofenotipo debe incluir junto a los marcadores tipicos (CDS5, CD19,
CD20, CD23 y CD24) el marcador CD79 y el marcador FMC7 que en el caso de la
LLC-B tienen una expresion débil o ausente para el primero y negativa para el segundo,
pudiendo asi diferenciarse del linfoma del manto, linfoma esplénico de la zona marginal
y la leucemia de células peludas que se caracterizan por ser CD23 negativo, CD79

positivo y FMC7 positivo.



Diferentes grupos de trabajo han establecido los criterios para el diagnostico de la LLC-

B. Asi los requerimientos establecidos por el International Workshop on Chronic

Lymphocytic Leucemia (IWCLL, 1989) son los siguientes:

Linfocitosis sostenida durante al menos 4 meses (>5.000/ul), cifra esta

que debe llegar a 10.000/ul si no puede realizarse estudio fenotipico.

Aspirados de médula 6sea que indiquen una infiltracion linfocitaria
mayor del 30% o biopsia medular que muestre un claro patron de
infiltracion linfocitaria. En este caso la afectacion de la médula o6sea
excluye cualquier necesidad de repetir el recuento linfocitario de sangre
periférica ya que la médula no sufre alteraciones en los procesos

reactivos infecciosos que pueden equivocar el diagndstico por recuento.

Inmunofenotipo de los linfocitos de sangre periférica mostrando
positividad para los antigenos asociados a las células B CDS5, CDI19,
CD20, CD23 y CD24. Bajos niveles de inmunoglobulinas de superficie y

presencia de una unica cadena ligera ya sea kappa (k) o lambda (0).

Otro grupo de trabajo, The National Cancer Institute Working Group (NCI-WG)

(Cheson BD, 1988; Cheson BD, 1996) propone los mismos criterios incluyendo en el

inmunofenotipo la positividad para el antigeno asociado a las células B CD21 y leve

positividad para el antigeno CD20. Este grupo de trabajo no considera indispensable la

demostracion de la infiltracion de la médula 6sea para el diagnostico de la leucemia

linfatica crénica, no obstante indica que es recomendable el aspirado y biopsia de

médula osea si el paciente va a ser incluido en ensayos clinicos. Sin embargo, el grado

de infiltracién de la médula 6sea proporciona a los clinicos informacion relevante sobre

el prondstico de la enfermedad por lo que es aconsejable practicar un aspirado y biopsia

de la médula Osea en todos los enfermos con leucemia linfatica crénica.



Por ultimo sefalar que existen algunas alteraciones bioquimicas tipicas en los pacientes
con LLC-B como son la alta actividad de la enzima 3- y 5-lactico-deshidrogenasa
(LDH) y baja actividad de la 1-LDH. Pero en ninglin caso sirven por si solas para

realizar un diagndstico de la enfermedad.

3.4. Clinica.

La sintomatologia que presenta esta enfermedad es muy variable, desde una
situacion asintomatica donde el diagnostico se presupone al realizar controles analiticos
rutinarios (25% de los casos) hasta aquellos casos donde se presentan sintomas como
astenia intensa, pérdida de peso, sudoracion preferentemente nocturna, fatiga, fiebre,

reduccion de la tolerancia al ejercicio y en ocasiones hemorragias (Jarque I, 1991).

El sintoma principal méas comtin en las consultas médicas es la aparicion de adenopatias
(Rai KR, 2000; Kipps TJ, 2002) las cuales tienen un nimero, caracteristicas, tamafio y
localizacion muy variables (principalmente se afectan las areas inguinal, cervical y
axilar), seguido de esplenomegalia y hepatomegalia (Boggs DR, 1966; Binet JL, 1981).
También pueden afectarse organos linfoides extraganglionares como el anillo de
Waldeyer y de manera mas excepcional otros 6rganos como la piel (Rai KR, 2000;
Kipps TJ, 2002) asi como pueden verse afectados el mediastino, retroperitoneo o

mesenterio (Kipps TJ, 2002).

En numerosas ocasiones se produce una presentacion clinica relacionada con la
deficiencia inmunoldgica que se establece en estos pacientes. Este es el caso de la
anemia hemolitica donde se produce un excesivo secuestro de globulos rojos por el bazo
ademas de reducirse la produccion de globulos rojos debido a la infiltracion en médula
osea de los linfocitos y su eliminacion por anticuerpos autoreactivos (Digiero G, 1991;
Mauro FR, 2000). También se puede producir una trombopenia autoinmune debida a
una baja produccion de las plaquetas, secuestro excesivo en bazo y/o destruccién por
anticuerpos autoreactivos (Digiero G, 1991).

La alteraciéon autoinmune mas tipica es la hipogammaglobulinemia que aparece
asociada en un 50% de los pacientes con LLC-B (Digiero G, 1991; Bartik MM, 1998)
dandose en este caso una respuesta defectuosa frente a las infecciones y las

vacunaciones que incrementa la vulnerabilidad de los pacientes a infecciones



bacterianas, siendo las infecciones la primera causa de morbilidad y mortalidad entre
los pacientes de LLC-B (Montserrat E, 1995).

Las principales infecciones en los pacientes de LLC-B son las causadas por
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Bartik MM,
1998; Morrison VA, 1998). El descenso en los niveles de inmunoglobulinas no sélo se
debe a la disfuncion de las células T y B en estos pacientes sino que también se debe a
una disfuncion presente en las células B no clonales bien por efecto de la dilucion o el
microambiente creado por las células neoplasicas.

Por ultimo senalar que en un 10% de los pacientes con LLC-B se observa la aparicion
de tumores no hematologicos lo cual puede estar relacionado con la deficiencia

inmunolodgica que poseen estos pacientes.

La alteracion analitica mas comun es la linfocitosis, generalmente >10.000/ul y mas
frecuentemente >100.000/ul aunque como se indicd en el apartado anterior sobre el
diagnostico un nuamero de linfocitos >5.000/ul acompanado de confirmacion
inmunofenotipica es indicativo de la enfermedad. Las células B leucémicas presentan un
aspecto maduro (aunque una minoria pueden ser prolinfocitos) y representan el 50-
100% de los leucocitos adquiriendo un aspecto deformado al extender la muestra de
sangre en un portaobjetos (“Smudge cells”).

En cuanto a otras alteraciones de laboratorio sefialar que la biopsia de médula 6sea
demuestra un porcentaje de linfocitos >30% de las células nucleadas (Rai KR, 2000;
Kipps TJ, 2002). Por su parte la biopsia ganglionar muestra un patréon de linfoma
linfocitico difuso de células pequefias (Morrison VA, 1998).

Otras anomalias frecuentes de carécter analitico son la anemia, trombopenia, aplasia
pura de la serie roja, neutropenia, niveles elevados de IgM, enzima LDH sérica y de

beta-2-microglobulina.

3.5. Estadios.

La leucemia linfatica cronica es una enfermedad generalmente indolente con un
curso de unos 10-20 afios. Algunos pacientes tienen una evolucidn mas agresiva y
mueren rapidamente en 2-3 afios desde el primer diagndstico pero la mayoria de los
pacientes muere en 5-10 afios con un inicio indolente y una fase terminal de 1-2 afios

caracterizada por las complicaciones de la enfermedad o del tratamiento.



La existencia de esa evolucion tan variable de la enfermedad con supervivencias que
oscilan desde el diagndstico entre 2 y 20 afios, y con una gran diferencia entre un
caracter indolente o agresivo de la enfermedad, hace necesario por un lado encontrar un
sistema de clasificacion de los pacientes por grupos de diferente pronostico, y por otro
lado la de encontrar una serie de factores con caracter prondstico que nos permitan

predecir la evolucion de los pacientes.

En consecuencia la clasificacion de los pacientes con leucemia linfatica cronica es 1til
no solo para predecir el pronostico sino también para estratificar a los pacientes con el
fin de comparar e interpretar los resultados clinicos, seleccionando a los pacientes que
deben ser tratados y escogiendo el momento mas adecuado para hacerlo (Shanafelt TD,
2004).

Con el transcurso del tiempo los pacientes tienden a progresar de estadios tempranos a
intermedios y avanzados, sin embargo, si el tratamiento aplicado logra una remision
parcial o completa y el paciente pasa de una categoria mas avanzada a otra categoria

mas favorable, el prondstico mejora y se suele ajustar a la ultima categoria alcanzada.

Indicar que la leucemia linfatica crénica no tiene un sistema de clasificacion estandar.
La mayoria de las clasificaciones por grupos de prondstico se han basado en la idea
generalizada de que la acumulacion de las células tumorales en la enfermedad es
gradual y progresiva comenzando en la médula 6sea y sangre, afectando de manera
progresiva a los ganglios, higado y bazo llegando en ultima instancia a comprometer la
funcion de la médula 6sea. Basandose en este concepto las clasificaciones mas
utilizadas son la clasificacion de Rai y la clasificacion de Binet, si bien existen otros
sistemas de clasificacion que suelen ser mas complejos y de dificil aplicacion diaria. En
este sentido el grupo de trabajo International Workshop on Chronic Lymphocytic
Leucemia (IWCLL, 1989) indicé que la manera correcta de clasificar y discriminar
grupos de pacientes con diferente supervivencia es la integraciéon en un mismo esquema
de la clasificacion de Rai y Binet. De esta manera cada estadio de Binet es
subclasificado de acuerdo al estadio de Rai sobre la diferente evolucion de la

enfermedad y de su pronostico (A 0, A1, AIl; B, BII; CIII, C IV).



3.5.1. Clasificacion de Binet.

Es el sistema de clasificacion utilizado mayoritariamente en Europa. El primer
sistema de clasificacion fue establecido en 1977 (Binet JL, 1977), en dicho sistema se
establecian cinco estadios independientes atendiendo al grado de linfocitosis periférica y
medular, la presencia de nddulos linfaticos palpables, evidencia de esplenomegalia y/o
hepatomegalia y la presencia de anemia. Posteriormente en 1981 el mismo Binet (Binet
JL, 1981) basdndose en un trabajo donde demostr6 la ausencia de diferencias en la
supervivencia de pacientes de varios de los estadios de su sistema de clasificacion,
modifico éste pasando de cinco estadios a solo tres.

En esta nueva clasificacion establecida en 1981, los tres estadios se determinan por el
nimero de areas linfoides afectadas (unilateral o bilateralmente) como son el area
cervical, axilar, inguinal, el bazo y el higado. Ademads se tiene en cuenta la presencia o
ausencia de anemia y trombopenia. A su vez en esta clasificacion se tiene en cuenta la

supervivencia de los pacientes la cual correlaciona con el estadio clinico (Tabla 3.5.1.1).

Tabla 3.5.1.1.: Sistema de clasificacion de Binet.

, . SUPERVIVENCIA
ESTADIO CARACTERISTICAS CLINICAS
(media en aiios)

) Equivalente a la
< 3 areas ganglionares

A Ausencia de anemia*® ~ poblacion normal de
aumentadas de tamafiof o
y similar sexo y edad
Ausencia de trombocitopenia** >3 areas ganglionares
B } 7 afios
aumentadas de tamafio
Anemia Cualquier numero de areas
C y/o ganglionares aumentadas de 2 afios
Trombocitopenia tamafio

* Valores para la determinacion de la anemia:
Ausencia de anemia: valores de hemoglobina > 10g/dl.
Presencia de anemia: valores de hemoglobina < 10g/dl.
** Valores para la determinacion de la trombocitopenia:
Ausencia de trombocitopenia: nimero de plaquetas > 100.000/ul.
Presencia de trombocitopenia: nimero de plaquetas < 100.000/pl.
1 Exploracion (unilateral o bilateralmente) de cada una de las siguientes areas ganglionares:

cervical, axilar, inguinal; bazo e higado.




3.5.2. Clasificacion de Rai.

Este sistema de clasificacion, el mas utilizado en EE.UU. fue el primero de los

sistemas de estadiaje ampliamente aceptado. Dicho sistema fue descrito en 1975 por Rai
(Rai KR, 1975) y englobaba a los pacientes en cinco estadios basandose en la presencia
de adenopatias, hepatomegalia y/o esplenomegalia, y se tienen en consideracion la cifra
de linfocitos en sangre periférica que debe de ser > 15.000/ul y un porcentaje de
infiltracion en médula 6sea > 40%.
No obstante, tal como se indico en el apartado correspondiente al diagnéstico, siguiendo
las recomendaciones de los diferentes grupos de trabajo sobre LLC (NCI-WG vy
IWCLL), los mismos autores recomiendan que estos niveles sean reducidos a un
numero de linfocitos > 5.000/ul en sangre periférica y un porcentaje de infiltracién en
médula 6sea > 30% (Rai KR, 2000). Debido a que una clasificacion con cinco estadios
es poco manejable a la hora de realizar ensayos terapéuticos, en 1987 los autores
realizaron una revision del sistema de clasificacion (Rai KR, 1987) agrupando los cinco
primeros estadios en s6lo tres grupos de riesgo atendiendo al grado de supervivencia de
los pacientes, quedando una clasificacion mas simple pero de idéntico valor prondstico
(Tabla 3.5.2.1).

Tabla 3.5.2.1.: Sistema de clasificacion de Rai.

ESTADIO CARACTERISTICAS CLINICAS RIESGO | SUPERVIVENCIA
(media en afios)
0 Linfocitosis en sangre y médula dsea.* Bajo > 12
1 Linfocitosis y adenopatias. Intermedio 8
I Linfocit.osis y hepat’omegalia y/o esplenomegalia. Intermedio 6
Con o sin adenopatias.
Linfocitosis y anemia.**
I Con aumento o no del tamafio de ganglios, bazo e Alto <2
higado.
Linfocitosis y trombocitopenia.t
v C’on aumento o no del tamafio de ganglios, bazo e Alto <
higado.
Con o sin anemia.

* Valores para la determinacion de linfocitosis e infiltracion en médula dsea:

Numero de linfocitos en sangre: > 15.000/ul, actualmente se aceptan valores de linfocitos > 5.000-
10.000/pl. Infiltraciéon linfocitaria en médula 6sea: > 40% de linfocitos, actualmente se aceptan valores
de infiltracion > 30%.

** Valores para la determinacion de anemia: se determina la presencia de anemia en aquellos casos
donde se obtengan valores de hemoglobina < 11g/dl 6 un hematocrito < 33%.

+ Valores parala determinacion de trombocitopenia: se determinara la presencia de trombocitopenia

en aquellos casos donde se obtenga un ntimero de plaquetas < 100.000/pl.




3.5.3. Clasificacion de Montserrat.

Los dos sistemas de clasificacion descritos hasta el momento tienen la
problematica de agrupar a los pacientes en estadios demasiado amplios donde en
ocasiones es dificil determinar la progresion del paciente. Los trabajos del Grupo de
Barcelona dirigidos por el Dr. E. Montserrat determinaron la existencia de lo que
denominaron LLC-B “smouldering” o quiescente y que permite en el estado inicial de la
enfermedad diferenciar a los pacientes que van a tener una estabilidad en el curso de la
enfermedad de aquellos en los que el curso de la enfermedad serd progresivo

(Montserrat E, 1988).

Un paciente con LLC-B se clasificarda como LLC-B “smouldering” o quiescente si:
pertenece al estadio A de Binet y/o de bajo riesgo de Rai, una cifra de linfocitos en
sangre < 30.000/pl, los valores de hemoglobina son > 13g/dl, el tiempo de duplicacion
linfocitaria (TDL) es mayor de doce meses y su patrén histolégico de médula 6sea es
no difuso. En este caso estos pacientes se caracterizan por tener una media de
supervivencia similar a la poblacion espafiola de igual sexo y edad (Montserrat E,

1993).

3.5.4. Otras clasificaciones.

Tal y como se indic6 al comienzo de este apartado, ademas de los sistemas de
clasificacion descritos hasta ahora existen otros diferentes que se basan en los mismos
criterios (nimero de linfocitos en sangre, organos linfoides afectados, valores de
hemoglobina,...) o en otros diferentes como pueden ser la morfologia de los linfocitos o

los valores de LDH. Estas clasificaciones son las siguientes:



> Clasificacion TTM.

Esta clasificacion fue desarrollada en 1981 por Jacksic (Jacksic B, 1981)
y se basa en el calculo de un indice de masa tumoral total (TTM) que
ayuda a predecir la supervivencia del paciente. Dicho indice de masa

tumoral esta definido a través de la formula:

TTM = \/ BLC +gl+Ab

donde:

BLC = indica el nimero de linfocitos en sangre por pl.
gl = es el didametro en cm del mayor ganglio linfatico palpable.

b = son los cm del bazo bajo el margen costal izquierdo.

Los pacientes se categorizan en dos grupos: pacientes con un tiempo de
supervivencia mayor de 101 meses si el valor de indice TTM <9 vy
pacientes con un tiempo de supervivencia menor de 39 meses si el valor

del indice TTM > 9.

> Clasificacion de Mandelli.

Esta clasificacion estd basada tanto en los criterios de diagndstico de la
LLC-B (sefialados en el apartado 3.3) como en factores que determinan
un mal prondstico (Mandelli F, 1987). Asi se diferencian 4 estadios,
donde el estadio 0 se define puramente con los criterios diagndsticos de
la LLC-B y los estadios I, II, IIl y IV se definen con los siguientes
factores de mal prondstico: nimero de linfocitos en sangre >60.000/pul,
valores de hemoglobina <11g/dl, mas de 2 cm de afectacion de las areas

linfoides o mas de 3 cm de afectacion del bazo y/o del higado.



» Clasificacion de Lee.

Clasificacion desarrollada en 1987 (Lee JS, 1987), que esta basada en los
valores de la enzima LDH en combinacidon con otros factores de riesgo
como son: niveles de fosfatasa alcalina en suero por encima de 80 Ul/dl,
niveles de acido urico en suero mayores de 7 mg/dl y tener menos de 60

anos.

En esta clasificacion los pacientes se agrupan en tres estadios:

e Estadio de bajo riesgo: pacientes que presentan valores elevados

de LDH en suero (>325 UI/dl).

e Estadio de riesgo intermedio: pacientes que presentan valores
elevados de LDH en suero mas alguno de los factores de riesgo

indicados.

e Estadio de riesgo alto: pacientes que presentan valores elevados

de LDH y dos o mas de los factores de riesgo considerados.

» Clasificacion morfologica.

Esta clasificacion no busca categorizar los pacientes sino mas bien
pretende identificar tres variantes de la enfermedad de acuerdo a la
morfologia de las células B extraidas de sangre periférica (Orfao A,

1988; Newman RA, 1993). Las variantes de la enfermedad son:

e LLC-B tipica: en este caso mas del 90% de los linfocitos son
pequeiios con una elevada relacion ntcleo/citoplasma, cromatina
condensada, nucleolos no visibles y citoplasma ligeramente

basofilo.



e LLC-B atipica o de células grandes: suele darse en el 20-30% de
los pacientes con LLC-B. Los linfocitos tienen un tamafio
mediano o grande, el citoplasma es mas grande, basofilo con
granulos azurdéfilos, nticleo redondeado y la cromatina estd menos

condensada con nucleolos ocasionalmente visibles.

e LLC-B mixta: se observa una mezcla de linfocitos pequefios o
intermedios con algunos prolinfocitos. En este caso la presencia

de prolinfocitos en los pacientes es del 11-54%.

3.6. Factores pronosticos.

Los sistemas de clasificacion anteriormente descritos solucionan en parte el
problema de la prediccion del curso de la enfermedad para los pacientes. Tanto los
sistemas de clasificacion de Rai como de Binet aunque categorizan a los pacientes en
estadios que indican mayor o menor riesgo segun su supervivencia, estan ciertamente
limitados a la hora de predecir el curso de la enfermedad, sobre todo en los pacientes
con estadios menos avanzados. Esto es resuelto, en parte, por el sistema de clasificacion
de Montserrat el cual permite precisamente en los estadios menos avanzados diferenciar

aquellos pacientes con una mejor o peor evolucion en la enfermedad.

Debido a las limitaciones que plantean los sistemas de clasificacion a la hora de
establecer un prondstico en la enfermedad se han estudiado numerosos pardmetros que
permiten separar a los pacientes atendiendo a la estabilidad del curso de la enfermedad.
Muchos de estos parametros estdn disponibles ya para médicos e investigadores
(Chiorazzi N, 2005). El uso de estos parametros no solo esta encaminado para la
clasificacion de los pacientes sino también para ayudar en la evaluacion de la necesidad
terapéutica, seleccion de la terapia mas adecuada y control de la misma. Los pardmetros
generalmente no guardan relacién entre si y algunos de ellos estan pendientes de
estudios prospectivos que verifiquen su eficacia en la prediccion, por estas razones se
debe resaltar la necesidad de combinar varios de estos factores prondsticos. A

continuacion vemos algunos de estos factores prondsticos.



3.6.1. Linfocitosis o0 niimero de linfocitos circulantes (BLC).

El recuento de linfocitos en sangre periférica es una medida exacta de la masa
tumoral. Como se ha indicado en apartados anteriores, es un parametro usado no sélo
para el diagnostico de la enfermedad sino para la mayoria de los sistemas de
clasificacion establecidos. Su valor prondstico esta ligado a la relacion inversa que
existe entre el nimero de linfocitos en sangre periférica y la supervivencia de los

pacientes (Rai KR, 1990).

3.6.2. Tiempo de duplicacion linfocitaria (TDL).

Este parametro indica el tiempo necesario para que se duplique el nlimero de
linfocitos circulantes en sangre periférica. Se utiliza para el sistema de clasificacion de
Montserrat. Este parametro es una medida del aumento relativo de la masa tumoral y
puede ser un tiempo real o ser extrapolado poco tiempo después del diagndstico. Un
TDL menor de doce meses es sefial de mal pronostico y se asocia con un curso agresivo
de la enfermedad y menor supervivencia. Por el contrario un TDL mayor a doce meses
implica un buen pronostico y se asocia a un mayor tiempo libre de tratamiento
(Montserrat E, 1986; Molica S, 1987). Este analisis es retrospectivo y puede retrasar el

tratamiento en algunos pacientes con enfermedad agresiva.

3.6.3. Patron histologico de médula dsea.

La determinacion histologica de la médula 6sea puede verse asociada a un
diferente prondstico de la enfermedad. Asi un patron difuso de afectacion de la médula
que implica una invasiéon masiva con desaparicion de la grasa y sustitucion de las
células hematopoyéticas por los linfocitos de aspecto maduro se asocia a un peor
pronostico con menor supervivencia de los pacientes. Sin embargo los patrones nodular
(donde se respeta la estructura medular que permanece normal), intersticial (que
consiste en una infiltracién mas o menos densa respetando la estructura medular pero
sustituyendo las células hematopoyéticas), y mixto estdn asociados a una mayor

supervivencia de los pacientes (Rozman C, 1981; Rozman C, 1984).



3.6.4. Analisis cromosomico.

Como se indico en el apartado referente a la etiologia muchas de las alteraciones
cromosdmicas que se detectan en los pacientes con LLC-B estdn asociadas a una peor
supervivencia y una mala respuesta a los tratamientos. Los pacientes con un cariotipo
normal o con deleccion unica en el cromosoma 13q14 presentan un mejor prondstico
asociada a una mayor supervivencia y mejor respuesta al tratamiento. Algunos estudios
(Dohner H, 2000) han demostrado que aquellos pacientes que tenian delecciones del
17p y 11q tuvieron una supervivencia mas corta que pacientes con delecciones del 13q,
trisomia 12 o cariotipo normal. La deleccion del 17p esta relacionada con el prondstico
mas desfavorable y su combinacion con la deleccion 11q indica un peor prondstico
incluso en pacientes ZAP-70 negativos (de mejor pronodstico para este factor) (Krober

A, 2006).

Por ultimo sefialar la importancia del analisis cromosémico no so6lo en el diagnostico
sino también en la evolucion de la enfermedad ya que se pueden adquirir nuevas
anomalias cromosomicas durante el curso de la enfermedad (evolucion clonal) que

puede modificar la agresividad de la enfermedad.

3.6.5. Mutacion del gen de la region variable de la cadena pesada de las

inmunoglobulinas (IgVH).

Diversos estudios han demostrado que cerca de la mitad de los pacientes con
LLC-B presentan mutacion somatica de las cadenas de inmunoglobulinas. Esto sugiere
que en estos pacientes las células leucémicas se originan a partir de una célula B
memoria del centro germinal. Anteriormente se pensaba que las células de la LLC-B
representaban la transformacion de linfocitos naive del centro germinal que no habian
sufrido exposicion antigénica previa a su transformacion. Posteriormente el estado
mutacional de las IgVH mostrd tener un claro significado prondstico pudiendo separar
dos tipos de LLC en funciéon de la presencia o ausencia de mutacion somatica de los
genes de las inmunoglobulinas (Damle RN, 1999; Hamblin TJ, 1999, Rosenwald A,
2001):



- LLC-B de IgVH no mutado: representa el 30-40% de los casos de LLC-B, y
se acompaia de alteraciones cromosdmicas, alta expresion de CD38,
positividad para ZAP-70, estadios clinicos avanzados, una respuesta
desfavorable al tratamiento, un riesgo elevado de recaida post-transplante de
cé¢lulas madre (Ritgen M, 2003) y se asocia con una supervivencia media

entre 0 y 8 afos.

- LLC-B de IgVH mutado: representa el 60-70% de los pacientes, se acompaiia
un cariotipo normal o anomalias cromosdémicas mas favorables, baja
expresion de CD38, negatividad para ZAP-70, estadios clinicos iniciales y se

asocia a una supervivencia que oscila entre 20 y 25 afios.

3.6.6. Expresion de CD38.

La positividad en el inmunofenotipo para CD38 (>30%) se asocia a un peor
prondstico y baja supervivencia. Aunque en principio parecia existir una elevada
correlacion entre la expresion de CD38 y el estado mutacional de la IgVH (con similar
valor pronostico en cuanto a supervivencia de los pacientes) (Hamblin TJ, 1999),
estudios posteriores demuestran la existencia de una alta tasa de falsos positivos (30%)
y falsos negativos (50%) en la expresion de CD38 utilizando el estado mutacional de la
IgVH como método de referencia para el pronostico, si bien no invalidan la expresion de
CD38 como factor pronoéstico independiente (Damle RN, 1999; Hamblin TJ, 2002; Ghia
P, 2003).

3.6.7. Expresion de ZAP-70.

La proteina ZAP-70 (Zeta-associated protein-70) es una proteina de 70 kDa con
actividad tirosina quinasa perteneciente a la familia de las proteinas tirosina quinasas
(PTK) citosolicas junto a la proteina de 72 kDa Syk (Spleen tyrosine kinase). Mientras
que Syk normalmente se expresa en las células B, la ZAP-70 lo hace en las células T y
NK. Ambas proteinas tienen funciones practicamente equivalentes en los linfocitos T y
B, donde son fundamentales para la cascada de sefializacion intracelular que se requiere
para la activacion y desarrollo de las funciones efectoras de estas células. Estas

funciones las realizan a partir de su asociacion con los receptores de membrana de sus



células correspondiente que en el caso de células T es a través del TCR (T cell receptor)

y de las células B a través del BCR (B cell receptor).

Normalmente ZAP-70 no se expresa en los linfocitos B, no obstante en los ultimos afios
diversos estudios genéticos realizados en pacientes con LLC-B demostraron un patron
caracteristico en la expresion de algunos genes entre los que se encontraba el de la
proteina ZAP-70 (Rosenwald A, 2001). Ademas se demostré que existia una estrecha
correlacion entre la expresion de ZAP-70 por parte de las células B y el estado
mutacional de los genes de la IgVH, de manera que aquellos pacientes con mutaciones
en IgVH no expresaban ZAP-70 o lo hacian en niveles muy bajos, mientras que los
pacientes que mostraban una IgVH no mutada presentaban una alta expresion de ZAP-
70 (Chen L, 2002; Crespo M, 2003; Wiestner A, 2003, Orchard JA, 2004).

Sefialar que los niveles de expresion de ZAP-70 presenta una mejor correlacion con el
estado mutacional de los genes de la IgVH que la expresion de CD38, puesto que ambos
(tanto ZAP-70 como los genes de la I[gVH) se mantienen sin variacion a lo largo de toda

la enfermedad.

Por ultimo sefialar que se ha comprobado como la estimulacion a través del BCR en las
células B de pacientes con LLC-B ZAP-70 positivos provoca una fosforilacion de las
PTK citosélicas mucho mayor que la que se obtiene en células B de pacientes ZAP-70
negativos (Chen L, 2002). Este fenémeno parece indicar que la expresion de ZAP-70
puede verse asociada con un aumento de la transduccion de sefiales estimuladoras de los
linfocitos B que podria contribuir a la evolucidbn mas agresiva en estos pacientes

(Wiestner A, 2003, Orchard JA, 2004).

Esto unido a que la determinacién de la expresion de ZAP-70 es sencilla y poco costosa,
(pudiéndose realizar por RT-PCR, inmunohistoquimica y/o citometria de flujo) hace
que, a diferencia de otros factores aqui mencionados, sea uno de los factores pronosticos

mas factibles a la hora de utilizar en la practica clinica diaria.



3.6.8. Otros factores prondsticos.

Ademds de los factores ya mencionados existen otros de cuya importancia

clinica es variable. Entre estos factores tenemos:

- Niveles séricos de timidina-quinasa (TK): aquellos pacientes con niveles de
TK mayores de 7 Ul/I tienen una mayor progresion de la enfermedad que los
pacientes con valores de TK menores al anteriormente indicado (Hallek M,

1999).

- Determinacion de CD23 soluble: valores normales de CD23 soluble en
sangre estdn relacionados con un menor riesgo de progresion de la
enfermedad, mientras que valores elevados indican un pronostico adverso

(Sarfati M, 1996).

- Niveles séricos de B2-microglobulina: valores superiores a 4 mg/l de B2-
microglobulina indican un elevado riesgo de progresion agresiva de la

enfermedad (Keating MJ, 1995).

- Sexo: se ha observado que existe una menor supervivencia de los hombres
frente a las mujeres lo que podria indicar una relacion del sexo con el
prondstico de la enfermedad. Por otra parte también se observa una mayor
frecuencia de hombres en los estadios mas avanzados de la enfermedad

(estadio III y IV de Rai) (Juliusson G, 1986).

Otros factores prondsticos que estan siendo investigados y cuya validez esta ain por
determinar en muchos casos serian: el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
el cual se encuentra disminuido en los estadios tempranos de la enfermedad y en
pacientes cuyas células tienen mutaciones somaticas de las Ig en comparacion a lo que
ocurre en los estadios mas avanzados. También determinadas citocinas parecen estar
relacionadas con los estadios clinicos; asi se han observado elevados niveles de
interferon gamma (IFN-y) en células CD3+CD8+ en los estadios II-IV de Rai con
respecto a estadios 0-1 y a su vez los niveles de IFN-y correlacionan con otros factores

como el BLC y el TTM (Podhorecka M, 2004).



Otras citocinas con posible valor prondstico son la IL-6 cuyos valores estan aumentados
y correlacionan con estadios avanzados de Rai (estadios III-IV), valores elevados de -
2-microglobulina y menor supervivencia de los pacientes (Lai R, 2002), y las citocinas
IL-8 e IL-10 que se encuentran elevadas y correlacionan con otros factores pronosticos
y una menor supervivencia de los pacientes (Fayad L, 2001; Wierda WG, 2003). Por
ultimo la determinacion de los niveles de LDH, el factor de necrosis tumoral alpha
(TNF-a) y el cociente entre bcl-2 y bax también pueden tener valor prondstico

(Shanafelt TD, 2004).

3.6.9. Combinacion de factores prondsticos.

Como se comento con anterioridad muchos de estos factores indicados no
guardan relacion entre si, pero su uso combinado junto con los criterios de clasificacion
de la enfermedad considerados como factores de prondstico clasicos, sirven para poder
establecer una identificacion de aquellos pacientes con un peor prondstico que requieren
mayor vigilancia e incluso el inicio del tratamiento.

Por tanto atendiendo a los factores clasicos y recientes podemos establecer 2 tipos de
LLC segun el riesgo clinico de los pacientes (Tabla 3.6.9.1.) (Shanafelt TD, 2004;
Herishanu Y, 2005):



Tabla 3.6.9.1: Tipos de LLC segiin factores prondsticos y riesgo clinico.

FACTORES RIESGO CLINICO
PRONOSTICO BAJO ELEVADO
Factores clasicos
Sexo Femenino Masculino
Binet A Binet Bo C
Estadio clinico
Rai 0, 1 Rai II, 111, IV
Biopsia de médula 6sea Patrén no difuso Patrén difuso
Infiltracion médula
_ . < 80% > 80%
(%linfocitos)
Tipica Atipica

Morfologia linfocitaria

(< 10% linfocitos atipicos)

(> 10% linfocitos atipicos)

Tiempo de duplicacion

> 12 meses <12 meses
linfocitaria (TDL)
Expresion de CD38 < 20-30% >20-30%
Trisomia 12, deleccion 11q,
Cariotipo Normal, deleccion 13q
deleccion 17p
Estado mutacional IgVH Mutada No mutada
Expresion de ZAP-70 Baja (<20%) Elevada (> 20%)
Otros factores
Niveles de Baja Elevada
B2-microglobulina (<4 mg/l) (>4 mg/l)
. Baja Elevada
Niveles de CD23 soluble
(<574 Ul/ml) (> 574 Ul/ml)

3.7. Tratamiento.

El diagnostico de la enfermedad no implica en ningin caso el inicio de

tratamiento alguno, de hecho buena parte los pacientes en estadios iniciales suelen tener

una esperanza de vida similar a la poblaciéon normal de su mismo sexo y edad. En

pacientes de estadios bajos el inicio del tratamiento solo esta indicado en aquellos casos

en que se progrese a un estadio mas avanzado o el paciente muestre caracteristicas que

permitan predecir su progresion a corto plazo.




Ante estas circunstancias el The National Cancer Institute Working Group (NCI-WG)
(Cheson BD, 1996) publicé unas recomendaciones para determinar el inicio del
tratamiento, asi s6lo se comenzara el tratamiento en aquellos pacientes que presenten las

siguientes caracteristicas:

- Desarrollo de sintomas asociados a la enfermedad: perdida de peso mayor al
10% en 6 meses, fiebre de causa no infecciosa durante 2 semanas,

sudoracion nocturna y/o fatiga extrema.

- Anemia y/o trombocitopenia de naturaleza no autoinmune.

- Progresion de la enfermedad: marcada por presentar un tiempo de
duplicaciéon linfocitaria menor a 6 meses, adenopatias y espleno-

hepatomegalia de rapido crecimiento.

- Anemia y/o trombocitopenia de naturaleza autoinmune con baja respuesta al
tratamiento con corticoides o infecciones repetidas debido a

hipogammaglobulinemia grave.

Sefialar que la linfocitosis, por muy marcada que sea, no suele en si misma considerarse
un criterio suficiente para comenzar el tratamiento a no ser que se vea acompafiada de

alguno de los criterios antes mencionados.

Por otra parte también es necesario el establecimiento de unos criterios que definan el
tipo de respuesta al tratamiento, estos criterios fueron establecidos por los dos
principales grupos de trabajo en LLC como son The National Cancer Institute Working
Group (NCI-WG) e International Workshop on Chronic Lymphocytic Leucemia
(IWCLL). El NCI-WG establece los siguientes términos:



1. Remision completa de la enfermedad.

Se deben cumplir los siguientes criterios al menos durante 2 meses:

Ausencia de sintomas asociados a la enfermedad.

Ausencia de adenopatias y espleno-hepatomegalias.

Numero de linfocitos inferior a 4.000/pl.

Numero de neutrofilos superior a 1.500/pl.

Cifra de plaquetas superior a 100.000/pl.

Valores de hemoglobina superior a 11g/dl.

Porcentaje de infiltracion en médula 6sea inferior al 30% con ausencia

de nodulos linfoides.

2. Respuesta parcial al tratamiento.

Siempre que se cumplan los criterios siguientes durante dos meses como

minimo:

Disminucion de adenopatias y espleno-hepatomegalias en un 50%.
Presentar alguno de los siguientes criterios o al menos la mejoria de
los mismos en un 50% sin necesidad de transfusiones, con respecto a
los valores pretratamiento:

Numero de neutrofilos superior a 1.500/pl.

Cifra de plaquetas superior a 100.000/pl.

Valores de hemoglobina superiores a 11g/dl.

3. Enfermedad progresiva.

Se define asi aquella situacion en la que se presentan uno o mas de los siguientes

criterios:

Aparicion de adenopatias y espleno-hepatomegalia o incremento de
al menos un 50% en el tamafo de ganglios y visceras.

Cifra de linfocitos en sangre aumentada en al menos un 50% con
respecto a los valores pretratamiento.

Transformaciéon de la enfermedad a linfoma de células grandes

(Sindrome de Richter) o a leucemia prolinfocitica.



4. Enfermedad estable.
Se entiende como tal aquella situacion que alcanzan los pacientes que no

presentan ninguna de las tres respuestas al tratamiento anteriores.

Por su parte el IWCLL define de igual forma la remision completa de la enfermedad
mientras que la respuesta parcial, enfermedad progresiva y la enfermedad estable son

definidas como el cambio en una direccion u otra de los estadios de Binet.

A continuacidon pasamos a ver las diferentes estrategias terapéuticas llevadas a cabo con

los pacientes de LLC-B.

3.7.1. Quimioterapia.

Tradicionalmente el tratamiento de los pacientes con LLC ha consistido
principalmente en el uso de agentes alquilantes con o sin corticoides. Los agentes
alquilantes usados han sido el clorambucilo o la ciclofosfamida cuya eficacia ha sido
demostrada (Huguley CM, 1977) siendo el clorambucilo el firmaco de eleccion para la
quimioterapia inicial, si bien la ciclofosfamida estd mas indicada en aquellos pacientes
con trombocitopenia muy marcada. No obstante, aunque de eficacia contrastada, estos
agentes presentan efectos secundarios que contrarrestan su eficacia (Rai KR, 2000;
Kipps TJ, 2002) y ademds el tratamiento con agentes alquilantes lleva asociado un
elevado riesgo de desarrollar una leucemia mieloide aguda secundaria. Por otra parte el
uso de uno de los agentes como sustituto terapéutico ante la falta de respuesta a alguno
de ellos no se ha demostrado eficaz (Rai KR, 2000). Ademas, el tratamiento con
clorambucilo (tasa de respuestas del 40-60%) rara vez produce una respuesta completa
y dando lugar siempre a respuestas transitorias siendo en este caso susceptible de un
nuevo tratamiento. Por tanto su administracion debe mantenerse, solamente, hasta
conseguir una maxima respuesta clinica estable, y su uso estd sobre todo encaminado a
aquellos casos donde lo que se persigue con el tratamiento es paliar los sintomas de la

enfermedad.

Una de las estrategias terapéuticas llevadas a cabo para mejorar las respuestas al
tratamiento ha sido la combinacién de los agentes alquilantes con otros farmacos en lo

que se denomina poliquimioterapias. Estas poliquimioterapias se basan en la



combinacion de diversos farmacos entre los que encontramos: clorambucilo,
ciclofosfamida, prednisona, adriamicina, doxorubicina o vincristina. Las combinaciones
mas empleadas han sido la poliquimioterapia CAP (ciclofosfamida, adriamicina,
prednisona), CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona) y CVP
(ciclofosfamida, vincristina, prednisona) No obstante el uso de la poliquimioterapia
esta sujeta a cierta controversia ya que en la mayoria de los casos aunque aumenta la
tasa de respuesta al tratamiento ésta no se acompafia de un aumento de la supervivencia

y conlleva una mayor toxicidad.

Otro grupo de farmacos utilizados en quimioterapia son los denominados analogos de
purinas los cuales se han mostrado muy eficaces a la hora de combatir los tumores
linfoides de crecimiento lento. El firmaco de esta naturaleza mas utilizado ha sido la
fludarabina, seguido de la cladribina (2-clorodeoxiadenosina, 2-CDA) y la pentostatina
(2-deoxicoformicina, DCF).

La fludarabina se ha mostrado como el analogo de nucleétidos mas eficaz en su uso
solitario puesto que consigue una gran actividad en una gran variedad de enfermedades
linfoides indolentes refractarias a otros tratamientos (Redman JR, 1992). En el caso de
pacientes con LLC tratados previamente con agentes alquilantes consigue una respuesta
global superior al 50% (Keating MJ, 1989), mostrandose muy superior al clorambucilo
(Rai KR, 2000b), e incluso produce respuestas superiores frente a las
poliquimioterapias CHOP y CVP (Leporrier M, 2001).

La pentostatina también ha demostrado cierta actividad frente a LLC refractaria e inicial
bien como agente tinico (Ho AD, 1990; Johnson SA, 1998) o en combinacién con otros

agentes (Weiss MA, 2003a).

Por su parte la cladribina también se muestra como un farmaco de cierta eficacia,
mostrando resultados similares a la fludarabina, alcanzando respuestas globales muy
elevadas en pacientes tratados previamente con agentes alquilantes (Karlsson K, 2002).
Algunos trabajos han demostrado que la combinacion de este agente con alquilantes
como la ciclofosfamida muestra una gran eficacia a la hora de tratar la LLC (Robak T,

2000).



Existe en la actualidad un nuevo analogo de nucleosidos que es la clofarabina que esta
indicado para el tratamiento de de leucemias infantiles y cuya eficacia contra la LLC
puede ser elevada ya que estudios de citotoxicidad in vitro han mostrado una eficacia

mucho mayor que la cladribina en lineas celulares (Lindemalm S, 2003).

Al igual que ocurria con los agentes alquilantes, los andlogos de nucleosidos también
presentan una toxicidad que es relativamente frecuente y puede ser grave. Entre los
efectos secundarios cabe destacar la mielo e inmunosupresion (particularmente en forma
de descenso de linfocitos CD4+) con una gran predisposicion a infecciones de tipo
bacteriano y fungico, anemia autoinmune, e incluso enfermedad injerto contra huésped

por transfusion.

En los ultimos afios ha aparecido una estrategia terapéutica que consiste en la
combinacion de agentes alquilantes y andlogos de purina. En este sentido la
combinacion mas utilizada ha sido la de fludarabina y clorambucilo que ha mostrado
respuestas similares a la fludarabina sola pero aumentando la toxicidad (Rai KR,
2000b). También se estudid la combinacion de fludarabina con ciclofosfamida o
ciclofosfamida mdas mitoxantrona, obteniéndose mayor porcentaje de respuestas
globales aunque presentan una mayor incidencia de efectos secundarios hematoldgicos

(O’Brien SM, 2001a, Bosch F, 2002).

3.7.2. Inmunoterapia.

Debido a que la quimioterapia, lleva asociados diversos trastornos
hematologicos secundarios, se han buscado estrategias terapéuticas diferentes. En este
sentido se desarrollo la terapia con anticuerpos monoclonales frente a antigenos de la
superficie de las células neoplésicas, siendo los mas experimentados y de momento los
que mayor ¢éxito han demostrado, el anti-CD20 (Rituximab) y anti-CD52 (Alentuzumab,
Campath-14).

Rituximab (anti-CD20) es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une al antigeno
de superficie CD20 de las células B. Es de gran eficacia frente a los linfomas foliculares
aunque su eficacia desciende en la LLC-B debido a la baja intensidad de expresion de la

molécula CD20 por parte de las células B leucémicas (Keating M, 2000; O'Brien SM,



2001b), aunque algunos trabajos han demostrado que Rituximab por si solo como
tratamiento inicial produce respuestas parciales en 2/3 de los pacientes y en 1/3 de los

pacientes como tratamiento de rescate (Hainsworth JD, 2003).

Alentuzumab (anti-CD52) es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une al
antigeno de superficie CD52 que es expresado por los linfocitos B, T y NK ademas de
los monocitos y algunos granulocitos. Es activo frente a LLC y leucemia prolinfocitica
(Moreton P, 2003), estando indicado para los pacientes que no responden a los agentes
alquilantes y fludarabina donde se consiguen hasta 1/3 de respuestas globales algunas

incluso completas (Keating MJ, 2002; Rai KR 2002).

Existen otras moléculas usadas en inmunoterapia cuya eficacia aun debe ser validada,
entre estas moléculas tenemos la Denileukina deftitox que es una interleucina (IL-2)
unida a la toxina diftérica, esta molécula se une al receptor de membrana CD25 presente
en linfocitos T y B. Un estudio en fase II en pacientes de LLC refractarios al tratamiento
con fludarabina demostrd que varios de los pacientes tratados con Denileukina tuvieron
una reduccion de las células tumorales circulantes, llegando incluso a un 95% de
reduccion en algunos casos (Frankel AE, 2003).

Otras de las moléculas que se estan investigando clinicamente para su uso en
inmunoterapia son: anti-CD23 (Lumiliximab), anti-CD22 (Epratuzumab), anti-HLA-DR
(Apolizumab) y anti-CD80 (anti-B7).

Aunque la inmunoterapia se utilizo con el fin de mejorar la respuesta al tratamiento
disminuyendo los efectos secundarios asociados a la quimioterapia, la inmunoterapia
también presenta algunos trastornos. Asi Rituximab estd asociado a la posibilidad de
desarrollar sindrome de lisis tumoral (Yang H, 1999) y sindrome de liberacion de
citocinas (Winkler U, 1999) que provocan hipotension y muerte. Por su parte,
Alentuzumab puede provocar una profunda inmunodepresion con elevado riesgo de
infecciones oportunistas asi como una reactivacion de citomegalovirus, lo que implica el

uso de medidas profilacticas en estos pacientes.



3.7.3. Terapia combinada.

Una nueva estrategia terapéutica llevada a cabo en los ultimos afios es la
combinaciéon de inmunoterapia y quimioterapia, principalmente con los analogos de
purinas. Rituximab ha sido utilizado en combinacion con fludarabina (Byrd JC, 2003),
fludarabina y ciclofosfamida (Lamanna N, 2003) asi como en combinacién con
pentostatina y ciclofosfamida (Weiss MA, 2003b). La combinacién de Rituximab y
fludarabina han dado lugar a elevados porcentajes de respuestas globales e incluso
respuestas completas tanto en pacientes sin tratar (Keating MJ, 2005) como recidivantes
(Wierda W, 2005).

Alentuzumab también ha sido utilizado en combinacidon con otros compuestos
terapéuticos, asi se ha combinado con Rituximab (Faderl S, 2003), ciclofosfamida y
fludarabina (Wierda W, 2004) dando lugar a respuestas prometedoras.

Pero, si bien estas nuevas estrategias presentan mejores resultados en las respuestas al
tratamiento por parte de los pacientes, las inmunoterapias combinadas sobre todo con
fludarabina han demostrado tener riesgos considerables. La utilizacion de dosis altas y
la prolongacion en el tratamiento permiten obtener mejores respuestas a la terapia pero
estan asociados a citopenias severas produciéndose una gran susceptibilidad a

infecciones que limitan los beneficios que pueden resultar de las terapias.

3.7.4. Transplante de células hematopoyéticas.

El papel que puede desempeiar el transplante de células hematopoyéticas
(alogénico y autdlogo) en los pacientes con LLC-B no est4 claramente definido. La edad
avanzada de los pacientes con LLC-B supone una cierta limitacion en los transplantes
alogénicos, siendo el transplante alogénico el mads indicado en los enfermos jovenes de
LLC-B y que ademés presenten factores de mal pronostico. Por otra parte, hasta la
aparicion de los andlogos de purinas no fue posible la obtencion de células
hematopoyéticas sin contaminacion tumoral, factor éste indispensable para poder
realizar con éxito los transplantes autdlogos, los cuales son los mas susceptibles de

aplicar en la mayoria de los pacientes con LLC-B.



Los transplantes alogénicos han demostrado, en varios estudios, una elevada
probabilidad de remision completa de la enfermedad en pacientes con enfermedad
refractaria o recidivante (Michallet M, 1991; Rabinowe SN, 1993). Estudios de larga
duracion con pacientes de LLC-B transplantados y sometidos previamente a tratamiento
con ciclofosfamida e irradiacién mostraron elevados porcentajes de pacientes que no
experimentaron progresion de la enfermedad tanto en los grupos de pacientes que no
habian recibido tratamiento como en los de pacientes tratados previamente (Khouri IF,
2002). Como indicamos en los apartados anteriores, las terapias con agentes alquilantes
y/o analogos de purinas presentan una elevada toxicidad lo que afade dificultad a la
hora del uso del transplante alogénico. Asi pues el transplante no mieloablativo ha sido
sugerido para evitar la toxicidad asociada a la quimioterapia intensiva (Slavin S, 1998).

Por otra parte, los transplantes autdlogos han mostrado elevados porcentajes de
remisiones completas, bajos porcentajes de recidivas y bajos efectos secundarios cuando
se utilizan con terapia de intensificacion (Rabinowe SN, 1993; Khouri IF, 1994). Sin
embargo algunos estudios han demostrado que las estrategias de eliminacion de células
tumorales bien por anticuerpos o quimioterapia limitan la eficacia del transplante por la

aparicion de efectos secundarios (Altes A, 2002; Trneny M, 2002).

3.7.5. Otras estrategias terapéuticas.

Ademas de las estrategias terapéuticas indicadas hasta ahora existen otras, las

cuales son usadas de manera especifica en determinados casos. Dichas estrategias son:

- Leucoaferesis: consiste en la separacion automatica de las células
tumorales de la sangre. Estd indicada en aquellos casos de
hiperviscosidad sanguinea, habitual cuando la cifra de leucocitos es
superior a 400.000/ul. También puede ser adecuada para pacientes
de estadios avanzados y refractarios a otros tratamientos. En
cualquier caso, su uso s6lo consigue respuestas parciales transitorias

y el proceso debe ser repetido (Montserrat E, 1992).



- Radioterapia: consiste en la irradiacion total o parcial de 6rganos y
nodulos linfaticos. Esta indicado en pacientes con sintomas
compresivos por abundante masa tumoral y en pacientes de estadios
muy avanzados o resistentes a la quimioterapia. Los resultados al

igual que la leucoafaresis son temporales (Johannsson J, 2002).

- Esplenectomia: se trata de una terapia paliativa y no curativa que
aporta pocos beneficios al paciente. Esta indicado en pacientes con
hiperesplenismo o con manifestaciones autoinmunes severas (anemia
hemolitica y/o trombocitopenia) que no responden a otros
tratamientos. Se presenta como mejor opcion frente a la irradiacion
del bazo aunque la mortalidad en los pacientes con mal estado

general se puede ver incrementada (Seymour JF, 1997).

En cualquier caso, toda estrategia terapéutica como se ha indicado hasta ahora presenta
en mayor o menor medida efectos secundarios que minimizan su éxito. Algunos de
estos efectos secundarios adversos estan asociados a citopenias severas producidas por
el tratamiento induciéndose una gran susceptibilidad a infecciones que limitan los
beneficios que pueden resultar de dichas terapias. Para contrarrestar este efecto
citopénico y conseguir aumentar la inmunidad frente a las infecciones en el posterior
periodo linfopénico a la terapia, en los ultimos afios se ha experimentado con la
seleccion, expansion y autotransfusion de linfocitos T que no so6lo contribuye al
aumento de la inmunidad frente a los patdgenos sino que ademds permite obtener
respuestas antileucémicas mas completas y duraderas al tratamiento (Husebekk A,
2000), ademas se ha demostrado que las células T autologas y especialmente las células
T CD8+ pueden controlar el crecimiento de las células leucémicas en modelos murinos
(Simén A, 1999).

Ante esta situacion se plantea la posibilidad de desarrollar una nueva estrategia
terapéutica consistente en utilizar las propias células del sistema inmune como
elementos puramente terapéuticos en lo que se denomina terapia celular adoptiva
(ACT). Esta consiste en la localizaciéon y expansion de clones de células citotoxicas que
reconozcan antigenos de las células tumorales para su uso terapéutico. Los avances
logrados con este tipo de terapia en otros tumores como el melanoma (Dudley ME,

2002), la propia naturaleza de la LLC-B y los hallazgos antes mencionados hacen de la



leucemia una firme candidata para este tipo de terapias lo cual abre la posibilidad en el
futuro de nuevas estrategias terapéuticas en estos pacientes.

Otra de las estrategias estudiadas en los ultimos afios es el uso de vacunas donde se
manipulan vias de sefializacion de las células B como son la via del CD40-CD40L y
que contribuye a una activacion de las células del sistema inmune autdlogas que
adquieren una capacidad citotoxica frente a las células leucémicas (Biagi E, 2005).

En cualquier caso estas ultimas estrategias todavia deben ser ampliamente investigadas

para su posible uso terapéutico.

4. ASPECTOS BIOLOGICOS DE LAS CELULAS B EN LA LLC-B.

4.1. Clonalidad.

La clonalidad de las células B leucémicas ha sido confirmada con estudios
ideotipicos donde se demuestra la expresion de una sola cadena ligera de las
inmunoglobulinas, kappa (k) o lambda (A), pero nunca de ambas. Pero este no es el
unico fendmeno que determina el origen clonal de estas células, asi se ha demostrado
que los linfocitos B leucémicos en cada paciente expresan inmunoglobulinas de
superficie con similar especificidad idiotipica (Hamblin TJ, 1980), un unico patron de
actividad en la enzima glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH) (Solanki DL, 1982),
reordenamiento de los genes de las cadenas ligeras y pesadas idéntico en todas las

células (Johnstone AP, 1982) y anomalias cromosOmicas similares (Monserrat E, 1991).

4.2. Inmunofenotipo.

Las células B de los pacientes con LLC-B son muy similares morfolégicamente
a las células B maduras de individuos sanos, a excepcion de aquellos casos de LLC-B
atipica o mixta donde hay ciertas variaciones morfologicas de las células (tal y como se
indico en el apartado de clasificacion de la enfermedad). Asi pues la principal forma de
diferenciacion de las células B leucémicas con respecto de las normales es la de atender
sus caracteristicas fenotipicas, dentro de las cuales las mas destacables son aquellas

utilizadas para el diagnostico de la LLC:



- Expresion del antigeno de superficie CDS.

- Expresion de uno o mas antigenos asociados a células B: CD19, CD20 (baja

expresion), CD21, CD23, CD24.

- Niveles bajos de inmunoglobulinas de superficie (IgM e IgD) con presencia

de una sola de las cadenas ligeras kappa (k) o lambda (A).

Hay que destacar la existencia de un pequefio porcentaje de células B maduras en
individuos sanos que se caracteriza por expresar CD5 ademas de algunas de las
caracteristicas de las células B leucémicas incluida su monoclonalidad (Rawstron AC,
2002), aunque las células B leucémicas presentan unas diferencias destacables que las

distinguen de las células B normales como son entre otras:

a) Sobreexpresion de bcl-2 (Schena M, 1992).

b) Alteracion en el transporte de Na' y H' a través de la membrana celular
(Ghigo D, 1991).

c) Respuesta proliferativa anormal a sefiales mitdgenas (Carlsson M, 1988).

d) Resistencia a la transformacion por el virus del Epstein-Barr (Rickinson AB,
1982).

e) Disociacién entre fenotipo y ciclo celular, expresando antigenos de

activacion en fases tempranas del ciclo celular (Sadamori N, 1984).

Una de las principales caracteristicas del fenotipo de las células B leucémicas es la de
representar un estado un estado de transicion entre células B inmaduras y células B
maduras, puesto que se encuentran expresados tanto antigenos de células inmaduras
como antigenos que estan asociados a la activacion celular.

Ademas de las diferencias anteriormente expuestas en la expresion de los antigenos de
superficie entre células B leucémicas y normales, existen otras de importancia variable.
Asi la expresion de CD19 presenta, en algunos casos, en las células leucémicas una
intensidad media de fluorescencia (MFI) menor que la de las células normales (Gagro
A, 1997). Entre los antigenos cuya expresion se encuentra aumentada en las células B
leucémicas con respecto de las células B normales tenemos: CD6, CD11b, CD21,

CD23, CD24, CD25, CD26, CD27, CD32, CD36, CD39, CD49c, CD69, CD71, HLA-



DR. Por otra parte los antigenos cuya expresion esta disminuida en las células B
leucémicas frente a las normales son: CDI, CDIlla, CDl1l¢c, CD14, CD15, CD20,
CD22, CD35, CD40, CD49d, CD62L, CD72, CD79, CD80, CD86, CD95.

Un aspecto importante a destacar en cuanto al inmunofenotipo de las células B
leucémicas es la relacion que se puede establecer entre la expresion de algunos
marcadores de superficie con el estado pronostico, supervivencia o posible respuesta a
tratamiento. En este sentido lo mas estudiado es la expresion de CD38 que tal como se
indico en el apartado correspondiente a los factores prondsticos desempena un papel
importante a la hora de predecir el curso de la enfermedad en los pacientes con LLC-B y
cuya expresion por parte de las células B leucémicas es bastante heterogénea.

Otros marcadores también muestran diferente expresion asociados a algunos aspectos de
la enfermedad. Este es el caso de CD21 cuyos altos niveles de expresion han sido
asociados a una morfologia atipica (Tooze JA, 1992; Newman RA, 1993). Por su parte
CD36 aumenta su expresion segin avanza el estadio clinico del paciente, siendo
claramente mayor en los pacientes con un patron de infiltracion de médula osea difusa
(Rutilla S, 1999). En el caso de CD32 la expresion elevada ha sido relacionada con una
menor supervivencia de los enfermos (Schranz V, 1992).

Los marcadores CD18 y CD54 también presentan una expresion muy heterogénea entre
los pacientes con LLC. La baja expresion de CD18 ha sido asociada con enfermedad
avanzada, un menor tiempo de duplicacion linfocitaria (TDL) y un patroén difuso de
infiltracion en médula osea. Los niveles elevados de CD54 estan relacionados con los

estadios mas avanzados de la enfermedad y un menor TDL (Domingo A, 1997).

Por ultimo en relaciéon con el inmunofenotipo, sefialar que existen evidencias de
diferencias en la expresion de marcadores de activacion en células B leucémicas
dependiendo del tipo de LLC-B segun los factores pronosticos que lo define. De esta
manera se ha observado que aquellos pacientes con las inmunoglobulinas mutadas
tienen aumentada la expresion de los antigenos CD39, CD62L y CD71 frente a los
pacientes que no tienen mutacion mientras que €stos se caracterizan por tener a su vez
aumentada la expresion de CD40, CD38 y CD69. Al establecerse la diferenciacion de
los pacientes a través de la expresion de CD38 (limite de positividad >30%) se observo
que pacientes CD38+ tenian una mayor MFI en la expresion de HLA-DR y una mayor

expresion de los marcadores CD40, CD69 y CD79. Estos hallazgos sugieren la



existencia de diferentes fenotipos de activacion segin el tipo de LLC que indican
diferencias en los patrones de activacion de las células B en los pacientes (Damle RN,

2002).

4.3. Viabilidad celular.

Como se indico al comienzo de este trabajo, la LLC-B se caracteriza por la
acumulacion lenta y progresiva de linfocitos B monoclonales y funcionalmente
incompetentes. Puesto que estas células se encuentran detenidas en su ciclo celular en la
fase Go/G1, y no se dividen, su acumulacion solo puede deberse a un aumento anormal
de la supervivencia como consecuencia de una resistencia al proceso de apoptosis

(Rozman C, 1995).

Las razones por las cuales las células B leucémicas tienen aumentada la resistencia a la
apoptosis han sido ampliamente estudiadas. Una de las causas principales parece ser el
aumento de bcl-2 o un ratio elevado de bcl-2/bax en las células leucémicas (Hanada M,
1993, Osorio LM, 1997), el cual confiere una proteccion frente a diversos mecanismos
de la via de la apoptosis bajo control mitocondrial.

También parece desempeiiar un papel significativo la proteina p53, la cual tiene
mutaciones en el 10-15% de los pacientes de LLC-B, que se relacionan con un peor
prondstico. En estos casos donde existe una p5S3 andémala el peor pronostico se relaciona
con un defecto en la induccion de la apoptosis de las células B leucémicas, con su
consiguiente acumulacion en la sangre. Sin embargo los defectos de bcl-2 como p53,
por si solos, no parecen aumentar la resistencia a la apoptosis de las células B, ya que a
diferencia de lo que ocurre in vivo, cuando las células B leucémicas se disponen en
cultivo rapidamente entran en apoptosis (Collins RJ, 1989). Esto indica la existencia in
vivo de un microambiente donde desempefian un papel importante tanto factores
humorales y celulares que son realmente los que promueven la supervivencia de las
células B leucémicas in vivo a través de complejos circuitos de citocinas y otras
moléculas que actian de forma autocrina o paracrina, incrementando en algunos casos
los niveles de bcl-2. En este sentido se ha demostrado el incremento de la resistencia a
la apoptosis de las células leucémicas por factores solubles presentes en el
microambiente tales como la interleucina 4 (IL-4) e interleucina 8 (IL-8)(Dancescu M,

1992; Celle PF, 1996), el interferon oy v (IFN-a ¢ IFN-y) (Buschle M, 1993; Jewell



AP 1994), el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) (Koning A, 1997) y el
factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a) (Cordingley FT, 1988).

Por otra parte, también existen diversos tipos celulares que intervienen en el aumento de
la supervivencia, la estimulacion a través del antigeno de superficie CD40 de las células
B por su ligando CD40L presente en células T CD4+ desencadena por parte de las
primeras la produccion de survivina (Granziero L, 2001) y activacion de NF-kB
(Furman RR, 2000) que promueven en las células B un aumento en la resistencia a la
apoptosis.

Si bien las células T CD4+ parecen desempefar un papel importante en el aumento de la
resistencia a la apoptosis a través de la produccion de IL-4 y de la interaccion CD40L-
CDA40 con las células B, el aumento de la supervivencia de las células B a través de
otros tipos celulares de debe al contacto directo con estas células. Asi el contacto directo
con las células dendriticas (Pedersen IM, 2002), las células estromales de la médula
osea (Lagneaux L, 1998) y una célula tipo asistente (nurse like cell) presente en la
sangre de los pacientes con LLC-B (Burger JA, 2000) parece ser la causa del aumento
de la supervivencia. El papel que pueden desempefiar otras células como monocitos o
linfocitos NK esté siendo estudiado, en este caso el aumento de la supervivencia parece
deberse a la estimulacion de estas células a través de su receptor para las IgG
produciendo un retraso en la apoptosis espontdnea e inducida por fludarabina en las

células B (Gamberale R, 1999).

5.- ALTERACIONES DEL SISTEMA INMUNE EN PACIENTES CON LLC-B.

La patogenia de la LLC-B no esta ocasionada solamente por las alteraciones
existentes en los linfocitos B descritas en los apartados anteriores. Por su parte existen
alteraciones de otros compartimentos del sistema inmune que pueden participar en la
patogenia de la enfermedad y explicar en algunas ocasiones la situacion clinico-
patologica de los pacientes. Estas alteraciones no soélo se deben a redistribuciones
poblacionales ocasionadas por el incremento en sangre de los linfocitos B, sino también
a alteraciones del fenotipo y de la funcionalidad de diferentes poblaciones leucocitarias
no malignas que forman parte del sistema inmune y que interaccionan con los linfocitos

B leucémicos.



Uno de los principales compartimentos del sistema inmune que se ve afectado es el de
los linfocitos T. Estos presentan numerosas alteraciones morfoldgicas y funcionales que
podrian asociarse con una capacidad alterada para reconocer y regular a los linfocitos B
leucémicos.

La alteracion mas marcada en el compartimiento T es la disminucion notable del
porcentaje de linfocitos T debida fundamentalmente a la expansion de las células
tumorales, no obstante algunos trabajos han demostrado como a medida que progresa la
enfermedad, se produce un incremento en el nimero absoluto de linfocitos T en sangre
periférica tanto de subpoblaciones CD4+ y CD8+ (Kay NE, 1982; Platsoucas CD, 1982;
Vullier F, 1988; Bartik MM, 1998) .

Por otra parte existen redistribuciones subpoblacionales como consecuencia de los
linfocitos B leucémicos (Kay NE, 1979; Lauria F, 1980), observandose un incremento
de linfocitos T CD4+ en médula dsea y noddulos linfaticos (Pizzolo G, 1983; Caligaris-
Cappo F, 1999). A su vez, en los pacientes con LLC-B, se observa una expansion de
linfocitos T CD8+ con respecto a los linfocitos T CD4+ que se atribuye
fundamentalmente a cambios en la distribucion de las poblaciones T, que como se
indic6 anteriormente es debido a la mayor presencia de linfocitos CD4+ en médula 6sea

y en ganglios linfaticos (Busmanis I, 1993).

Otras alteraciones en las proporciones de linfocitos T a destacar son: la disminucion de
linfocitos T CD4+CD45RA+ con respecto a los linfocitos T CD4+CD45RO+ (Briggs
PG, 1990; Frolova EA, 1995). Expansion de linfocitos T CD57+ efectores, presentando
las subpoblaciones expandidas un fenotipo CD57+CD28- caracteristico de poseer una
mayor capacidad citotoxica (Van den Hove LE, 1998). También se ha descrito la
expansion de la subpoblacion de linfocitos T con fenotipo CD3+CD8+CD28- capaces
de producir y liberar IL-4, citocina esta implicada en la supervivencia de los linfocitos B
leucémicos. Por ultimo destacar la existencia de expansiones oligo- y monoclonales de
subpoblaciones de linfocitos T TCR-BV CD4+ y CD8+ en sangre periférica que
reflejan le existencia de linfocitos T capaces de reconocer los linfocitos B leucémicos

(Serrano D, 1997; Rezvany MR, 1999, Goolsby CL, 2000).



Como se indico anteriormente, no solo existen alteraciones en los linfocitos T en cuanto

a su distribucion y proporciones, también se producen alteraciones fenotipicas, algunas

de las cuales pasamos a describir a continuacion:

Niveles elevados de antigenos de activacion como CD25, HLA-DR y CD71
(Totterman TH, 1989; Garcia-Suarez J, 1991), los cuales indican un estado
de activacion in vivo que puede interpretarse como reactivo a la expansion
leucémica. La presencia del antigeno de activacion HLA-DR proporciona a
los linfocitos T de la capacidad para actuar como APCs permitiendo la
activacion de linfocitos T CD4+ productores de citocinas y factores de

crecimiento para las células B tumorales.

Expresion reducida de la cadena zeta del TCR en los linfocitos CD3+ (Rossi
E, 1996). Las alteraciones de esta cadena del TCR juegan un papel
importante en los defectos funcionales del sistema inmune del enfermo ya
que han sido encontradas en linfocitos T infiltrantes de tumores en diversos

pacientes con tumores solidos (Nakagomi H, 1993).

Disminucion de la expresion del antigeno de superficie CD40L (Cantwell

M1, 1997).

Elevados niveles de linfocitos T CD4+ y CD8+ que expresan CTLA-4
(CD152) en los pacientes de LLC-B en comparacion con los controles sanos
(Motta M, 2005). Si bien es cierto que se observa una perdida total de la
expresion de CTLA-4 (CD152) en la superficie de linfocitos T tras
activacion e incremento de su expresion intracelular en células no
estimuladas (Scrivener S, 2001). También se ha comprobado un retorno de
los niveles de expresion basales de CTLA-4 (CDI152) por parte de los
linfocitos T CD4+ y CDS8+ tras varias horas después de estimulacion
(Frydecka I, 2004). Estos hechos pueden demostrar que los linfocitos T estan
en un estado parcial de activacion por lo que se produce un fallo en la senal
negativa para regular la respuesta inmune, lo que podria permitir la
supervivencia de clones de linfocitos T en este estado de activacion capaces

de originar respuestas débiles. Por tanto la pérdida de expresion de CTLA-4



podria dar como resultado un fallo en la eliminaciéon de linfocitos T
autorreactivos o prevenir la apoptosis Ag-especifica de linfocitos T activados

tras cumplir su funcidn (Scrivener S, 2001; Rossi E, 1996).

- Disminucién de la expresion de CD28 tanto a nivel de superficie como
intracelular tras su activacion, fundamentalmente en linfocitos T CD8+. Este
fendmeno sugiere una relativa incapacidad para interaccionar de manera
eficaz con células APCs que expresan CD80 y CD86, y por consiguiente,
poseen una capacidad mermada para promover la presentacion antigénica y
el procesamiento del antigeno (Scrivener S, 2001), siendo la pérdida de
coestimulacion a través del CD28 uno de los factores mas importantes en la
inducciodn de la anergia en células T.

Algunos autores sugieren que este defecto unido a la disminucion de la
expresion de cadena zeta del TCR antes descrita es el resultado de un

estado cronico de activacion in vivo en los pacientes con LLC-B.

- Niveles reducidos de expresion del antigeno de superficie CDll1a, lo

que indica una afectacion de la adhesion célula-célula (Scrivener S, 2001).

- Expresion reducida de CD25 en la superficie de linfocitos T tras activacion
(contrario a lo observado en células no activadas en cultivo) lo que sugiere
una relativa incapacidad para responder a la estimulacion por IL-2, y por
tanto una capacidad alterada para controlar la activacion T. Sin embargo se
ha observado un incremento de su expresion intracelular en células no
estimuladas, lo cual correlaciona con el incremento de expresion de

CTLA-4 (estado de activacion parcial) (Scrivener S, 2001).

En cuanto a las alteraciones funcionales de los linfocitos T en los pacientes con LLC-B
caben destacar por un lado el aumento de la capacidad de secrecion de citocinas TNF-a,
IL-4 e IFN-y (Reyes E, 1997), con un predominio de un patron de citocinas Th2
predominando la produccion de 1L-4 modulado por las células leucémicas y que como
se indico en el apartado de supervivencia de los linfocitos B tiene un papel muy

importante en el aumento de supervivencia de estos ultimos (de Totero D, 1999).



Los linfocitos T en la LLC-B también se caracterizan por poseer una respuesta
proliferativa con estimulos policlonales anormal (Kay NE, 1986; Prieto A, 1993) lo que
unido al fenotipo activado sugiere que los linfocitos T se encuentran en esta patologia
en un estado anérgico (Dianzani U, 1994).

Por ultimo destacar la disminucion de los linfocitos T para cooperar en la sintesis de
Igs (Kunicka JE, 1988) y una alteracion de su capacidad supresora si bien hay trabajos

donde ésta estd aumentad (Kunicka JE, 1988) o disminuida (Fernandez LA, 1981).

Otro de los compartimentos del sistema inmune que presenta alteraciones
importantes son las células NK, las cuales presentan porcentajes disminuidos en sangre
periférica (Bulliré F, 1988) debido (al igual que ocurria con los linfocitos T) al aumento
en sangre de los linfocitos B leucémicos. Por otro lado se ha demostrado incrementos de
células NK CD56+CD16- asi como de células NK que expresan HLA-DR en algunos
pacientes con LLC-B (Frolova EA, 1995).

En cuanto a la funcionalidad de las células NK también se ve afectada, concretamente
las células NK en la LLC-B poseen su capacidad citotoxica disminuida afectandose
tanto su capacidad para ser activadas como para lisar dianas apropiadas (Ziegler-
Heitbrock HW, 1981; Alvarez-Mon M, 1987). No obstante este defecto parece revertir
con la administracion in vitro de moléculas inmunomoduladoras como son el IFN-a y/o
la IL-2 produciendo un aumento de su actividad litica (Foa R, 1984).

Sefialar que la aparicion en los pacientes de LLC-B de infecciones,
hipogammaglobulinemia y de una incidencia incrementada de tumores secundarios se
ha relacionado con la afectacion de la actividad citotoxica descrita para las células NK
en estos pacientes (Kay NE,1989). Las células NK CD16+ de los pacientes con
hipogammaglobulinemia son capaces de inhibir la secrecion de Ig inducida por
mitdégenos por linfocitos B normales. Las células dianas asesinadas por citotoxicidad
celular debido a activacion podrian ser eliminadas debido a la pérdida de expresion de
CD16 en las células NK CD56+ en estos pacientes. Esta pérdida de sefializacion a
través del CDI16 podria contribuir, junto con la hipogammaglobulinemia, a las
respuestas disminuidas de citotoxicidad celular debido a activacion de las células NK y

asi impedir la actividad litica y secrecion de citocinas como TNF-a (Lee RK, 1996).



Sefialar que también los monocitos y células dendriticas presentan algunas
alteraciones. En el caso de los monocitos los pacientes con LLC-B presentan un
aumento de la expresion de antigenos de activacion como HLA-DR, receptores del
complemento (CR3) y receptores para la porcion Fc de las IgG (Flieger D, 1988).

Las células dendriticas en los pacientes de LLC-B en principio poseen una capacidad
normal, pero se ha comprobado que la producciéon de citocinas es anormal,
encontrandose aumentada la expresion de los genes de las citocinas IL-10, IL-1p e IL-
12p35 y disminuida la del IFN-y, pudiendo indicar un estado de preactivacion in vivo
que podria desempefar un papel regulador en la patologia de la enfermedad. Ademas se
ha demostrado que la MFI de las moléculas CD80 y MHC-I son superiores en los
pacientes respecto de los controles (Rezvany MR, 2001). No obstante hay autores que
indican una profunda alteraciéon de las células dendriticas mostrandose una poblacién
celular inmadura al carecer del antigeno de maduracion CD83 y de la molécula CD80
por lo que constituyen una poblacion incapaz de estimular correctamente a los linfocitos

T (Orsini E, 2003).

Por tltimo indicar que las alteraciones de otros compartimentos celulares no sélo
se limitan a la propia enfermedad en si, sino que muchas de estas alteraciones
correlacionan con los diferentes estadios y/o variantes de la enfermedad y por tanto se
puede hablar de alteraciones progresivas relacionadas con el peor pronéstico de la
enfermedad.

Asi se ha demostrado una asociacion entre el fenotipo de linfocitos T y la masa tumoral,
observandose una alteracion en la relaciéon de las subpoblaciones CD4+ y CDS8+,
existiendo aumentos de porcentajes de linfocitos T CD8+ y CD8+CD45RO+ en
pacientes con BLC bajo y aumentos de linfocitos T CD4+ y CD4+CD45RO+ en
pacientes con BLC alto afectandose el ratio CD4/CD8, el cual estd alterado
notablemente, correlacionando con la masa tumoral (Prieto A, 1997). También existe
una expansion de linfocitos T CD4+ y CD8+ CD45RO+ en los enfermos con LLC-B
que es mucho mayor en los estadios II-IV de Rai (Peller S, 1991). Ademas se observan
alteraciones en los fenotipos de los linfocitos T asociados a la clasificacion morfologica
de la LLC-B, dandose en aquellos pacientes de morfologia atipica disminuciones del
ratio CD4/CDS8 e incrementos de linfocitos T CD4+ y CD8+ que expresan CD45RO+y
disminuciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ que expresan CD45RA+ (Reyes E. 1997).



Por otro lado también se ha observado un incremento progresivo del porcentaje de
linfocitos T reguladores con fenotipo CD4+CD25+ con respecto a los estadios de Binet

(Beyer M, 2005).

En el caso del grado de activacion de los linfocitos T segtn la expresion de HLA-DR,
ya comentada con anterioridad, también se muestra una correlacion positiva con el
grado de progresion de la enfermedad (Totterman TH, 1989) y con el valor de BLC
(Prieto A, 1997). Para el caso del marcador de activacion CD25 se observan en
pacientes de LLC-B de morfologia atipica porcentaje de linfocitos T CD25+ superiores
a los pacientes de LLC-B tipica. En el caso de la expresion reducida de la cadena zeta
del TCR (también anteriormente indicada) muestra una correlacion con el estadio
clinico de los pacientes, pudiendo incluso normalizarse tras el tratamiento adecuado

(Rossi E, 1996).

Por ultimo recordar que en el apartado dedicado a los factores pronodsticos, como ya se
indicd, los niveles de muchas citocinas correlacionaban con diferentes estadios de la

enfermedad lo cual es indicativo de un estado alterado de todo el sistema inmune.



OBJETIVOS



Los pacientes con LLC-B tienen una media de supervivencia de 10 afios, si bien
de manera individual presentan un prondstico muy variable. Asi mientras en algunos
pacientes la enfermedad es indolente y su esperanza de vida no se ve modificada por la
LLC-B, en otros la progresion es rapida y la supervivencia después del diagnostico se
encuentra por debajo de los dos afios (Rai KR, 1975; Binet JL, 1981). Esta
heterogeneidad hace necesario que los pacientes se encuentren clasificados por grupos
de diferente pronostico que permitan no solo predecir la evolucion de la enfermedad
sino también tomar las decisiones terapéuticas adecuadas.

Los sistemas de clasificacion en estadios de Rai y Binet tienen ciertas limitaciones a la
hora de pronosticar el curso de la enfermedad en algunos pacientes. Hay que tener en
cuenta que la evolucién de los pacientes depende en gran medida de una compleja
relacion entre las caracteristicas del paciente (edad, sexo, morbilidad), la enfermedad
(caracteristicas moleculares y biologia del propio tumor) asi como la respuesta de la
enfermedad al tratamiento. Siendo los estadios clinicos sélo uno de los componentes de
esta compleja relacion (Montserrat E, 2008). Por su parte los factores con valor
prondstico (infiltracion de médula 6sea, nimero y morfologia de linfocitos en sangre,
tiempo de duplicacion linfocitaria y los diversos parametros moleculares estudiados)
reflejan de manera muy concisa la diversidad bioldgica de la enfermedad y permiten

separar de forma mas adecuada a los pacientes segun el curso de la enfermedad.

Dentro de los diferentes pardmetros moleculares estudiados para predecir la evolucion
de la enfermedad, la expresion de ZAP-70 por parte de las células B leucémicas se
presenta como uno de los mejores factores pronosticos dada la alta correlacion existente
con el estado mutacional de la IgVH (Chen L, 2002; Crespo M, 2003; Wiestner A,
2003, Orchard JA, 2004) y su sencilla determinacién en el laboratorio por diferentes

técnicas (Crespo M, 2003; Wiestner A, 2003; Carreras J, 2005; Catherwood MA, 2006).

Los mecanismos patogénicos de la LLC-B se conocen de forma parcial. Sin
embargo, se ha demostrado la existencia de alteraciones en los compartimentos
linfocitarios y de células accesorias que no han sufrido la transformacién leucémica.
Estos hallazgos han sugerido la existencia de alteraciones en la distribucion de las
grandes poblaciones linfocitarias T y NK ademas de anomalias en su capacidad

funcional.



Sin embargo no se ha establecido el caracter universal de la afectacion linfocitaria T y
NK y de células dendriticas o de forma preferencial de algunas de sus subpoblaciones.
Tampoco se conoce la posible relacion entre el patrén de afectacion de estos
compartimentos de células del sistema inmunes sin transformacion leucémica con la
evolucién de la enfermedad y consiguientemente con factores prondsticos bioldgicos.

Es factible plantear que existan afectaciones preferenciales de subpoblaciones
linfocitarias T y NK, y de células dendriticas, siendo diferentes en pacientes con
distintas anomalias moleculares relacionadas con el prondstico de la enfermedad. La
existencia de diferentes patrones de anomalias biologicas en el sistema inmune de los
pacientes con LLC-B podria contribuir a comprender la variabilidad de la enfermedad y
su potencial relevancia en la patogenia de la expansion clonal leucémica.

Con estos fundamentos nos planteamos investigar en sangre periférica de pacientes con
LLC-B clasificados por la expresion en las células leucémicas de ZAP-70 y de controles

Sanos:

1. Distribucion de las poblaciones monocitarias, de células dendriticas, de

linfocitos B, linfocitos T y de células NK.

2. Supervivencia y apoptosis de los linfocitos T.

3. Capacidad de produccion de citocinas de los linfocitos T.



MATERIAL Y METODOS



1. POBLACION OBJETO DE ESTUDIO.

El estudio de esta tesis se realizdo con muestras de sangre periférica obtenidas de
un total de 34 pacientes diagnosticados de LLC-B en base a los criterios clinicos,
morfologicos e inmunoldgicos del IWCLL (International Workshop on Chronic
Lymphatic Leucemia). Los pacientes provenian del Servicio de Hematologia del
Hospital Universitario “La Paz” (Madrid) y del Servicio de Hematologia del Hospital
Universitario de Guadalajara (Guadalajara). Todos los pacientes incluidos en este
trabajo se encontraban en los estadios A de Binet y 0 de Rai en el momento del estudio.
Se excluyeron de este trabajo los pacientes diagnosticados de LLC-B que pudiesen
presentar una patologia asociada que alterase al sistema inmune. En concreto no se
incluyeron pacientes que presentasen otras enfermedades inmunologicas sistémicas u
organo-especificas, que hubieran sufrido un cancer o tuviesen un proceso maligno
concurrente, infecciones virales, bacterianas o parasitarias cronicas, insuficiencia renal,
hepatica, cardiaca o respiratoria moderada-grave, diabetes mellitus, inmunodeficiencias
primarias o malnutriciéon. También se excluyeron pacientes con LLC-B que estuvieran
recibiendo tratamiento con potencial actividad sobre el sistema inmune en los tres
ultimos meses. A su vez se estudiaron paralelamente un total de 18 controles sanos de
edad y sexo similar a los pacientes incluidos en el estudio. Las caracteristicas de edad y

sexo tanto de pacientes como de controles se detallan a continuacion en la tabla 1.1.

Tabla 1.1: Caracteristicas de edad Y sexo de Eacientes con LLC-B y controles sanos.

ZAP-70
ZAP-70 negativo ZAP-70 positivo
Pacientes con LLC-B n=18 n=16
n=34 Sexo edad SEX0 edad
hombre n="7 67 (44—-84) hombre n=7 65 (47 - 83)
mujer n=11 80(61-92) mujer n=9 71 (61 — 80)
Controles SeX0 edad
=18 hombre n= 6 69 (43 —85)

mujer n=12 77 (65 —94)

Se representa la mediana y el rango de la edad de los diferentes grupos estudiados.

La categorizacion de los pacientes segin la expresion de ZAP-70 fue realizada en
nuestro laboratorio a través del estudio de la expresion de ZAP-70 por citometria de

flujo de 4 colores segun se detalla mas adelante.



2. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS.

Tras el consentimiento informado de los pacientes, se procedi6 a la extraccion
de 20-30 ml de sangre periférica en tubos de heparina-Li (BD Vacutainer®, tubos
vacutainer 16x100mm, LH 170 IU, 10 ml, Becton Dickinson. Vacutainer Systems N.J.,
USA) por puncion venosa antecubital. Dichas muestras se procesaron en condiciones de
esterilidad el mismo dia de su extraccion en las 2 horas posteriores a su extraccion
manteniéndose las muestras durante este tiempo a 4°C para su transporte desde el

hospital.

3. SEPARACION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE
PERIFERICA.

Para la separacion de células mononucleares de sangre periférica (peripheral
blood mononuclear cells, PBMCs) se procedid en primer lugar a la dilucion de la sangre
heparinizada en proporcion 1:1 (volumen/volumen) con suero salino fisiologico 0.9%
(Fresenius-Kabi, Barcelona, Espafia) en tubos de propileno de 50 ml con fondo cénico
(Falcon, Becton Dickinson Labware, NJ, EEUU). Indicar que todo el proceso de
separacion de PBMC:s se llevo a cabo en condiciones de esterilidad en campana de flujo
laminar vertical (Gelaire TC 48, Flows labs, Alemania).

A continuacion se procede a la separacion de las células mononucleares por gradiente
de densidad en Ficoll. Esta técnica se basa en las diferencias de densidad de los distintos
componentes de la sangre (eritrocitos, PBMCs y suero) (Boyum A. 1968). Para ello, en
tubos de 50ml, se depositd la sangre anticoagulada y diluida 1:3 (vol/vol) en Ficoll-
Hypaque (Lymphoprep Axis-Shield Poc AS., Oslo, Noruega) mediante una bomba de
aire para pipeteo “pipetus” (Flow Lab, Alemania) y pipetas de plastico de 10 ml
(Sarstedt, Niimbrecht, Alemania). A continuacion se procedid a una centrifugacion
gradual (protocolo modificado de Boyum A. 1968 por el laboratorio) en una centrifuga
refrigerada (GS-GR, Beckman, Reino Unido). Tras la separacion se obtienen tres fases
y en la interfase Ficoll-suero se sitia una banda blanca correspondiente a las CMSPs,

que se extrajo y se depositd en un tubo limpio de 50 ml.



Una vez obtenida la banda, se procedi6 al lavado de las CMSPs con el objeto de
eliminar restos de Ficoll, que resultan toxicos para las células. Para ello, se afiadio suero
salino fisiologico (Fresenius Kabi, Barcelona, Espafia) hasta completar el volumen del
tubo, se centrifugd a 450 x g durante 10 minutos y se descartd el sobrenadante por
decantacion (proceso de lavado). Se resuspendio el precipitado y se repitid el proceso de
nuevo. Finalmente, las células se diluyeron en medio de cultivo completo RPMI 1640
(Whitaker Bioproducts, Verviers, Bélgica) suplementado con un 10% de suero bovino
fetal (Gibco, Grand Island, NY, USA), HEPES 25mM (Whitaker Bioproducts, Verviers,
Bélgica) y 1% de penicilina-estreptomicina (Whitaker Bioproducts, Verviers, Bélgica)
para su posterior recuento y estudio de la viabilidad (Current Protocols in Immunology,

1992).

4. RECUENTO Y ESTUDIO DE LA VIABILIDAD CELULAR.

En todas las suspensiones celulares se determiné la concentracion celular y la
viabilidad mediante la dilucion con Azul Tripan al 0.1% (Sigma) y recuento con
microscopio optico a 40x aumentos (Olympus CHS-2, Tokio, Japén) en camara de
Neubauer (Brand, Wertheim, Alemania). La concentracion celular fue determinada

aplicando la siguiente formula:

Células/ml = media de 4 cuadrantes camara x inversa de la dilucion x 10.000%*

*(profundidad x 4rea: 0.lmm x lmm” = 0.1mm’ = 10~ ml)

El porcentaje de células vivas se establecio por la capacidad de exclusion del colorante
ya que las células muertas permeabilizan su membrana y captan el colorante
adquiriendo un color azul. So6lo se prosigui6 el experimento en aquellos casos en los que
la viabilidad celular fue superior a un 90%.

Después de la determinacion de la concentracion celular, las células se diluyeron a una
concentracion de 10° células/ml en medio completo y se almacenaron en refrigeracion

(4°C) para su uso inmediato en los distintos protocolos experimentales.



5. ESTUDIO INMUNOFENOTIPICO.

5.1. Marcaje de superficie.

El estudio inmunofenotipico por marcaje de superficie se realizd6 mediante la
técnica de inmunofluorescencia directa de 4 colores, para la que se utilizaron
anticuerpos monoclonales (AcMo) de raton conjugados con diferentes fluorocromos.
Todos los AcMo fueron titulados con anterioridad para asegurar la concentracion
optima de marcaje. En cada muestra realizada se incluyeron dos controles de
experimento: un control de autofluorescencia de células sin marcar; y un control de
unidn inespecifica consistente en la incubacion de las células con AcMo marcados con
fluorocromos de igual isotipo a los empleados en el marcaje especifico, pero con
regiones Fc no homologas o irrelevantes, lo que nos permite evaluar la unidén
inespecifica de los anticuerpos monoclonales empleados en el marcaje (Otten, 1994).

El protocolo de marcaje asi como los AcMo utilizados y su designaciéon CD, clon,
isotipo, fabricante y fluorocromo asociado se exponen a continuacién segun las

diferentes poblaciones celulares estudiadas.

5.1.1. Linfocitos T, B, células NK 'y TK.

Para el proceso de marcaje, se pipeted un volumen de 100ul de una suspension
celular de 10° células/ml (100.000 células) en tubos de poliestireno de 5ml con fondo
redondo “tubos facs” (Becton-Dickinson Labware, NJ, EEUU). A continuacion se
dispensaron 100ul de tampon de lavado compuesto por tampén fosfato salino
(phosphate-buffered saline, PBS) suplementado con suero bobino fetal al 1%. Se realiz6
un lavado con objeto de eliminar restos celulares y medio de cultivo, para esto se
centrifug6 a 300 x g durante 5 minutos y se elimin6 el sobrenadante por decantacion.
Las células, una vez resuspendidas, fueron marcadas con 5ul de los AcMo descritos
(Tabla 5.1.1.1) segun el panel de marcaje (Tabla 5.1.1.2). Posteriormente se incubaron
en oscuridad a 4°C durante 20 minutos. Tras el tiempo de incubacidén se procedid a
realizar 1 lavado con 200ul de tampon de lavado. Tras éste lavado se afiadieron 200ul
de PBS para su adquisicién en el citometro de flujo de 4 colores FACScalibur™
(Becton-Dickinson, Mountain View, EEUU) mediante el software CellQuestPro 3.7

(Becton-Dickinson) para Macintosh®.



Tabla 5.1.1.1: AcMo utilizados para la caracterizacion de linfocitos T, B, células NK y TK.

AcMo CLON ISOTIPO CASA COMERCIAL FLUOROCROMO

CD3 SK 7 1gG1 BD Peridin clorofila proteina (PerCP)

CDh4 SK'3 IgGl BD Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

CDS5s CD5-5D7 IgG1 Caltag Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

CD8 3B5 IgG2a Caltag Aloficocianina (APC)

Ficoeritrina (PE)

CDl6 3G8 IgGlk Pharmingen Alexa Fluor 647 (Alexa F 647)

CDI19 SJ25-Cl 1gG1 Caltag Aloficocianina (APC)

CD21 B-ly4 1gG1 Cytognos Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

CD23 EBVCS-5 IgG1 BD Ficoeritrina (PE)

CD25 CD25-3610 IgG1 Caltag Ficoeritrina (PE)

CD28 CD28.2 IgGlk Pharmingen Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

CD38 HB-7 IgG1 BD Ficoeritrina (PE)

CD40 LOB7/6 1gG1 Serotec Isotiocianato de fluoresceina (FITC)
CD45RA MEMS56 IgG2b Caltag Isotiocianato de fluoresceina (FITC)
CD45RO UCHL-1 I1gG2a BD Aloficocianina (APC)

Caltag Ficoeritrina (PE)
CD56 MY31 1gG1 BD Ficoeritrina (PE)
CD57 HNK-1 IeM BD Isotiocianato de fluoresceina (FITC)
CD62L SK11 1gG2a BD Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

CD69 L78 1gG1 BD Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

CD80 L307.4 1gG1 BD Ficoeritrina (PE)

CD86 BU63 IgG1 Serotec Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

CD95 DX2 1gG1 BD Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

CD154(40L) 89-76 IgG1 BD Ficoeritrina (PE)

CCR7 150503 1gG2a R&D Systems Ficoeritrina (PE)

HLA-DR L1243 IgG2a BD Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

CD: cluster de diferenciacion definidos en el “7th Workshops on Human Leucocyte Differentiation Antigens.




Tabla 5.1.1.2: Combinacién de AcMo utilizados para la caracterizaciéon de linfocitos T, B y células
NKy TK.

POBLACION TUBO FL1 FL2 FL3 FL4
POBLACIONES
1 CD4 FITC CDS8 PE CD3 PerCP CD19 APC
GENERALES
2 CD28 FITC CD40L PE CD3 PerCP CDS8 APC
3 CD45RA FITC CD45RO PE CD3 PerCP CDS8 APC
LINFOCITOS
4 CD45RA FITC CCR7 PE CD3 PerCP CD8 APC
T
5 CD95 FITC CD45RO PE CD3 PerCP CDS8 APC
6 CD62L FITC CD25 PE CD3 PerCP CDS8 APC
7 CD57 FITC CD56 PE CD3 PerCP CD8 APC
CELULAS
8 CD57 FITC CD56 PE CD3 PerCP CD16 Alexa F 647
NK Y TK
9 CD69 FITC CD56 PE CD3 PerCP CD16 Alexa F 647
10 CD21 FITC CD38 PE CD3 PerCP CD19 APC
CELULAS 11 CD5 FITC CD23 PE CD3 PerCP CD19 APC
B 12 HLA-DR FITC CD40 PE CD3 PerCP CD19 APC
13 CD86 FITC CD80 PE CD3 PerCP CD19 APC

CD: cluster de diferenciacion definidos en el “7th Workshops on Human Leucocyte Differentiation Antigens.

Tras su adquisicion se procedid al analisis de los datos obtenidos en el citometro de
flujo siguiendo una estrategia de analisis jerarquico mediante los software CellQuestPro
3.7" (Becton-Dickinson) para Macintosh® y FlowJo 7.2.2 (Tree Star”) para Windows".
Dicho analisis jerdrquico consiste en una seleccion inicial de la poblacion celular
mayoritaria por FSC-SSC (linfocitos) seguida de una seleccion positiva segiin los
diferentes marcadores poblacionales. Una vez seleccionadas cada una de las
poblaciones linfocitarias se procede al estudio de la expresion de los distintos
marcadores dentro de cada una de las poblaciones. A continuacion se detallan los
diferentes analisis jerarquicos realizados para cada una de las poblaciones celulares

estudiadas.



- Poblaciones de linfocitos generales:

Se procedid en un primer momento a la seleccion de la poblacion general de linfocitos
por FSC y SSC. Posteriormente se identificaron y seleccionaron los linfocitos T por la
expresion de CD3, y dentro de los linfocitos T segun la expresion de CD4 y CDS se
identificaron los linfocitos T CD4+ y CD8+ (Figura 5.1.1.1).

Figura 5.1.1.1: Estudio de poblaciones linfocitarias generales.
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- Poblaciones de linfocitos T:

Se procedidé en un primer momento a la seleccién de la poblacion general de linfocitos
por FSC y SSC. Posteriormente se realizé la identificacion y seleccion de linfocitos T
por la expresion de CD3, y dentro de los linfocitos T segun la expresion de CDS8 se
identificaron y seleccionaron los linfocitos T CD8 y los linfocitos T CD4 (identificados
por ser CD3+CD8-). En ultimo lugar se estudio la expresion de diferentes marcadores

en las poblaciones de linfocitos T CD4 y T CDS8 (Figura 5.1.1.2).

Figura 5.1.1.2: Estudio de linfocitos T.
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- Poblaciones de células NK y TK:

Se procedio en un primer momento a la seleccion de la poblacion general de linfocitos
por FSC y SSC. Posteriormente se realizo la identificacion y seleccion de células NK y
TK por la expresion de los marcadores CD3 y CDS56. Dentro de las células NK
(CD3-CD56+) se estudiaron las subpoblaciones de células NK segun la diferente
intensidad de expresion de los marcadores CD16 y CD56. Por ultimo se analizaron
diferentes marcadores de activacion en las poblaciones de células TK y NK asi como en

las subpoblaciones de células NK (Figura 5.1.1.3).
Figura 5.1.1.3: Estudio de células NK y TK.
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- Poblaciones de linfocitos B:

Se procedid en un primer momento a la seleccion de la poblacion general de linfocitos
por FSC y SSC. Posteriormente se realiz6 la identificacion y seleccion de linfocitos B
por la expresion de CDI19, y dentro de los linfocitos B se estudid la expresion de

diferentes marcadores (Figura 5.1.1.4).

Figura 5.1.1.4: Estudio de linfocitos B.
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5.1.2. Monocitos.

Para el proceso de marcaje, se pipeted un volumen de 500ul de una suspension
celulas de 10° células/ml (500.000 células) en tubos de poliestireno de 5ml con fondo
redondo “tubos facs” (becton-dickinson Labware, NJ, EEUU). A continuacion se
dispensaron 500ul de tampdén de lavado compuesto por tampon fosfato salino
(phosphate-buffered saline, PBS) suplementado con suero bobino fetal al 1%. Se realiz6
un lavado con objeto de eliminar restos celulares y medio de cultivo, para esto se
centrifug6 a 300 x g durante 5 minutos y se eliminé el sobrenadante por aspiracion. Las
células, una vez resuspendidas, fueron marcadas con 5yl de los AcMo descritos (Tabla
5.1.2.1) segun el panel de marcaje (Tabla 5.1.2.2). Posteriormente se incubaron en
oscuridad a 4°C durante 20 minutos. Tras el tiempo de incubacion se procedid a realizar
1 lavado con 200pul de tampoén de lavado. Tras éste lavado se afiadieron 200ul de PBS
para su adquisicion en el citometro de flujo de 4 colores FACScalibur'™ (Becton-
Dickinson, Mountain View, EEUU) mediante el software CellQuestPro 3.7 (Becton-

Dickinson) para Macintosh®.

Tabla 5.1.2.1: AcMo utilizados para la caracterizaciéon de monocitos.

AcMo CLON ISOTIPO CASA COMERCIAL FLUOROCROMO
CD14 M®P9 I1gG2b.k BD Peridin clorofila proteina (PerCP)
CDl16 3G8 1gGlk Pharmingen Alexa Fluor 647 (Alexa F 647)

CD62L SK11 IgG2a BD Ficoeritrina (PE)

CD80 L307.4 1gG1 BD Ficoeritrina (PE)
CD86 BU63 1gGl1 Serotec Isotiocianato de fluoresceina (FITC)
CX3CRI1 2A9-1 IgG2b,k MBL Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

CD: cluster de diferenciacion definidos en el “7th Workshops on Human Leucocyte Differentiation Antigens.

Tabla 5.1.2.2: Combinacion de AcMo utilizados para la caracterizaciéon de monocitos.

Tubo FL1 FL2 FL3 FL4
1 CX3CRI FITC CD62L PE CD14 PerCP CD16 Alexa F 647
2 CD86 FITC CD80 PE CD14 PerCP CD16 Alexa F 647

CD: cluster de diferenciacion definidos en el “7th Workshops on Human Leucocyte Differentiation Antigens.



Tras su adquisicion se procedid al analisis de los datos obtenidos en el citometro de
flujo siguiendo una estrategia de analisis jerarquico mediante los software CellQuestPro
3.7" (Becton-Dickinson) para Macintosh® y FlowJo 7.2.2 (Tree Star™) para Windows".

Dicho andlisis jerarquico consistio en una seleccion inicial de la poblacion celular
mayoritaria por FSC-SSC (monocitos) seguida de la identificacion y seleccion de las
distintas poblaciones monocitarias segun la diferente expresion de los marcadores CD14
y CD16. Una vez seleccionadas cada una de las poblaciones monocitarias se procedio al
estudio de la expresion de los marcadores CX3CR1 y CD62L asi como CD80 y CD86

dentro de cada una las poblaciones seleccionadas (Figura 5.1.2.1).

Figura 5.1.2.1: Estudio de monocitos.
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5.1.3. Células dendriticas.

Para la determinacion de las células dendriticas de sangre periférica se utilizé un
kit de enumeracion de células dendriticas sanguineas (Blood dendritic cell enumeration
Kit Miltenyi Biotec-MACS®, Miltenyi Biotec GmbH, Alemania).

En primer lugar se anadieron 300ul de sangre completa anticoagulada a 2 “tubos facs”,
a continuacion se anadieron 20ul de Anti-BDCA Cocktail (CDIc: anti-BDCA-1 PE,
clon AD5-8E7, isotipo mouse 1gG2a; anti-BDCA-2 FITC, clon AC144, isotipo mouse
IgG1; anti-BDCA-3 APC, clon AD5-14H12, isotipo mouse IgGl; CD14 PE-Cys5,
isotipo mouse IgG2a; CD19 PE-CyS5, isotipo mouse IgG1) en uno de los tubos y 20ul de
Control Cocktail (mouse IgG2a PE; mouse IgG1 FITC; mouse IgGl APC; CD14 PE-
CyS5, isotipo mouse IgG2a; CD19 PE-Cy5, isotipo mouse IgGl) al otro tubo.



Posteriormente se afiadieron 10ul de Dead Cell Discriminator a cada uno de los tubos y
se incubaron en posicion horizontal, sobre hielo y bajo una bombilla de luz de 60W (a
una distancia de 3-5cm) durante 10 minutos, de esta manera se pueden excluir las
células muertas ya que el discriminador de células muertas se compone de una sonda
que después de la fotolisis se fija covalentemente a los acidos nucleicos en células con
membranas comprometidas. Tras este tiempo de incubacion se afiadieron 2ml de Red
Blood Cell Lysis Solution a cada uno de los tubos, dejando incubar durante 12 minutos
a temperatura ambiente y en oscuridad agitando los tubos a los 6 minutos de incubacion.
Posteriormente se centrifugaron los tubos a 300 x g durante Sminutos a 4°C y se retiro el
sobrenadante por aspiracion. A continuacion se afiadieron a los dos tubos 0.5ml de Red
Blood Cell Lysis Solution, incubdndose 5 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad. Seguidamente se afiadié a cada tubo 2 ml de tampdén de lavado (PBS
suplementado con suero bobino fetal al 1%) y se centrifugo a 300 x g durante 5 minutos
a 4°C, se aspiro el sobrenadante y se resuspendieron las células afiadiendo 300ul de
tampon de lavado, 150ul de Fix Solution y 5ul de Discriminator Stop Reagent a cada
tubo, adquiriéndose a continuacion los tubos en el citdmetro de flujo de 4 colores
FACScalibur™ (Becton-Dickinson, Mountain View, EEUU) mediante el software
CellQuestPro 3.7 (Becton-Dickinson) para Macintosh®. Tras su adquisicién se realizo el
analisis de los datos mediante una estrategia de analisis jerarquico con los software
CellQuestPro 3.7° (Becton-Dickinson) para Macintosh® y FlowJo 7.2.2 (Tree Star®™)
para Windows".

En el andlisis jerarquico se procedi6 a una seleccion inicial de la poblacion celular por
FSC-SSC (linfocitos, monocitos...) seguida de una seleccion negativa de los marcadores
CDI19, CDI14 y con exclusion de células muertas, y una posterior seleccion e
identificacion de las diferentes poblaciones de células dendriticas segiin sus marcadores

especificos (Figura 5.1.3.1).



Figura 5.1.3.1: Estudio de células dendriticas.
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5.2. Marcaje intracelular.

5.2.1. Determinacion de células FOXP-3.

Para la determinacion de células reguladoras se utilizd un kit de marcaje para
células FOXP-3 (FITC-Anti-human-FOXP-3 Staining Set, eBioscience, San Diego,
EEUU). En primer lugar se pipeted un volumen de 500pul de una suspension células de
10° células/ml (500.000 células) en un “tubo facs” procediéndose a centrifugar a 300 x g
durante 5 minutos a 4°C, por aspiracion se retir6 el sobrenadante y se resuspendieron las
células en tampoén de lavado (PBS suplementado con suero bobino fetal al 1%).
Posteriormente se realizd6 un marcaje con Sul de anti-CD25 PE (clon CD25-3610,
isotipo IgG1, Caltag), 5ul de anti-CD4 APC(clon S3.5, isotipo IgG2a, Caltag) y 10ul
de la sonda EMA (“Ethidium bromide monoazide”) (Sigma Chemical Co., San Luis,
EEUU) para discriminar células muertas. El tubo se incubd en posicion horizontal,
sobre hielo y bajo una bombilla de luz de 60W (a una distancia de 3-5cm) durante 10
minutos, y luego se incubd otros 10 minutos en oscuridad y a 4°C. A continuacion se
procedid a realizar un lavado con 1 ml de tampon de lavado (PBS suplementado con

suero bobino fetal al 1%) y se centrifugo a 300 x g durante 5 minutos a 4°C, se aspiro el



sobrenadante y se resuspendieron las células con 500ul de solucion de fijacion del kit
(Fix/Perm) incubando durante 35 minutos en oscuridad a 4°C. Después se procedid a
un lavado, tras el cual se afiadieron 500ul de solucion de permeabilizacion del kit e
inmediatamente, tras agitacion del tubo, se centrifugd a 300 x g durante 5 minutos a
4°C. Tras aspirar el sobrenadante se repitio este paso de permeabilizacion.
Seguidamente tras retirar el sobrenadante por aspiracion se afiadieron 100ul de tampon
de permeabilizacion con suero de rata al 2% incubandose en oscuridad a 4°C durante 15
minutos. Por tltimo se afiadieron 20ul de una dilucién 1/8 de anti-Human Foxp-3 FITC
(clon PCH101, isotipo 1gG2a,k) e incubando durante 30 minutos en oscuridad a 4°C.
Tras el periodo de incubacion se realizaron dos lavados con tampoén de lavado y se
resuspendieron las células en 300ul de PBS para su adquisicion en el citometro de flujo
de 4 colores FACScalibur™ (Becton-Dickinson, Mountain View, EEUU) mediante el
software CellQuestPro 3.7 (Becton-Dickinson) para Macintosh®.

Tras su adquisicion se realizo el analisis de los datos mediante una estrategia de analisis
jerarquico con los software CellQuestPro 3.7° (Becton-Dickinson) para Macintosh® y
FlowJo 7.2.2 (Tree Star™) para Windows". En este caso se realizé una seleccion por
FSC y SSC de la poblacion mayoritaria de linfocitos totales, posteriormente se realizod
una seleccion de células vivas por exclusion de células muertas marcadas con EMA y
por ultimo se identificé la poblacidon de linfocitos CD4+ y dentro de estos se estudio la

expresion de FOXP-3 (Figura 5.2.1.1).

Figura 5.2.1.1: Estudio de expresion de FOXP-3 en linfocitos CD4+.
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5.2.2. Determinacion de ZAP-70.

La determinacién de células ZAP-70 positivas se realizd mediante el marcaje
intracelular usando un kit comercial de fijacion y permeabilizacion (kit Fix&Perm,
Caltag Laboratories) segun protocolo estandar. En primer lugar se dispensaron 500ul
de una suspension celulas de 10° células/ml (500.000 células) en un tubo de “tubo facs”
y se afiadieron 500ul de tampon de lavado (PBS suplementado con suero bobino fetal al
1%) y se centrifugo a 300 x g durante 5 minutos a 4°C, se aspiro el sobrenadante y se
procedi6 a realizar el marcaje superficial con 5Sul de anti-CD5 FITC (clon CD5-5D7,
isotipo IgG1, Caltag), Sul de anti-CD3 PerCP(clon SK7, isotipo IgG1, BD) y 5ul de
anti-CD19 APC (clon SJ25-C1, isotipo IgG1, Caltag). El tubo se incubo durante 20
minutos en oscuridad a 4°C. Tras la incubacion se realizdé un lavado con 500ul de
tampon de lavado, después de aspirar el sobrenadante se afiadieron 50ul de la solucién
A (fijacion) del mencionado kit y se incubd durante 15 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente. Se procedié después a un lavado con 500ul de tampodn de lavado,
aspiracion del sobrenadante y después se anadieron 50ul de la solucion B
(permeabilizacion) del kit y se afiadieron 5Sul de anti-ZAP-70 (clon 1E7.2, isotipo
IgG1,k, de eBioscience, San Diego, EEUU) incubandose 20 minutos en oscuridad a 4°C.
Por ultimo se realiz6 un lavado con 500ul de tampon de lavado y tras aspirar
sobrenadante las células se resuspendieron en 200ul de PBS para su adquisicion en el
citometro de flujo de 4 colores FACScalibur™ (Becton-Dickinson, Mountain View,
EEUU) mediante el software CellQuestPro 3.7° (Becton-Dickinson) para Macintosh®.
Tras su adquisicion se procedio al analisis de los datos mediante la estrategia de analisis
jerarquico con los software CellQuestPro 3.7° (Becton-Dickinson) para Macintosh” y
FlowJo 7.2.2 (Tree Star™) para Windows®”. En primer lugar se seleccionaron los
linfocitos totales por FSC y SSC, a continuacién se seleccionaron linfocitos T, B y
células NK segtn la expresion de CD3 y CD19. Posteriormente se estudid la expresion
de ZAP-70 en la poblacion conjunta de linfocitos T y células NK, y por otro lado en los
linfocitos B. Siguiendo el modelo propuesto por Crespo y cols (Crespo M, 2003), se
considerdé como paciente con LLC-B ZAP-70+ aquel que presentara mas del 20% de
linfocitos B positivos para ZAP-70 con respecto al conjunto de linfocitos T y células

NK (Figura 5.2.2.1).



Figura 5.2.2.1: Estudio de la expresion de ZAP-70.
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6. ESTUDIOS FUNCIONALES.
6.1. [Estudio de la apoptosis en células T.

Cuando una célula entra en apoptosis uno de los primeros cambios que se
producen en su membrana es el intercambio de lipidos entre las dos capas lipidicas que
la forman, la fosfatidil-serina pasa de la cara interna a la cara externa de la membrana.
La Anexina-V es una proteina presente en la superficie de células fagociticas capaz de
unirse con una alta especificidad a la fosfatidilserina, esto permite a dichas células
reconocer a las células que han entrado en apoptosis y eliminarlas por fagocitosis. De
esta manera el uso de Anexina-V conjugada con un fluorocromo nos permite visualizar
en un citometro células en fase de apoptosis. Para el estudio de la apoptosis se
cultivaron (por duplicado) 0.5 x 10° de células en presencia de medio completo
(determinacion apoptosis espontanea) en placas de 96 pocillos fondo en “U” (Sero-
Wel, Vivi Sterilin Ltd, Stone, Staffs, UK) y se mantuvieron durante 21 horas en un
incubador a 37°C y 5% CO2 (Incubador de CO2 Hera Cell, Kendro Labs. Products,
Hanau, Alemania). A su vez se dispusieron 0.5 x 10° células en 2 tubos “facs” (tubos
basales). Tanto los tubos basales asi como las células cultivadas durante 21 horas (tras

resuspension y paso a “tubos facs”) se marcaron con Sul de los AcMo descritos (Tabla



6.1.1) y se incubaron durante 20 minutos a 4°C y en oscuridad. Posteriormente
retiramos el medio el cultivo mediante centrifugacion a 380 x g durante 10 minutos a
4°C y posterior decantacion e incubamos con 5ul de Anexina-V FITC (Bender
Medsystem Diagnostic, Viena, Austria) en un volumen afiadido de 100 pl de “Hepes
buffer” un tampoén rico en calcio (Hepes 10mM, NaCl 150nM, MgCl 1mM, CaCl
1.8mM, and KCl 5SmM (Sigma Chemical Co., San Luis, EEUU)) a un pH = 7.4 ya que
la union de la anexina V a la fosfatidil-serina es dependiente de calcio. Momentos antes
de su adquision en el citdmetro de flujo afadimos 100ul de microbeads (Calibrate
beads, Becton&Dickinson Immunocytometry System, San Jos¢, EEUU) de una dilucién
1/100 en “Hepes buffer” como estandar externo de recuento celular. Sefalar la
importancia de resuspender muy bien la solucion de microbeads antes de anadirla a los
tubos y previamente a la adquision para evitar que se depositen en el fondo de los tubos.
Mediante las técnicas disponibles en el software del citometro detenemos la adquisicion
de eventos en un numero determinado de microbeads (21.000), de esta manera
obtenemos un estandar externo constante al que referir los eventos adquiridos y asi
poder comparar diferentes tiempos y condiciones dentro de un mismo experimento
(Prieto A, 2002). La adquisiciéon se realizé en un citdmetro de flujo de 8 colores
FacsAria™ (Becton-Dickinson, Mountain View, EEUU) mediante el software FacsDiva

5.0.3 (Becton-Dickinson) para Windows".

Tabla 6.1.1: Combinacion AcMo utilizados para la caracterizacion de poblaciones linfocitarias en
ensayo de apoptosis.

AcMo CLON ISOTIPO CASA COMERCIAL FLUOROCROMO

CD3 UCHTI IgGLk BD Alexa 700

CD4 S3.5 IgG2a Caltag Ficoeritrina (PE)

CD8 SK1 IgGl BD Peridin clorofila proteina (PerCP)
CD27 0323 IgGlk eBioscience Aloficocianina-Cyanina 7 (APC-Cy7)
CD28 CD28.2 IgGLk eBioscience Ficoeritrina-Cyanina 7 (PE- Cy7)

CD45RA MEM-56 I1gG2b Caltag Pacific Blue (PB)

CD62L DREG-56 1gGlk BD Aloficocianina (APC)

CD: cluster de diferenciacion definidos en el “7th Workshops on Human Leucocyte Differentiation Antigens.



Material y métodos

Tras la adquisicion se procedid al andlisis de los datos mediante la estrategia de andlisis
jerarquico con el software FlowJo 7.2.2 (Tree Star™) para Windows”. En primer lugar
se seleccionaron por FSC y SSC el total de linfocitos (tanto vivos como muertos) y
posteriormente de idéntica manera a lo indicado en el estudio inmunofenotipico se
procedié a identificar y seleccionar las diferentes poblaciones y subpoblaciones de
linfocitos T, procediendo al estudio del marcaje en dichas poblaciones por Anexina-V

(Figura 6.1.1).

Figura 6.1.1: Estudio de expresion de Anexina-V.
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Tras su andlisis mediante el software adecuado obtenemos el parametro indicador de
apoptosis denominado como indice de apoptosis (Al), que muestra el porcentaje de

células apoptoticas respecto a las células totales:

Al =n° de células apoptoticas / (n° de células apoptdticas + n° de células no apoptdticas)
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6.2. [Estudio del porcentaje de linfocitos T productores de citocinas.

Para determinar la produccion de citocinas intracelulares por los linfocitos T
incubamos a 37°C y 5% CO2 un total de 10° células en medio completo (control
negativo) con monensina (2uM) (Sigma Chemical Co., San Luis, EEUU), un inhibidor
de la sintesis de microtubulos para bloquear la exocitosis y 10° células en medio
completo con monensina (2uM), acetato de 12-forbol 13-miristato PMA (50 ng/ml)
(Sigma Chemical Co., San Luis, EEUU) que actiia como estimulo policlonal de células
T, e ionomicina (1pg/ml) (Calbiochem-Novabiochem, California, EEUU) que es un
iondforo de calcio para potenciar el efecto del PMA, en tubos de polipropileno de 15ml
durante 6h (Falcon, Becton Dickinson Labware, NJ, EEUU). Tras el tiempo de
incubacion disponemos 500ul (500.000 células) de las células incubadas de cada una
de las condiciones indicadas anteriormente en 2 “tubos facs”, afiadimos 3ml de tampdn
de lavado (PBS suplementado con suero bobino fetal al 1%) y se centrifugo a 300 x g
durante 5 minutos a 4°C, se aspiro el sobrenadante y se marcaron las células con 5ul de
los AcMo descritos (Tabla 6.2.1) seglin el panel de marcaje (Tabla 6.2.2) afiadiendose
ademads 1pl de sonda AQUA QDOT560 (Invitrogen) que tiene la propiedad de unirse a
los 4cidos nucléicos y discriminar células muertas de células vivas fijadas.
Posteriormente se incubaron en oscuridad a 4°C durante 20 minutos. Tras el tiempo de
incubacion se procedio a realizar 1 lavado con 3ml de tampon de lavado y después de
aspirar el sobrenadante se afiadieron 50ul de la solucion A (fijacion) del kit comercial
de fijacion y permeabilizacion de Caltag y se incub6 durante 15 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente. Se procedio después a un nuevo lavado con 3ml de tampodn de
lavado, aspiracion del sobrenadante y después se anadieron 50ul de la solucion B
(permeabilizacion) del kit y se afiadieron 5ul de las citocinas correspondientes segun
el panel indicado incubandose 20 minutos en oscuridad a 4°C. Por ultimo se realiz6 un
lavado con 3ml de tampén de lavado y tras aspirar el sobrenadante las células se
resuspendieron en 200pl de PBS para su adquisicion en un citometro de flujo de 8
colores FacsAria™ (Becton-Dickinson, Mountain View, EEUU) mediante el software

FacsDiva (Becton-Dickinson) para Windows".



Tabla 6.2.1: AcMo utilizados para la caracterizacién de poblaciones linfocitarias y determinacion
de citocinas intracelulares.

AcMo CLON ISOTIPO COD(;II:lizlAL FLUOROCROMO
CD3 Sk 7 IgGl1 BD Peridin clorofila proteina (PerCP)
CDS8 3B5 IgG2a Caltag Alexa 405
D27 0323 1G1k e Bioscience Aloficocianina-Alexa 750 (APC-Alexa
750)
CD28 CD28.2 IgGl,k e-Bioscience Ficoeritrina-Cyanina 7 (PE- Cy7)
CD45RA | MEM-56 1gG2b Caltag Aloficocianina (APC)
rhlL-2 5344111 IgGl BD Isocianato de fluoresceina (FITC)
rhIL-4 8D4-8 IgGl BD Ficoeritrina (PE)
rhIL-10 JES3-9D7 | RatlIgGl Caltag Ficoeritrina (PE)
rhTNF-a MADL1 IgGl BD Alexa 488
rhINF-y B27 IgGl1 BD Alexa 700

CD: cluster de diferenciacion definidos en el “7th Workshops on Human Leucocyte Differentiation Antigens.
rh: recombinat human.

Tabla 6.2.2: Combinacién de AcMo utilizados para la caracterizacion de poblaciones linfocitarias y
determinacion de citocinas intracelulares.

FITC/ Alex

Tubo Estimulo PE PerCP PE-Cy7 APC Alex 700 APC-Alex 750
Alex 488 405
1 Medio IL-2 1L-4 CD3 CD28 CD45RA INF-y CD27 CD8
2 Medio TNF-a IL-10 CD3 CD28 CD45RA INF-y CD27 CD8
3 PMA IL-2 IL-4 CD3 CD28 CD45RA INF-y CD27 CD8
4 PMA TNF-a IL-10 CD3 CD28 CD45RA INF-y CD27 CD8

CD: cluster de diferenciacion definidos en el “7th Workshops on Human Leucocyte Differentiation Antigens.

Tras la adquisicion se procedid al analisis de los datos mediante la estrategia de analisis
jerarquico con el software FacsDiva 5.0.3 (Becton-Dickinson) para Windows”. En
primer lugar se seleccionaron por FSC y SSC la poblacion mayoritaria de linfocitos, a
continuacion se descartaron los dobletes, posteriormente se identificaron y
seleccionaron las células vivas segin el marcaje de la sonda AQUA. Después se
procedio a la identificacion y seleccion de linfocitos T CD4 y T CD8 seglin el marcaje
por CD3 y CDS identificando a los linfocitos T CD4 por el marcaje (CD3+CD8-).
Dentro de los linfocitos T CD4 y CD8 se identificaron las diferentes subpoblaciones
segun la expresion de CD45RA y CD27 y por ultimo se estudio el porcentaje de células
productoras para las distintas citocinas en cada poblacién y subpoblacion celular (Figura

6.2.1).




Material y métodos

Figura 6.2.1: Estudio del porcentaje de linfocitos T productores de citocinas.
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7. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS.

En primer lugar se procedid a analizar la naturaleza de la distribucion de
nuestros datos empleando el contraste de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Los
datos obtenidos no mostraron distribuciones normales, razén por la cual las
comparaciones estadisticas entre los grupos de pacientes con LLC-B ZAP-70— y ZAP-
70+, asi como con controles sanos se realizaron empleando el Test no-paramétrico de U
de Mann-Whitney. En todos los casos, se tuvo en consideracion el nivel de significacion
por debajo del 5% (p<0.05). Los resultados mostrados tanto en tablas como en figuras
de este trabajo se expresan como mediana y rango intercuartilico (percentiles 25y 75)
de los datos. Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) version 11.0 (Chicago, IL) para Windows". Las graficas
se realizaron mediante el programa de gestion de graficos SigmaPlot 10.0 (SPSS Inc,

Chicago, IL) para Windows".
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regulatory Imphocytes, prognosis, apoptosis.



RESULTADOS



1. ANALISIS FENOTIPICO DE LAS CELULAS DENDRITICAS (DCs)
DE SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CON LLC-B AGRUPADOS
EN FUNCION DE LA EXPRESION DE ZAP-70.

Las células dendriticas (DCs) son un tipo celular que realiza una funcioén
importante en la activacién de los linfocitos T, siendo fundamentales en la respuesta
inmune. El analisis inmunofenotipico de la expresion de los marcadores BDCA en las
células dendriticas nos permitié determinar las subpoblaciones de DCs mieloides tipo I
(mDC1), tipo I (mDC2) y plasmacitoides (pDC), tal como describimos en el apartado
de materiales y métodos. Este analisis detectd diferencias significativas en el numero
absoluto (niimero de células/ml de sangre) en todas las subpoblaciones de DCs entre los
diferentes grupos de pacientes con LLC-B estudiados y los controles sanos (Figural.l).
En el caso de las células mDCI se observa una disminucion significativa en su nimero
absoluto en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los ZAP-70-y a los controles
sanos (Figura 1.1, panel A). Sin embargo, el nimero absoluto de células mDC2 esta
significativamente elevado en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los

pacientes ZAP-70—-y los controles sanos (Figura 1.1, panel B).
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Figura 1.1: Namero absoluto (n° de células/ml) de células dendriticas (DCs) en sangre periférica.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (Ps — P7s5) del nimero absoluto (células/ml) en sangre
periférica de las subpoblaciones de células dendriticas mieloides tipo I mDC1 (panel A), mieloides tipo 11
mDC2 (panel B) y plasmacitoides pDC (panel C) en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70-y
pacientes con LLC-B ZAP-70+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes con LLC-B.

En el caso de las células pDC se detecté una disminucion significativa de su niimero
absoluto en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto al grupo de controles sanos y

de los pacientes ZAP-70— (Figura 1.1, panel C).

» Los pacientes con LLC-B ZAP-70+ tienen un incremento significativo del nimero de
células dendriticas mieloides tipo II (mDC2) y una disminucion significativa del
nimero de células dendriticas mieloides tipo I (mDC1) y del nimero de células
dendriticas plasmacitoides (pDC) respecto a los pacientes con LLC-B ZAP-70- y los
controles sanos.




ANALISIS FENOTIPICO DE MONOCITOS DE SANGRE PERIFERICA
EN PACIENTES CON LLC-B AGRUPADOS EN FUNCION DE LA
EXPRESION DE ZAP-70.

g

Los monocitos comprenden un tipo celular importante en la proteccion frente a
los agentes infecciosos, ademas de poder desempenar cierta actividad antitumoral. Un
primer andlisis del compartimento monocitario (Tabla 2.1) nos muestra un descenso
significativo del nimero de monocitos circulantes en los pacientes con LLC-B respecto
a los controles sanos independientemente de la expresion de ZAP-70. Senalar que dicho
descenso es mas marcado en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ los cuales a su vez

muestran valores significativamente menores respecto a los pacientes ZAP-70—.

Tabla 2.1: Niimero absoluto (n° de células/pl) de monocitos en sangre periférica.

Controles ZAP-70- ZAP-70+

Numero 568,76 399,28 * 354,29 t*
absoluto (395,25 — 640,26) (267,61 — 494,13) (236,41 — 424,16)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (Ps — P75) del numero absoluto (n° de células/pul) en
sangre periférica de monocitos en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70-y pacientes con LLC-B
ZAP-70+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes con LLC-B.

Monocitos

A continuacion se estudiaran el nimero absoluto y el porcentaje de las diferentes
subpoblaciones monocitarias dependiendo de la expresion de los marcadores CD14 y
CD16 en sus diferentes intensidades. A su vez se estudiaran en las distintas
subpoblaciones monocitarias la expresion de las moléculas CX3CR1 y CD62L, asi
como de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86, para evaluar tanto la capacidad
de migracion-extravasacion como su capacidad coestimuladora y actividad presentadora

de antigenos.



2.1. Estudio fenotipico de los monocitos CD14-CD16+" de sangre periférica en

pacientes con LLC-B agrupados en funcion de la expresion de ZAP-70.

Los monocitos que expresan CD14-CD16+" se corresponden con una
subpoblacion monocitaria con peculiaridades fenotipicas y funcionales que les asemejan
a c¢lulas dendriticas. Al realizar el estudio de esta subpoblacion monocitaria
observamos que los pacientes con LLC-B ZAP-70+ muestran aumentos significativos
tanto en el numero absoluto como en el porcentaje de esta subpoblacion respecto a los

pacientes con LLC-B ZAP-70-y los controles sanos (Figura 2.1.1).
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Figura 2.1.1: Numero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de la subpoblacion

monocitaria CD14—CD16+".

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P75) del nimero absoluto (n°

de células/ul) y del porcentaje en sangre periférica de la subpoblacion de monocitos

CD14-CD16+" en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70— y pacientes con

LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al niimero total de monocitos.

t Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes
con LLC-B.

En esta subpoblacion monocitaria se estudio su potencial de migracion a través de la
expresion del receptor para fractalkina CX3CR1 y la L-selectina CD62L que nos
permiten evaluar la capacidad migratoria de los monocitos. Respecto a la expresion de
CX3CRI1/CD62L (Tabla 2.1.1), indicar que no hay diferencias significativas en los
valores de su niimero absoluto y porcentaje entre los controles sanos y pacientes con
LLC-B ZAP-70- a excepcion del numero absoluto de monocitos CD14-CDI16+"
CX3CR1+CD62L~ donde los pacientes ZAP-70— duplican de forma significativa el

numero de células con respecto a los controles sanos.



Las mayores diferencias existentes entre controles sanos y pacientes radican en los
valores comparados entre los primeros y los pacientes con LLC-B ZAP-70+, donde se
aprecia en los pacientes un incremento significativo (que llega a duplicar los valores del
control) del numero absoluto de monocitos CD14-CD16+™ que expresan CX3CR1 de
forma independiente a la coexpresion de CD62L. Por otro lado, en los pacientes con
LLC-B ZAP-70+ el ntimero absoluto de monocitos que no expresan el marcador
CX3CRI esta disminuido respecto a los controles sanos, si bien las diferencias no
fueron estadisticamente significativas existiendo €stas en sus porcentajes los cuales
también disminuyen respecto a los controles sanos.

Al comparar los pacientes de LLC-B ZAP-70- con los ZAP-70+ constatamos un
aumento significativo tanto en numero absoluto como en porcentaje de la subpoblacion
CD14-CD16+"CX3CR1+CD62L+. Por el contrario la subpoblacion CD14-CD16+"
CX3CR1-CD62L- y la subpoblacion CD14-CD16+"CX3CR1-CD62L+ se encuentran
disminuidas significativamente en sus porcentajes en los pacientes con LLC-B ZAP-

70+ respecto de los otros grupos objeto de estudio.

Tabla 2.1.1: Namero absoluto (n° de células/ul) y porcentaje de monocitos CD14-CD16+" que
expresan CX3CR1 y/o CD62L.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
Numero 8,83 16,70 * 17,63 *
_ absoluto (3,86 — 16,03) (5,66 — 23,63) (9,63 — 25,54)
CX3CR1+CD62L 5 54.85 66.86 60.30
(35,07 - 65,02) (46,16 - 75,50) (45,33 - 79,14)
Numero 4,48 433 9,95 t*
absoluto (1,90 - 10,17) (1,05 —9,04) (7,28 - 11,33)
+ + > >
CX3CRI+CD62L % 27,93 17,33 34,18 T
’ (11,78 - 56,79) (7,62 - 21,50) (11,95 - 43,01)
Numero 1,53 2,15 0,68 T
absoluto (0,28 - 8,33) (0,42 — 4,08) (0,47 — 4,24)
CX3CR1-CD62L— y 9.53 8.60 2.33 3
(3,58 - 17,63) (1,62 - 21,65) (0,72 - 9,70)
Niimero 1,20 1,80 0,85
absoluto (0,29 - 2,82) (0,59 — 3,86) (0,28 — 3,89)
CX3CR1-CD62L+ . 7.48 7.20 2,94 -
’ (2,36 - 10,74) (1,93 - 12,55) (1,33 - 5,76)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P»s — P7s) del nimero absoluto (n® de células/ul) y del
porcentaje en sangre periférica de la subpoblacién de monocitos CD14-CD16+" segin la expresion de
los marcadores CX3CR1 y CD62L en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70- y pacientes con
LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al niimero total de monocitos CD14-CD16+™.

T Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes con LLC-B.



Respecto a la expresion de CD86/CD80 (Tabla 2.1.2), las diferencias existentes mas
notables se dan en el numero absoluto y en el porcentaje de la subpoblacion de
monocitos CD14-CD16+"CD86+CD80— y CD14-CD16+"CD86-CD80—. En el caso
de la subpoblacion que expresa CD86, ambos grupos de pacientes muestran con
respecto a los controles sanos un aumento estadisticamente significativo de su nimero
absoluto y de su porcentaje. Siendo los pacientes con LLC-B ZAP-70+ los que
presentan el nimero absoluto significativamente elevado respecto de los pacientes ZAP-
70—. Por el contrario, en la subpoblacion que no expresa CD86 se observan
disminuciones significativas tanto del numero absoluto como del porcentaje en los dos

grupos de pacientes respecto a los controles sanos.

Tabla 2.1.2: Namero absoluto (n° de células/ul) y porcentaje de monocitos CD14-CD16+" que
expresan CD86 y/o CD80.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
Numero 6,62 13,27 * 21,78 t*
~ absoluto (3,40 — 10,68) (7,27 - 26,26) (13,63 — 39,15)
CD86+CD30 y 34,99 77.14 x 79.80 x
’ (30,69 - 43,80) (51,03 - 86,96) (14,54 - 87,29)
Nuamero 0,32 0,18 0,22
absoluto (0,05 — 0,77) (0,08 — 0,67) (0,01 — 0,40)
CDS86+CDS80+ ) 1.94 0.95 0.87
(0,77 - 3,43) (0,57 -2,71) (0,18 - 2,14)
Ntimero 13,70 475 * 4,76 *
absoluto (3,06 — 18,76) (2,93 — 7,56) (2,76 — 12,90)
CDS6-CDSO= 61,45 2089 % 19,22 *
’ (54,61 - 65,19) (11,72 - 45,69) (6,53 - 35,94)
Numero 0,22 0,02 0,05
absoluto (0,00 — 0,46) (0,00 — 0,13) (0,01 - 0,41)
CD86—CD80+ 5 103 0.11 0.20
(0,02 - 1,44) (0,04 - 0,63) (0,01 -0,51)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P»s — P7s) del nimero absoluto (n® de células/ul) y del
porcentaje en sangre periférica de la subpoblacion de monocitos CD14-CD16+" seglin la expresion de
los marcadores CD86 y CD80 en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70—y pacientes con LLC-B
ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al niimero total de monocitos CD14—CD16+",

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles y pacientes con LLC-B.

> Los pacientes con LLC-B ZAP-70+ presentan un aumento significativo tanto del
niimero absoluto como del porcentaje de la subpoblaciéon monocitaria CD14-CD16+"
respecto a los pacientes ZAP-70-y los controles sanos.

» Esta subpoblacion se caracteriza por la gran expresiéon de CX3CR1+CD62L+ y
CD86+ respecto a los pacientes ZAP-70—y los controles sanos.




2.2.  Estudio fenotipico de los monocitos CD14+"CD16— de sangre periférica en

pacientes con LLC-B agrupados en funcion de la expresion de ZAP-70.

Una de las subpoblaciones monocitarias mas importantes y abundantes en sangre
son los denominados “monocitos clasicos” que expresan CD14 en alta intensidad y
carecen de la expresion de CD16 (CD14+hiCD16—). El estudio comparativo del nimero
absoluto y del porcentaje de monocitos de esta subpoblacion nos muestra una
disminucion significativa en ambos valores en los pacientes con LLC-B ZAP-70+
respecto a los pacientes ZAP-70—y el grupo de controles sanos, compartiendo estos dos
ultimos grupos valores similares en el nimero absoluto y en el porcentaje para dicha

subpoblacion monocitaria (Figura 2.2.1).
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Figura 2.2.1: Numero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de la subpoblacion

monocitaria CD14+"CD16-.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P»s — P7s) del numero absoluto (n°

de células/ul) y del porcentaje en sangre periférica de la subpoblacion de monocitos

CD14+"CD16- en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70— y pacientes con

LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al niimero total de monocitos.

+ Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p<0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes
con LLC-B.

En este caso también se procedio al estudio tanto del receptor de la fractalkina como de
CD62L por parte de la subpoblacién monocitaria CD14+™CD16— (Tabla 2.2.1). En
nuestro trabajo podemos observar una disminucion significativa en el namero absoluto
y en el porcentaje de la subpoblacion de monocitos CD14+"CD16-CX3CR1+CD62L—
en los pacientes con LLC-B tanto ZAP-70— como ZAP-70+ respecto a los controles
sanos, siendo mas marcada esta disminucion en los pacientes ZAP-70+, si bien, no hay

diferencias significativas entre éstos y el grupo de pacientes ZAP-70—.



En la subpoblacion de monocitos CD14+"CD16- que coexpresan el marcador CX3CR1
y el marcador CD62L observamos una disminucion significativa del nimero absoluto
en los pacientes con LLC-B tanto ZAP-70— como ZAP-70+ respecto a los controles
sanos (diferencias éstas que no se observan en el porcentaje), siendo mucho mas notable
esa disminucion en los pacientes con LLC-B ZAP-70—-. No obstante, de nuevo y tal
como observamos anteriormente, entre los dos grupos de pacientes no se observan
diferencias estadisticamente significativas.

Por otra parte el grupo de pacientes con LLC-B ZAP-70+ muestra alteraciones
significativas en el numero absoluto y en el porcentaje de las subpoblaciones de
monocitos CD14+"CD16-CX3CR1-CD62L~ y CDI14+"CD16-CX3CR1-CD62L+
respecto a los controles sanos. Dichas alteraciones se deben a una disminucion de estos
valores en la subpoblacion monocitaria que expresa CX3CR1-CD62L— en estos
pacientes, mientras que la subpoblacion CX3CR1-CD62L+ estd aumentada de manera
significativa tanto en numero absoluto como en porcentaje respecto al grupo de
controles sanos, y aumentada también de forma significativa en su numero absoluto

respecto al grupo de pacientes con LLC-B ZAP-70—.

Tabla 2.2.1: Namero absoluto (n° de células/ul) y porcentaje de monocitos CD14+"CD16- que
expresan CX3CR1 y/o CD62L.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
Numero 19,77 5,72 * 4,40 *
_ absoluto (2,51 - 34,78) (1,17 - 12,16) (2,83 - 6,26)
CX3CR1+CD62L . 6,22 3,77 % 2,58 *
’ (2,40 - 8,19) (0,83 - 4,44) (1,97 - 3,75)
Numero 296,20 143,32 * 162,90 *
absoluto (170,00 - 430,15) (70,09 - 351,30) (69,15 - 187,43)
CX3CR1+CD62L+ ) 93,55 94,79 95.82
(89,85 - 96,22) (90,35 - 98.16) (77,12 - 96,25)
Numero 0,49 0,33 0,02 *
absoluto (0,00 - 1,27) (0,14 - 1,35) (0,00 - 0,25)
CX3CR1-CD62L— y 0,11 021 0,01 %
’ (0,05 - 0,31) (0,05 - 0,67) (0,00- 0,14)
Numero 1,36 1,81 2,70 T*
absoluto (0,08 - 11,95) (0,10 -7,31) (1,87 - 5,69)
CX3CR1-CD62L+ . 0.41 1.19 1,58 %
’ (0,15 - 3,12) (0,11 - 2,33) (1,04 - 5,52)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P7s) del nimero absoluto (n° de células/ul) y del
porcentaje en sangre periférica de la subpoblacién de monocitos CD14+"CD16— segin la expresion de
los marcadores CX3CR1 y CD62L en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70- y pacientes con
LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al nimero total de monocitos CD14+"CD16-.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes con LLC-B.



La capacidad para estimular linfocitos por parte de estos monocitos fue evaluada
mediante el estudio de las moléculas coestimuladoras CD86 y CD80 por parte de los
monocitos CD14+"CD16— (Tabla 2.2.2). En este caso no se observan diferencias en el
nimero absoluto y en el porcentaje segin la expresion de dichos marcadores,
presentando valores similares entre los tres grupos objetos de estudio. Destacamos la
disminucién significativa existente en el nuamero absoluto de los monocitos
CD14+"CD16-CD86+CD80— en los dos grupos de pacientes con LLC-B respecto a los

controles sin mostrar diferencias entre los pacientes segun la expresion de ZAP-70.

Tabla 2.2.2: Namero absoluto (n° de células/ul) y porcentaje de monocitos CD14+"CD16- que
expresan CD86 X/O CD80.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
Nimero 339.59 191,05 * 196,57 *
_ absolto (205,81 - 545,42) (86,33 - 355,01) (144,58 - 248,76)
CD86+CD80 . 97.98 97.43 96,49
° (95,74 - 98,41) (95,87 - 98,67) (94,69 - 97,20)
Numero 3,94 2,72 2,84
absoluto (1,65 6,93) (1,64 - 10,87) (0,78 - 4,79)
CD36+CD80+ . 1,44 1,75 1,40
(0,40 - 2,66) (0,79 - 2,00) (0,46 - 2,68)
Numero 1,52 1,74 2,90
absoluto (0,42 -5,72) (0,27 - 4,88) (0,55 - 11,25)
CD86—CD80— 5 0,52 0.48 143
(0,16 - 1,57) (0,15 - 1,81) (0,24 - 3,86)
Numero 0,00 0,00 0,00
absoluto (0,00 - 0,35) (0,00 - 0,06) (0,00 - 0,36)
CD86—CD80+ ) 0.00 0.00 0.00
° (0,00 - 0,11) (0,00- 0,14) (0,00 - 0,12)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P7s) del nimero absoluto (n° de células/ul) y del
porcentaje en sangre periférica de la subpoblacién de monocitos CD14+"CD16— segin la expresion de
los marcadores CD86 y CD80 en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70—y pacientes con LLC-B
ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al niimero total de monocitos CD14+"CD16-.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes con LLC-B.

> Los pacientes con LLC-B ZAP-70+ presentan una disminucion significativa tanto del
niimero absoluto como del porcentaje de la subpoblacion monocitaria CD14+"CD16—
respecto a los pacientes ZAP-70-y los controles sanos.

> Esta subpoblacion se caracteriza por la baja expresion de CX3CR1+CD62L+ y
CD86+ respecto los pacientes ZAP-70-y los controles sanos.




2.3. Estudio fenotipico de los monocitos CD14+"°"CD16+" de sangre periférica

en pacientes con LLC-B agrupados en funcion de la expresion de ZAP-70.

Como ya describimos en materiales y métodos dentro de los monocitos
CD14+CD16+ denominados “proinflamatorios” podiamos identificar diferentes
subpoblaciones dependiendo de la intensidad en la expresion de estos marcadores. Asi
una de las subpoblaciones que podemos describir son los monocitos CD14+°“CD16+™,
que se caracterizan por tener una gran capacidad de migracion y de producir citocinas.
Al estudiar esta subpoblacion de monocitos se observa como en los pacientes con LLC-
B ZAP-70+ tanto el namero absoluto como el porcentaje estan aumentados
significativamente respecto al grupo de pacientes con LLC-B ZAP-70- y al grupo de

controles sanos (Figura 2.3.1).
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Figura 2.3.1: Numero absoluto (n° de células/ul) y porcentaje de la subpoblaciéon
monocitaria CD14+"°*CD16+".

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P5s — P7s) del numero absoluto (n°
de células/pl) y del porcentaje en sangre periférica de la subpoblacion de monocitos
CD14+°CD16+" en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70— y pacientes con
LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al niimero total de monocitos.

t Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p<0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes

con LLC-B.

Al igual que las subpoblaciones monocitarias anteriores se procedio a estudiar el estado
de los monocitos CD14+°“CD16+" que expresaban CX3CR1 y CD62L (Tabla 2.3.1).
En nuestros resultados destacamos como los monocitos CDI14+°“CDI16+"
CX3CR1+CD62L—~ se encuentran aumentados significativamente en el grupo de
pacientes con LLC-B ZAP-70+ tanto en su numero absoluto como en su porcentaje
respecto al grupo de pacientes ZAP-70— y al grupo de controles sanos, si bien entre

estos dos ultimos grupos no se observan diferencias significativas.



En cuanto a la subpoblacion de monocitos CD14+°¥CD16+"CX3CRI1+CD62L+ se
observo en los dos grupos de pacientes con LLC-B una disminucion respecto a los
controles sanos tanto de su numero absoluto como de su porcentaje (estadisticamente
significativa en los valores de porcentaje) que es mas acentuada en los pacientes con

LLC-B ZAP-70+.

Tabla 2.3.1: Nimero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de monocitos CD14+°"CD16+" que

expresan CX3CR1 X/O CD62L.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
Numero 3,90 3,82 10,08 T*
_ absoluto (3,00 - 13,09) (2,66 - 6,23) (2,12 -20,23)
CX3CRI+CDE2L y 39,51 34,10 71,79
’ (29,41 - 65,50) (39,88 - 74,37) (55,56 - 92,24)
Numero 5,74 3,71 3,90
absoluto (1,60 - 7,24) (0,69 - 4,59) (3,74 -10,23)
CX3CR1+CD62L+ ) 58.15 33.01 * 2777 "
’ (24,36 - 70,59) (12,98 - 59,39) (17,38 - 42,33)
Numero 0,12 0,00 0,00
absoluto (0,00 - 1,68) (0,00 - 0,10) (0,00 - 0,28)
CX3CR1-CD62L— y 121 0,00 0,00
(0,00 - 4,92) (0,00 - 2,33) (0,00 - 2,00)
Numero 0,11 0,00 0,06
absoluto (0,00 - 0,61) (0,00 - 0,34) (0,00 - 1,14)
CX3CR1-CD62L+ . 111 0,00 0.42
’ (0,00 - 5,04) (0,00 - 2,69) (0,00 - 4,76)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P7s) del nimero absoluto (n°® de células/pl) y del
porcentaje en sangre periférica de la subpoblacion de monocitos CD14+°"CD16+" segun la expresion de
los marcadores CX3CR1 y CD62L en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70— y pacientes con
LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al nimero total de monocitos CD14+"°"CD16+",

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes con LLC-B.

En lo que se refiere a la expresion de las moléculas coestimuladoras CD86 y CD80
(Tabla 2.3.2) por parte de los monocitos CD14+°"CD16+", observamos que los
monocitos CD14+°“CD16+"CD86+CD80— tiene aumentado significativamente su
nimero absoluto en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los pacientes ZAP-
70—, si bien en porcentajes presentan valores similares, no existiendo diferencias
respecto al grupo de controles sanos.

Por otra parte los monocitos CD14+°VCD16+" que coexpresan CD86 y CD80
presentan valores de porcentaje significativamente disminuidos en los dos grupos de
pacientes con LLC-B respecto al grupo de controles sanos, sin mostrar diferencias

significativas en sus numeros absolutos.



Tabla 2.3.2: Numero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de monocitos CD14+°*CD16+" que
expresan CD86 x/o CDS80.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
Ntmero 7,61 5,92 10,14 T
~ absoluto (3,90 - 13,45) (3,78 - 9,93) (4,71 - 22,99)
CD86+CD30 " 86,97 93,00 94,50
(70,30 - 97,84) (82,58 - 98,39) (85,11 - 98,69)
Namero 0,77 0,28 0,59
absoluto (0,20 - 1,60) (0,22 - 0,86) (0,36 - 1,21)
+ +
CD36+CD80 % 8,80 4,40 5,49 *
(1,36 - 15,11) (2,62 -10,21) (1,75 - 11,80)
Numero 0,37 0,16 0,20
absoluto (0,15 - 2,13) (0,03 - 0,32) (0,14 - 1,31)
CD36—CD80- y 422 2,51 1,86
° (1,70 - 12,81) (0,58 - 7,67) (1,42 -5,97)
Nimero 0,00 0,00 0,00
absoluto (0,00 - 0,23) (0,00 - 0,00) (0,00 - 0,04)
CD86—CD80+ y 0,00 0.00 0,00
" (0,00 - 1,33) (0,00 - 0,00) (0,00 - 1,25)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P»s — P7s) del nimero absoluto (n® de células/ul) y del
porcentaje en sangre periférica de la subpoblacién de monocitos CD14+°"CD16+" segun la expresion de
los marcadores CD86 y CD80 en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70-y pacientes con LLC-B
ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al niimero total de monocitos CD14+°*CD16+".

T Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes con LLC-B.

» Los pacientes con LLC-B ZAP-70+ se caracterizan por presentar un incremento
significativo en el nimero absoluto y en el porcentaje de la subpoblacion monocitaria
CD14+°"CD16+".

» Esta subpoblacion monocitaria en los pacientes ZAP-70+ se caracteriza por presentar
altos niveles de expresion de CX3CR1+y CD86+.

2.4.  Estudio fenotipico de los monocitos CD14+"CD16+"°" de sangre periférica

en pacientes con LLC-B agrupados en funcion de la expresion de ZAP-70.

Siguiendo con el andlisis de los monocitos CD14+CD16+, mostramos a
continuacion los resultados relacionados con la subpoblacion CD14+"CD16+"°" (Figura
2.4.1). En nuestro trabajo observamos una disminucion significativa del numero
absoluto de estas células en ambos grupos de pacientes con LLC-B respecto a los
controles sanos sin que se muestren diferencias entre los dos grupos de pacientes con

LLC-B definidos en funcion de la expresion de ZAP-70.



De igual manera se aprecia una disminucion del porcentaje de monocitos que compone
esta subpoblacion en los dos grupos de pacientes con LLC-B respecto a los controles
sanos, si bien aqui so6lo los pacientes con LLC-B ZAP-70+ muestran diferencias
significativas respecto al grupo de controles sanos y sin mostrar diferencia alguna entre

los dos grupos de pacientes con LLC-B.
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Figura 2.4.1: Numero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de la subpoblacion
monocitaria CD14+"CD16+"".

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P75) del nimero absoluto (n°
de células/ul) y del porcentaje en sangre periférica de la subpoblacién de monocitos
CD14+"CD16+"°" en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70— y pacientes con
LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al nimero total de monocitos.

+ Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p<0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes

con LLC-B.

En los monocitos CD14+"CD16+"°", el estudio de la expresién de los marcadores
CX3CR1 y CD62L nos muestra como en los dos grupos de pacientes con LLC-B se
produce una disminucion significativa en el ntimero absoluto de monocitos que
expresan CX3CR1 respecto al grupo de controles sanos, independientemente de la
expresion o no de CD62L, si bien no hay diferencias entre los grupos de pacientes en
funciéon de la expresion de ZAP-70 (Tabla 2.4.1). Sefalar que estas diferencias en el
numero absoluto existentes entre pacientes y controles no se ven reflejadas en el
porcentaje de estas células cuyos valores son similares entre los tres grupos
comparados.

Este mismo fendmeno se observa en el estudio de la expresion de las moléculas CD86 y
CD80 donde de nuevo los dos grupos de pacientes con LLC-B presentan disminuciones
significativas en el niimero absoluto de monocitos CD14+"CD16+°" que expresan
CD86 independientemente de la expresion o no de CD80 (Tabla 2.4.2). De nuevo las

diferencias existentes en estos datos entre pacientes y controles no se ven reflejadas en



los valores de porcentaje para esa subpoblacion de monocitos presentando valores
similares entre los distintos grupos objeto de estudio, y sin observarse diferencias entre

los dos grupos de pacientes seglin expresion de ZAP-70.

Tabla 2.4.1: Nimero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de monocitos CD14+"CD16+"" que
expresan CX3CR1 x/o CD62L.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
Numero 16,79 4,47 * 3,90 *
_ absoluto (2,49 - 22,83) (0,70 - 7,92) (1,42 - 4,61)
CX3CR1+CD62L . 13.32 9.43 8.69
(6,25 - 21,10) (3,76 - 11,71) (5,10 - 10,16)
Ntmero 109,00 42,50 * 40,44 *
absoluto (42,82 — 139,06) (16,05 - 86,51) (16,10 - 69,64)
+ +
CX3CRI+CD62L % 86,50 89,70 90,20
(78,17 - 93,31) (84,23 - 95,75) (83,89 - 94,34)
Numero 0,08 0,00 0,00
absoluto (0,00 - 0,23) (0,00 - 0,00) (0,00 - 0,00)
CX3CR1-CD62L— y 0,06 0,00 0,00
’ (0,00 - 0,18) (0,00 - 0,00) (0,00 - 0,00)
Numero 0,14 0,41 0,49
absoluto (0,06 - 1,60) (0,00 - 1,44) (0,00 - 1,71)
CX3CR1-CD62L+ y 0.11 0.86 1,09
’ (0,07 - 0,95) (0,00 - 1,62) (0,00 - 5,00)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P»s — P7s) del nimero absoluto (n® de células/ul) y del
porcentaje en sangre periférica de la subpoblacién de monocitos CD14+"CD16+°" segin la expresion de
los marcadores CX3CR1 y CD62L en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70- y pacientes con
LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al numero total de monocitos CD14+"CD16+°".

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes con LLC-B.

Tabla 2.4.2: Niumero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de monocitos CD14+"CD16+"" que
expresan CD86 X/o CD80.

Controles ZAP-T70- ZAP-70+
Namero 75,37 48,95 * 41,39 *
~ absoluto (23,77 — 182,94) (19,35 - 77,87) (23,72 - 72,49)
CD86+CD30 . 94,65 96,49 95,83
(92,65 - 97,55) (94,32 - 98.32) (90,28 - 97,99)
Numero 4,17 1,57 * 1,40 *
absoluto (3,07 - 4,68) (0,67 - 2,18) (0,96 - 2,17)
CD86+CD80+ i 520 309 324
(1,91 - 8,74) (2,41 - 4,50) (2,45 - 4,95)
Nimero 0,52 0,21 0,40
absoluto (0,29 - 2,43) (0,05 - 1,04) (0,25 - 1,43)
CD86—CD80— " 0,65 0,41 0,92
039 - 1,11) (0,19 - 1,89) (0,23 - 2,16)
Numero 0,02 0,00 0,00
absoluto (0,00 - 0,17) (0,00 - 0,00) (0,00 - 0,00)
CD86—CD80+ ) 0.02 0,00 0,00
(0,00 - 0,09) (0,00 - 0,00) (0,00 - 0,00)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P»s — Ps) del nimero absoluto (n® de células/ul) y del
porcentaje en sangre periférica de la subpoblacion de monocitos CD14+"CD16+"°" segun la expresion de
los marcadores CD86 y CD80 en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70-y pacientes con LLC-B
ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al niimero total de monocitos CD14+"CD16+"°".
1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanosy pacientes con LLC-B.




» Los pacientes con LLC-B se caracterizan por presentar una disminucion
significativa en el nimero absoluto y en el porcentaje de la subpoblacion
monocitaria CD14+"CD16+"".

» Esta subpoblacion monocitaria en los pacientes con LLC-B presenta disminuciones
significativas en la expresion de CX3CR1+CD62L—-, CX3CR1+CD62L+,
CD86+CD80- y CD86+CD80+ respecto a los controles sanos.

2.5. Estudio fenotipico de los monocitos CD14+"CD16+" de sangre periférica en

pacientes con LLC-B agrupados en funcion de la expresion de ZAP-70.

La ultima subpoblacién a estudiar son los monocitos CD14+"CD16+" (Figura
2.5.1), donde nuestros resultados muestran una disminucion significativa respecto a los
controles sanos del nimero absoluto y del porcentaje de dicha subpoblacion en los
pacientes con LLC-B independientemente de la expresion de ZAP-70. Al comparar
entre los dos grupos de pacientes con LLC-B segun la expresion de ZAP-70 no
observamos la existencia de diferencias significativas, presentando valores similares

entre ambos.
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Figura 2.5.1: Niimero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de la subpoblacion
monocitaria CD14+"CD16+".

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P»s — P7s) del numero absoluto (n°
de células/ul) y del porcentaje en sangre periférica de la subpoblacién de monocitos
CD14+"CD16+" en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70— y pacientes con
LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al niimero total de monocitos.

+ Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p<0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes

con LLC-B.
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Dentro de esta subpoblacion monocitaria el estudio de su capacidad migratoria segun la
expresion de las moléculas CX3CR1 y CD62L nos mostrd que en los dos grupos de
pacientes con LLC-B se produce una disminucion significativa del nimero absoluto de

monocitos CD14+"CD16+"CX3CR1+CD62L— y CD14+"CD16+"CX3CR1+CD62L+



respecto al grupo de controles sanos, si bien no hay diferencias entre los grupos de
pacientes con LLC-B segun la expresion de ZAP-70 (Tabla 2.5.1). Ademas las
diferencias en el niimero absoluto existentes entre pacientes y controles no se ven
reflejadas en los porcentajes de estas células, cuyos valores son similares entre los tres
grupos comparados. Por otra parte, en el caso de los monocitos que no expresan
CX3CRI1 no observamos ningun tipo de alteracion en los valores de su nimero absoluto
y de su porcentaje entre los diferentes grupos objeto de estudio.

El estudio de su capacidad funcional segin la expresion de las moléculas
coestimuladoras CD86 y CD80 nos muestra como en los pacientes con LLC-B tanto
ZAP-70-y ZAP-70+ se produce una disminucion significativa del nimero absoluto de
los monocitos que expresan CD86 independientemente de la coexpresion o no de CD80,
si bien de nuevo no existen diferencias entre los dos grupos de pacientes segun la
expresion de ZAP-70 (Tabla 2.5.2). Sefalar que las diferencias existentes en los
nimeros absolutos no se ven reflejadas en los porcentajes de estas células
manteniéndose en todo momento valores similares entre los grupos de pacientes y el
grupo de controles sanos. Por ultimo indicar que entre los pacientes con LLC-B y el
grupo de controles sanos no existen diferencias en numero absoluto y porcentaje de los

monocitos que no expresan CD86.

Tabla 2.5.1: Nimero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de monocitos CD14+"CD16+" que
expresan CX3CR1 X/o CD62L.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
I\Lﬁrriero 5,78 1,38 * 1,77 *
absoluto
B (3,87 — 10,02) (0,92 - 3,01) (1,02 - 5,40)
CX3CR1+CD62L % 29.17 31.29 29.79
(23,01 — 45,80) (21,60 — 38,21) (21,33 - 35,72)
Numero 13,97 3,03 * 4,09 *
CX3CRI+CD62LA absoluto (9,21 —22,43) (1,75 - 8,62) (2,55-9,01)
% 70,51 68,70 68,85
(58,02 — 81,22) (55,03 - 73,12) (57,00 — 75,43)
I\Lﬁrriero 0,02 0,00 0,03
absoluto
(0,00 - 0,12) (0,00 — 0,06) (0,00 - 1,07)
CX3CR1-CD62L— % 0.10 0,00 0,50
(0,03 — 1,70) (0,01 - 0,97) (0,17 - 2,91)
I\tl)tlrriero 0,04 0,00 0,05
absoluto
B (0,00 — 1,03) (0,01 —0,11) (0,01 — 1,86)
CX3CRI-CD62L+ o, 0.20 0.00 0.84
(0,07 — 1,23) (0,00 — 0,02) (0,22 — 1,73)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P»s — Ps) del nimero absoluto (n® de células/ul) y del
porcentaje en sangre periférica de la subpoblacion de monocitos CD14+"CD16+" segun la expresion de
los marcadores CX3CR1 y CD62L en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70- y pacientes con
LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al niimero total de monocitos CD14+"CD16+"

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes con LLC-B.



Tabla 2.5.2: Niimero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de monocitos CD14+"CD16+" que
expresan CD86 x/o CDS80.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
Nimero 15,73 4,92 * 4,15 *
 absoluto (12,72 — 28,09) (2,77 10,01 (2,86 -9,12)
CD86+CD80 5 85.12 86.01 86,09
(69,27 —91,75) (73,55 — 92,08) (71,09 — 95.82)
Namero 2,54 0,79 * 0,64 *
absoluto (1,90 — 5,63) (0,24 - 2,36) (0,45 —2,00)
CD86+CD80+ y 13,74 13.81 1327
° (7,02 19,51) (5,90 — 21,04) (7,27 - 19,09)
Nimero 0,21 0,01 0,03
absoluto (0,11 —2,00) (0,00 - 0,32) (0,00 — 1,40)
CD86—CD80— y 1,14 0,17 0,62
0 (0,95 — 3.16) (0,00 — 1,05) (0,00 — 2.,00)
Numero 0,00 0,00 0,00
absoluto (0,00 — 0,20) (0,00 - 0,00) (0,00 - 0,02)
CD86—CDS0+ i} 0.00 0.00 0.00
(0,00 0,04) (0,00 — 0,00) (0,00 0,07)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P»s — P7s) del nimero absoluto (n® de células/ul) y del
porcentaje en sangre periférica de la subpoblacion de monocitos CD14+"CD16+" segun la expresion de
los marcadores CD86 y CD80 en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70- y pacientes con LLC-B

ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al nimero total de monocitos CD14+"CD16+",
T Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.
* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes con LLC-B.

CD14+"CD16+",

significativas en

expresion

de

»> Los pacientes con LL.C-B se caracterizan por presentar una disminucion significativa
en el numero absoluto y en el porcentaje de la subpoblacion monocitaria

> Esta subpoblacion monocitaria en los pacientes con LLC-B presentan disminuciones
CX3CR1+CD62L—,
CD86+CD80- y CD86+CD80+ respecto a los controles sanos.

CX3CR1+CD62L+,




3. ALTERACIONES DE LAS PRINCIPALES POBLACIONES
LINFOCITARIAS, DE CELULAS NK Y TK DE SANGRE PERIFERICA
EN PACIENTES CON LLC-B AGRUPADOS EN FUNCION DE LA
EXPRESION DE ZAP-70.

Tras el estudio del estado de dos compartimentos celulares muy relacionados
como son las células dendriticas y monocitos, se procedi6 al andlisis del compartimento
linfocitario, estudiando en primer lugar el estado de las grandes poblaciones celulares
(linfocitos B, T, asi como células NK y TK) en los dos grupos de pacientes y los
controles sanos. En este caso podemos observar que los pacientes con LLC-B
independientemente de la expresion de ZAP-70 muestran incrementos significativos por
encima de 10 veces del nimero de linfocitos totales en sangre periférica respecto a los
controles sanos (Tabla 3.1). Cuando estudiamos los pacientes con LLC-B en funcion de
la expresion de ZAP-70 observamos que este incremento del nimero de linfocitos en
sangre periférica es mucho mayor en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ hasta el punto
de mostrar diferencias significativas respecto al grupo de pacientes con LLC-B ZAP-

70— (Tabla 3.1).

En cuanto a las grandes poblaciones de linfocitos, indicar que los incrementos
significativos observados en el numero absoluto tanto de linfocitos T (CD3+) como de
linfocitos B (CD19+) en los dos grupos de pacientes con LLC-B respecto a los
controles sanos son mayores en aquellos pacientes con LLC-B ZAP-70+, mostrando
este grupo un incremento significativo en ambas poblaciones respecto a los pacientes
ZAP-70—-.

En cuanto al porcentaje de linfocitos B, sefialar que éste en los dos grupos de pacientes
con LLC-B se encuentra aumentado significativamente respecto a los controles sanos, y
de nuevo muestra diferencias significativas entre los dos grupos de pacientes, siendo
mucho mayor el porcentaje de linfocitos B en los pacientes con LLC-B ZAP-70+.

En el caso de los linfocitos T, contrariamente a lo observado en el niimero absoluto, se
produce una disminucion del porcentaje en ambos grupos de pacientes con LLC-B
respecto a los controles sanos, no existiendo diferencias significativas entre los

porcentajes de los dos grupos de pacientes.



Por otra parte las células NK (CD3—CD56+) en los pacientes con LLC-B ZAP-70-
estan incrementadas de manera significativa en su numero absoluto respecto a los
controles sanos, si bien el porcentaje de esta poblacion celular con respecto del total de
linfocitos se encuentra disminuido significativamente respecto a los controles sanos.
Cuando comparamos los valores de porcentaje entre los dos grupos de pacientes y los
controles sanos, se observa que los pacientes con LLC-B tienen disminuidos de manera
significativa los valores de porcentaje de las células NK respecto a los controles sanos,
siendo el grupo de pacientes ZAP-70+ los que presentan los valores significativamente
inferiores con respecto de los otros dos grupos estudiados.

Por ultimo el estudio de las células TK (CD3+CD56+) muestra un incremento
significativo de el nimero absoluto de estas células en los pacientes con LLC-B ZAP-
70+ respecto a los pacientes con LLC-B ZAP-70— y al grupo de controles sanos. Sin
embargo al comparar los valores de porcentaje observamos un descenso significativo de
los mismos en los dos grupos de pacientes con LLC-B respecto a los controles sanos, si
bien en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ se observa un incremento significativo del

porcentaje de células TK con respecto a los pacientes LLC-B ZAP-70—.

Tabla 3.1: Numero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de linfocitos totales y de las principales

Boblaciones de linfocitos, células NK y TK.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
Linfocitos totales Nimero 1.667,39 16.736,20 * 21.973,84 t*
absoluto  (1.279,17 —2.292,78) (5.473,5 - 23.946,91) (11.810,99 — 36.452,35)
Numero 920,97 1.654,82 * 2.195,25 T*
Linf. T (CD3+) absoluto (604,66 — 1.493,94) (535,81 -2.129,76) (1.108,61 — 3.740,50)
v 55,23 9,89 * 9,99 *
(47,30 - 68,16) (3,20 - 15,89) (3,04 - 17,02)
Niimero 163,20 11.613,38 * 18.261,61 t*
Linf. B (CD19+) absoluto (102,28 —224,46) (3.098,52 - 19.811,71) (8.511,93 - 26.921,30)
v 9,79 69,39 * 83,11 T*
(5,13 - 13,46) (18,51 —82,73) (48,73 - 91,93)
Cél. NK Numero 309,58 559,22 * 408,47
absoluto (170,84 — 400,88) (268,44 — 930,06) (326,08 —766,92)
(CD3—CD56+) W 18,57 3,34 * 1,86 +*
(10,25 —24,06) (1,06 — 5,56) (0,69 — 3,49)

Cél. TK Niimero 91,14 161,70 396,21 T*
. absoluto (53,23 — 145,5) (69,74 — 347,24) (125,39 — 560,37)
(CD3+CD56+) W 5,47 0,97 * 1,80 t*

(2,19 -8,73) (0,19 —2,07) (0,57 — 4,55)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P75) del nimero absoluto (n°® de células/ul) y del
porcentaje en sangre periférica de las principales poblaciones de linfocitos, células NK y TK en controles
sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70- y pacientes con LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan
referenciados al nimero total de linfocitos.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes con LLC-B.



En el caso de las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ (Tabla 3.2) se observa un
incremento significativo en el nimero absoluto de linfocitos T CD4+ en los dos grupos
de pacientes con LLC-B respecto a los controles sanos, no existiendo diferencias entre
los pacientes segun la expresion de ZAP-70.

Por otra parte, la poblacion de linfocitos T CD8+ tiene incrementado su niimero
absoluto en los dos grupos de pacientes con LLC-B respecto a los controles, siendo
significativo este aumento en los pacientes de LLC-B ZAP-70+ respecto a los controles
y los pacientes con LLC-B ZAP-70-.

Sefialar que estas diferencias encontradas en los nimeros absolutos no se ven reflejadas
en los valores de porcentaje los cuales son muy similares para ambas poblaciones de
linfocitos en los tres grupos comparados. Indicar a su vez que el ratio CD4/CDS en los
pacientes se mantiene invariable y sin diferencias con los controles ya que las
variaciones observadas en los pacientes con LLC-B en el nimero absoluto de linfocitos
T CD4+ son compensadas por las variaciones del nimero absoluto de los linfocitos T

CD8+ (Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Ntimero absoluto (n° de células/El) y Borcenta!'e de linfocitos T CD4+ Y CD8+.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
Numero 537,54 1.002,63 * 1.297,45 *
Linf. T (CD4+) absoluto (402,89 — 1.176,19) (766,52 — 1.416,97) (885,64 —1.810,47)
v 58,37 60,59 59,10
(43,75 -175,73) (36,10 — 82,73) (40,34 — 83,13)
Numero 217,49 404,82 563,67 T*
Linf. T (CD8+) absoluto (165,61 —434,15) (323,95 -667,19) (486,34 — 785,33)
” 23,61 24,46 25,68
(17,98 — 38,19) (19,83 — 38,69) (22,15 —45,80)
Ratio CD4/CD8  Numero 2,47 2,47 2,30
absoluto (1,85 -2,61) (1,90 — 2,69) (1,73 — 2,58)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P7s) del nimero absoluto (n°® de células/pl) y del
porcentaje en sangre periférica de linfocitos T CD4+ y CD8+ en controles sanos, pacientes con LLC-B
ZAP-70- y pacientes con LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al numero total de
linfocitos CD3+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.



» Los pacientes con LLC-B ZAP-70+ se caracterizan por presentar incrementos
significativos de linfocitos totales y linfocitos B asi como de linfocitos T CD3+ y
células TK (CD3+CD56+) respecto a los pacientes ZAP-70- y los controles sanos.

> Estos pacientes a su vez presentan disminuciones significativas del porcentaje de
células NK (CD3-CD56+) respecto a los pacientes ZAP-70-y los controles sanos.

» Los pacientes con LLC-B muestran un incremento en el nimero absoluto tanto de
linfocitos T CD4+ como CD8+ respecto a los controles sanos. Estas alteraciones, sin
embargo, no se reflejan en alteraciones en los porcentajes de estas poblaciones, ni
tampoco alteran el ratio CD4+/CD8+.

4. ANALISIS FENOTIPICO DE LINFOCITOS B DE SANGRE
PERIFERICA EN PACIENTES CON LLC-B AGRUPADOS EN
FUNCION DE LA EXPRESION DE ZAP-70

En el caso de los linfocitos B no solo se estudio el estado de la poblacion
linfocitaria a nivel general sino que también se procedié a estudiar el estado de
activacion de las células B asi como su capacidad funcional a través de diferentes
marcadores de activacion y de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86.

En una primera aproximacion al realizar el estudio inmunofenotipico de los linfocitos B
(CD19+) encontramos grandes diferencias entre los dos grupos de pacientes con LLC-B
en funcion de la expresion de ZAP-70 en cuanto al nimero de linfocitos B presentes en
sangre periférica y el porcentaje que suponen estas células respecto del total de
linfocitos.

Dentro del aumento existente en el nimero absoluto de linfocitos B en los pacientes con
LLC-B respecto a los controles, destacamos el hecho de la existencia del incremento
significativo en un 57% del niimero absoluto de estas células en los pacientes ZAP-70+
respecto a los pacientes ZAP-70— (Tabla 4.1), observandose también en el porcentaje
que supone esta poblacion celular respecto del total de linfocitos un incremento
significativo en los pacientes ZAP-70+ respecto a los pacientes ZAP-70— (Tabla 3.1).

El estudio de la expresion de diferentes marcadores de los linfocitos B (CD19+) como
son CD21, CD38, CD23, CD5, CD40, HLA-DR, CD80 y CD86 reflej6 notables

diferencias entre los dos grupos de pacientes con LLC-B segun la expresion de ZAP-70.



Dentro de los aumentos significativos existentes en los pacientes con LLC-B respecto a
los controles sanos, en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ se observa un incremento
significativo respecto a los pacientes ZAP-70— tanto del numero absoluto (Tabla 4.1)
como del porcentaje (Tabla 4.2) de los linfocitos CD19+CD38+, CDI19+CD5+,
CD19+CD40+.

Sin embargo, el namero absoluto (Tabla 4.1) y el porcentaje (Tabla 4.2) de los linfocitos
B CD19+CD80+ y CD19+CD86+ se encuentran disminuidos significativamente en los
pacientes de LLC-B ZAP-70+ respecto a los pacientes ZAP-70—.

Tabla 4.1: Nimero absoluto (n° de células/pl) de linfocitos CD19+ atendiendo a diferentes

marcadores inmunofenotl’Eicos.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
Linfocitos CD19+ (102,2186 3l’22(;4,46) (3.098,;;'61139’%88 1 1,71)* (8.51 19138 3316,.3121,30)“
CD19+CD21+ (47,5132—1’? 575,97) (4.653,7;(3413 f.78166,36)* (2.245,92'(—)83.76779,01) )
CD19+CD38+ (39,6%19 i 522,33) (949,6;%3.’27918,52) ) (9.200,2193 flzgl’.i'lﬁs,sz)lf;k
CD19+CD23+ (19,1531118 1,35) (3.364,591.1—819 é(.)(;‘69,31)* (6.926,5133.—7 Zg’gié,%) )
CD19+CD5+ (1,2? 1766,90) (8.364,51 10 i‘9131’.2126,31)* (12.935,12?20282’.28820,75;*
CD19+CD40+ (44,4190? ’f 367,63) (1.263,221'§9;.’2729 1,52) ' (6.402,3122 fﬁ’;?)aﬂ))r*
CD19+HLADR+ (62,615429030,65) (8.525,3170 f6116’331,28)* (6.702,3136'—9 >l 1,67) )
CD19+CD80+ (10,6?)713;) 1.57) (130,4?;4-3 ’;)967,16) * (100,141 §85’g91,21) "
CD15+CD86+ (4452 1003 26069 3987 * 059355979

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P75) del numero absoluto (n° de células/ul) en
sangre periférica de los linfocitos CD19+ segun diferentes marcadores inmunofenotipicos en controles
sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70- y pacientes con LLC-B ZAP-70+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.



Tabla 4.2: Porcenta!'e de linfocitos CD19+ atendiendo a diferentes marcadores inmunofenotiﬂicos.

Controles ZAP-70- ZAP-70+

CD19+CD21+ (69,479411891,39) (49,36301625,92) (16,933313;,03) "
CD19+38+ (61,7271433,40) (5,9?35—’817 8,24) (68,3794 —5 20,52) '
CD15+CD23+ (20,135113;2,55) (65,8729’—159,139 (66,0735’—4 28,62) *
CD19+CD5+ (0,952’,923,71) (87,39(§)fg8,53) (91,527—’9979,04) "
CD19+CD40+ (52,169115766,39) (19,0%)31221,08) (56,4(7)0—’3735,39) '
CDIS+HLADR+ (82,62811997,70) (83,7%01938,61) (84,09521693&88)
CDIS+CD30+ (03,57 350) 2061726 086 300
CDI9+CD86+ (05 1420) (248 695) 053 375

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (Pps— P75) del porcentaje en sangre periférica
de los linfocitos CD19+ segtin diferentes marcadores inmunofenotipicos en controles sanos, pacientes con
LLC-B ZAP-70- y pacientes con LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al nimero total
de linfocitos CD19+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.

> Los pacientes ZAP-70+ se caracterizan por presentar disminuciones significativas del
porcentaje de células B CD19+CD80+ y CD19+CD86+ respecto a los pacientes ZAP-
70—y los controles sanos.

> Ademas los pacientes ZAP-70+ presentan diferencias importantes y significativas con
respecto los pacientes ZAP-70—, presentando valores mas altos tanto en el nimero
absoluto como en el porcentaje de células B CD19+CD5+, CD38+ y CD40+, y
porcentajes significativamente mas bajos de CD21+ respecto de los pacientes ZAP-
70—y los controles sanos.

5. ESTUDIO FENOTIPICO DE LINFOCITOS T CD4+ DE
SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CON LLC-B AGRUPADOS EN
FUNCION DE LA EXPRESION DE ZAP-70.

En el andlisis de los linfocitos T CD4+ se procedié a estudiar el estado de
activacion de esta poblacion celular y la expresion de moléculas relacionadas con la
capacidad coestimuladora y migratoria de estas células, asi como la poblacion de
linfocitos CD4+ reguladores segun la expresion de FOXP-3.

En cuanto al grado de activacion se realizd el estudio comparativo de las
subpoblaciones CD4+ segun los criterios de definicion de la memoria inmunoldgica

clasica (expresion de CD45RA y CD45RO) observandose un incremento significativo




en el numero absoluto y en el porcentaje de los linfocitos T CD4+CD45RO+CD45RA—
(linfocitos memoria) en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto al grupo de
pacientes ZAP-70—y al grupo de controles sanos (Tabla 5.1).

En el caso de los linfocitos T CD4+CD45RO+CD45RA+ (linfocitos efectores), estos se
encuentran incrementados en su nimero absoluto tanto en pacientes con LLC-B ZAP-
70— como ZAP-70+ respecto a los controles sanos sin mostrar ninguna diferencia entre
los dos grupos de pacientes. Por otra parte los valores de porcentaje de esta

subpoblacion linfocitaria son muy similares entre los diferentes grupos del estudio.

Tabla 5.1: Nimero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de linfocitos T CD4+ novatos, efectores y
memoria.

Controles ZAP-70— ZAP-70+
Ntmero 229,21 351,83 745,90 t*
CDASRO+CDASRA= apootute (203,66 -474,96) (240,06 - 629.24) (648,77 - 1.122,00)
(Linfocitos memoria) ” 42,64 35,09 57,49 1
’ (27,58 - 50,43) (30,92 - 42,25) (30,85 - 73,43)
CDASROTCDASRA, | Nimero 158,73 339,39 * 325,79 *
absoluto (121,77 -346,37) (212,58 - 602,40) (102,26 - 728,62)
(Linfocitos efectores) ” 29,53 33,85 25,11
(24,84 - 40,86) (25,83 - 43,17) (15,39 - 41,99)
Nimero 149,38 286,65 * 214,73 *
CD4SRO-CD4SRA+  bioluto  (132,35-258,20) (184,22 - 448,29) (49,97 - 353,36)
(Linfocitos novatos) v 27,79 28,59 16,55 t*
(17,35 - 38.,41) (19,16 - 38,04) (6,82 - 28,29)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P7s) del nimero absoluto (n°® de células/pl) y del
porcentaje en sangre periférica de linfocitos T CD4+ novatos, efectores y memoria en controles sanos,
pacientes con LLC-B ZAP-70- y pacientes con LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al
numero total de linfocitos T CD4+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.

Resultados muy similares a los anteriores se pueden apreciar en la subpoblacion de
linfocitos T novatos CD4+CD45RO-CD45RA+, donde de nuevo los pacientes con
LLC-B independientemente de la expresion de ZAP70 muestran valores incrementados
de forma significativa respecto a los controles sanos sin mostrar diferencias entre los
dos grupos de pacientes entre si. Sin embargo en el caso de los valores de porcentaje de
esta subpoblacion linfocitaria observamos valores similares entre el grupo de controles
sanos y el grupo de pacientes con LLC-B ZAP-70- si bien el porcentaje en los pacientes
con LLC-B ZAP-70+ muestran valores significativamente mas bajos que los pacientes

ZAP-70-y el grupo control (Tabla 5.1).



Por otra parte, dentro de la poblacion de linfocitos T CD4+CD45RO+ destacamos el
incremento significativo del numero absoluto y del porcentaje de la poblacion
CD45RO+CD95+ en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los pacientes ZAP-

70—y los controles sanos (Figura 5.1).
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Figura 5.1: Numero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de la poblacion

linfocitaria CD4+CD45RO+CD95+.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P75) del nimero absoluto (n°

de células/pl) y del porcentaje en sangre periférica de la poblacion de linfocitos T

CD4+CD45RO+CD95+ en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70- y

pacientes con LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al numero total de

linfocitos CD4+.

+ Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p<0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes
con LLC-B.

Un andlisis mas profundo del estado de activacion de los linfocitos T CD4+ se realizod
mediante el estudio de la co-expresion de los antigenos CD45RA y CD27 que
discriminan en células novatas NAIVE (CD45RA+CD27+), células memoria efectora
no terminada MENT (CD45RA-CD27-), células memoria efectora terminada MET
(CD45RA+CD27-) y células memoria central MC (CD45RA—-CD27+) tal como se
indico en el apartado de materiales y métodos.

El andlisis de la expresion de estas moléculas mostré una importante redistribucion
celular en los pacientes con LLC-B que es muy diferente en funcion de la expresion de
ZAP-70. Asi en los dos grupos de pacientes con LLC-B existe una disminucion
significativa del porcentaje de la subpoblacion NAIVE respecto a los controles sanos,
siendo mucho mas marcada en los pacientes de LLC-B ZAP-70+ mostrando estos una
reduccion significativa respecto a los pacientes de LLC-B ZAP-70—. Esta disminucion
en el porcentaje de células novatas en ambos grupos de pacientes con LLC-B respecto a
los controles sanos se debe principalmente al incremento de las subpoblaciones de

células memoria efectora (MENT y MET), siendo estos incrementos significativos en la



Resultados

subpoblacion de células MET, mientras que los porcentajes de células MC se
mantienen muy similares en los tres grupos estudiados. Por otra parte se observa que los
pacientes con LLC-B ZAP-70+ son los que presentan los incrementos significativos
mas marcados en los porcentajes de células memoria efectora (MENT y MET) respecto

a los pacientes con LLC-B ZAP-70—.

Figura 5.2: Distribucion de las diferentes subpoblaciones de linfocitos CD4+ atendiendo a su grado
de activacion.

Controles ZAP-70- ZAP-70+

59,75 49,50
(50,20 - 78,60)

13,50
(8,10 - 15,90)

(1,80-2,90) 6,70 31,85

(6,00-12,35) (12,45-37,70)
*

28,95 28,30
(13,40 — 31,00) (24,50 — 30,45)

(7.4 -23,90)
T *

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P7s) del porcentaje de las subpoblaciones de
linfocitos CD4+ NAIVEV, MENT ¥V, METV y MCYV en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-
70—y pacientes con LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al numero total de linfocitos
CD4+.

T Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.

Un estudio mas amplio de los linfocitos T CD4+ nos muestra diferencias significativas
en la expresion de otros marcadores que tienen que ver con la capacidad de estimulacion
o migracion de estas células. Asi observamos que los linfocitos T CD4+ que expresan
CD40L se encuentran incrementados tanto en su numero absoluto como en su
porcentaje en los pacientes con LLC-B (independientemente de la expresion de ZAP-

70) respecto a los controles sanos (Figura 5.3).
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Figura 5.3: Numero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de la poblacion

linfocitaria CD4+CD40L+.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P75) del nimero absoluto (n°

de células/ul) y del porcentaje en sangre periférica de la poblacion de linfocitos CD4+

CD40L+ en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70— y pacientes con LLC-B

ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al nimero total de linfocitos CD4+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p<0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes
con LLC-B.

En el caso de los linfocitos T CD4+ que expresan el marcador CD62L se observa un
incremento significativo en el nimero absoluto de linfocitos T CD4+CD62L+ en los
dos grupos de pacientes con LLC-B respecto a los controles sanos, siendo mucho mas
marcado este incremento en los pacientes con LLC-B ZAP-70+. En este grupo de
pacientes ademas se aprecia un incremento significativo del porcentaje de esta
poblacion linfocitaria respecto al grupo de pacientes con LLC-B ZAP-70-y al grupo de

controles sanos (Figura 5.4).
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Figura 5.4: Numero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de la poblacion
linfocitaria CD4+CD62L+.
Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P75) del nimero absoluto (n°
de células/ul) y del porcentaje en sangre periférica de la poblacion de linfocitos CD4+
CD62L+ en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70— y pacientes con LLC-B
ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al nimero total de linfocitos CD4+.
+ Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.
* Para valores significativos con p<0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes

con LLC-B.



Por otro lado los linfocitos CD4+ que expresan CD28 en los pacientes con LLC-B,
independientemente de la expresion de ZAP-70, aun estando aumentados en el numero
absoluto muestran un descenso en el porcentaje respecto a los controles sanos, siendo

significativo dicho descenso en los pacientes de LLC-B ZAP-70+ (Figura 5.5).
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Figura 5.5: Numero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de la poblacion

linfocitaria CD4+CD28+.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P7s) del nimero absoluto (n°

de células/ul) en sangre periférica y del porcentaje de la poblacion de linfocitos CD4+

CD28+ en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70- y pacientes con LLC-B

ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al nimero total de linfocitos CD4+.

t Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p<0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes
con LLC-B.

Por ultimo destacar los resultados obtenidos del estudio inmunofenotipico de las células
reguladoras CD4+FOXP-3+ (Figura 5.6). En este caso, observamos que los pacientes
con LLC-B tanto ZAP-70— como ZAP-70+ tienen incrementados los niimeros absolutos
de esta poblacion celular respecto a los controles sanos siendo este aumento mucho mas
marcado y significativo en el grupo de pacientes ZAP-70+ con respecto a los pacientes
ZAP-70—y controles sanos. A su vez, los pacientes ZAP-70+ muestran un incremento
significativo del porcentaje de estas células con respecto a los otros dos grupos de

estudio.
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Figura 5.6: Numero absoluto (n° de células/pul) y porcentaje de la poblacion

linfocitaria CD4+FOXP-3+.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (Ps — P7s) del numero absoluto (n°

de células/ul) y del porcentaje en sangre periférica de la poblacion de linfocitos CD4+

FOXP-3+ en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70- y pacientes con LLC-B

ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al nimero total de linfocitos CD4+.

+ Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p<0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes
con LLC-B.

> Los pacientes con LLC-B, independientemente de la expresion de ZAP-70, se
caracterizan por presentar una importante redistribucion de los linfocitos T CD4+
segun el grado de activacion celular, mostrando respecto a los controles sanos un
incremento significativo de células T CD4+ efectoras en contrapartida a un
descenso significativo de células T novatas. Esta alteracién es mucho mas marcada
y significativa en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los pacientes ZAP-
70—y a los controles sanos.

»> Ademas los pacientes ZAP-70+ se caracterizan por un incremento significativo de
los linfocitos T CD4+ que expresan CD95+ y CD62L+ y una disminucion
significativa de linfocitos T CD4+ que expresan CD28+.

» Por ultimo los pacientes con LLC-B ZAP-70+ presentan de forma significativa un
numero absoluto y un porcentaje mas elevado de linfocitos reguladores
CD4+FOXP-3+ respecto a los pacientes ZAP-70-y los controles sanos.

6. ESTUDIO FENOTIiPICO DE LOS LINFOCITOS T CD8+ DE
SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CON LLC-B AGRUPADOS
EN FUNCION DE LA EXPRESION DE ZAP-70.

De manera similar a como se procedio con los linfocitos T CD4+ en el analisis
de los linfocitos T CD8+ se procedi6 a estudiar el estado de activacion de esta poblacion
celular y la expresion de moléculas que tienen que ver con la capacidad coestimuladora

y migratoria de estas células.



El estudio inmunofenotipico de los linfocitos CD8+ se realizd en primer lugar segun los
criterios de definicion de la memoria inmunologica clésica (expresion de CD45RA y
CD45RO) (Tabla 6.1). De igual manera que ocurria con los linfocitos CD4+, se observa
un incremento significativo del numero absoluto y del porcentaje de los linfocitos T
CD8+ CD45RO+CD45RA- (linfocitos memoria) en los pacientes con LLC-B ZAP-70+
respecto a los pacientes ZAP-70—y al grupo de controles sanos, existiendo aqui ademas
diferencias significativas en ambos valores entre los pacientes de LLC-B segun la
expresion de ZAP70 asi como entre los pacientes con LLC-B ZAP-70-y los controles
sanos. En el caso de los linfocitos efectores T CD8+ CD45RO+CD45RA+ observamos
que tienen incrementados significativamente su niumero absoluto en los pacientes con
LLC-B ZAP-70+ respecto a los pacientes ZAP-70— y los controles sanos. Sin embargo
los valores de porcentajes de esta subpoblacion linfocitaria se muestran muy similares
entre los diferentes grupos del estudio.

Por otra parte la subpoblacion de linfocitos T novatos CD8+CD45RO-CD45RA+ se
encuentra disminuida significativamente en los valores de porcentaje en el grupo de
pacientes de LLC-B ZAP-70+ respecto de los pacientes ZAP-70— y al grupo de
controles sanos, si bien no hay diferencias significativas en el nimero absoluto entre

estos dos ultimos grupos.

Tabla 6.1: Numero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de linfocitos T CD8+ novatos, efectores y
memoria.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
Nimero 32,06 81,61 * 24243 t*
CD4SRO+CDASRA= gpootuie (23,36 - 49.35) (43,38 - 105,57) (127,07 - 477,86)
(Linfocitos memoria) ” 14,74 20,16 * 43,01 T*
’ (11,61 - 24,57) (10,78 - 30,70) (25,38 - 60,24)
CD45RO-CD4SRAL Namero 91,87 178,61 213,80 t*
absoluto (56,64 - 146,98) (101,90 - 342,06) (165,97 - 350,83)
(Linfocitos efectores) ” 42,24 44,12 37,93
(34,07 - 55.21) (31,49 - 62,01) (16,21 - 52,15)
CD45RO_CDA5RA+ Numero 91,95 144,28 101,91
- absoluto (48,19 - 129,50) (93,55 - 255,90) (73,89 - 187,93)
(Linfocitos novatos) ” 42,28 35,64 18,08 t*
(25,98 - 61,58) (26,84 - 56,84) (13,57 - 34.87)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P75) del nimero absoluto (n°® de células/ul) y del
porcentaje en sangre periférica de linfocitos T CD8+ novatos, efectores y memoria en controles sanos,
pacientes con LLC-B ZAP-70- y pacientes con LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al
namero total de linfocitos T CD8+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.



Dentro de la poblaciéon linfocitaria CD8+CD45RO+, al igual que se observaba en los
linfocitos CD4+, se produce un incremento significativo tanto en el nimero absoluto
como en el porcentaje de la poblacion CD45RO+CD95+ en los pacientes con LLC-B
ZAP-70+ respecto a los pacientes ZAP-70—y los controles sanos (Figura 6.1).
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Figura 6.1: N° absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de la poblacion linfocitaria

CD8+CD45RO+CD95+.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,5— P7s) del niimero absoluto (n°

de células/ul) y del porcentaje en sangre periférica de la poblacion de linfocitos CD8+

CD45R0O+CD95+ en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70- y pacientes con

LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al niimero total de linfocitos

CD8+.

+ Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p<0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes
con LLC-B.

Un analisis mas profundo y detallado del estado de activacion de los linfocitos T CD8+
a través de la expresion de CD45RA y CD27 (Figura 6.2) muestra una redistribucion de
las células CD8+ en los pacientes de LLC-B respecto a los controles sanos. Esta
redistribucion afecta principalmente a las células MENT las cuales se encuentran
disminuidas significativamente en los pacientes con LLC-B tanto ZAP-70— como ZAP-
70+ respecto a los controles sanos. Por otro lado los pacientes de LLC-B ZAP-70+
muestran una disminucion significativa en las células NAIVE respecto a los pacientes
ZAP-70-y a los controles sanos. Dicha disminucion se debe al incremento significativo
del porcentaje de células MC en estos pacientes respecto a los pacientes ZAP-70—y a

los controles sanos.



Figura 6.2: Distribucion de las diferentes subpoblaciones de linfocitos CD8+ atendiendo a su grado
de activacion.
Controles ZAP-70- ZAP-70+

34,65 35,50 26,10
21,20 - 43,45) (15,00 — 43,10) 21,40
.

+

10,70
(8,75 — 14,55)

10,70
(8,00 — 12,45)

*

21,75
(17,00 — 24,30)

13,10
(5,15 — 23,85)
*

31,50
(20,20 - 46,15) 39,40 37,30
(36,40 — 48,50) (25,10 — 47,50)

Se representan la mediana y el rango intercuartilico (P,5 — P7s5) del porcentaje de las subpoblaciones de
linfocitos CD8+ NAIVEV, MENT ¥, METV y MCVen controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-

70—y pacientes con LLC-B ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al nimero total de linfocitos
CD8+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.
* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.

En lo que respecta a otros marcadores relacionados con la activacion celular de
linfocitos T CD8+, observamos como los linfocitos T CD8+ que expresan el marcador
CD62L (Figura 6.3) estan incrementados en su nimero absoluto y en su porcentaje en
los dos grupos de pacientes con LLC-B respecto a los controles sanos siendo mas

marcado y estadisticamente significativos estos incrementos en los pacientes con LLC-

B ZAP-70+.
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Figura 6.3: Numero absoluto (n° de células/pl) y porcentaje de la poblaciéon

linfocitaria CD8+CD62L+.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P75) del nimero absoluto (n°

de células/pl) y del porcentaje en sangre periférica de la poblacion de linfocitos CD8+

CD62L+ en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70— y pacientes con LLC-B

ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al nimero total de linfocitos CD8+.

t Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p<0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes
con LLC-B.



En cuanto a la expresion de CD28 por parte de los linfocitos T CD8+ (Figura 6.4), sélo
los pacientes con LLC-B ZAP-70+ presentan algin tipo de alteracién respecto a los
otros grupos estudiados, mostrando significativamente disminuidos los valores de

porcentaje respecto al grupo de controles sanos.
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Figura 6.4: Numero absoluto (n° de células/pul) y porcentaje de la poblacion
linfocitaria CD8+CD28+.
Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P75) del nimero absoluto (n°
de células/ul) y del porcentaje en sangre periférica de la poblacion de linfocitos CD8+
CD28+ en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70- y pacientes con LLC-B
ZAP-70+. Los porcentajes estan referenciados al nimero total de linfocitos CD8+.
+ Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.
* Para valores significativos con p<0.05 entre grupo de controles sanos y pacientes

con LLC-B.

» Los pacientes con LLC-B ZAP-70+ se caracterizan por presentar una importante
redistribucion de los linfocitos T CD8+ segiin el grado de activacion celular. Esta
redistribucion consiste en una disminucién significativa de linfocitos T CD8+
efectores unido a un descenso significativo de linfocitos T CDS8+ novatos en
compensacion al incremento significativo de linfocitos memoria central.

» Por su parte los pacientes con LLC-B ZAP-70+ presentan un incremento y un
descenso significativo de linfocitos T CD8+ que expresan CD62L+ y CD28+
respectivamente.




7. ALTERACIONES DE LAS PRINCIPALES SUBPOBLACIONES DE
CELULAS NK (CD3-CD56+) DE SANGRE PERIFERICA EN
PACIENES CON LLC-B AGRUPADOS EN FUNCION DE LA
EXPRESION DE ZAP-70.

Dentro del compartimento leucocitario las células NK constituyen una poblacion
celular con gran capacidad de reconocer y eliminar células tumorales y células
infectadas por virus. Como se indicé anteriormente las células NK (CD3-CD56+) de los
pacientes con LLC-B tienen incrementadas su numero absoluto con respecto de los
controles si bien los valores de porcentaje de esta poblacion celular se encuentran
disminuidos.

Dentro de la poblacion de células NK (CD3-CD56+) estudiamos dos subpoblaciones
que difieren tanto en funcionalidad como en su fenotipo, (CD56+°“CDI16+" y
CD56+hiCD16+l°W). Los pacientes con LLC-B ZAP-70- se caracterizan por tener
disminuidos los porcentajes de ambas subpoblaciones de células NK respecto a los
controles sanos (Figura 7.1, panel A y B), siendo esa disminucion significativa en la
subpoblacion CD56+"°"CD16+" (Figura 7.1, panel A).

Sin embargo en el caso de los pacientes con LLC-B ZAP-70+, éstos tienen
incrementado significativamente el porcentaje de esta subpoblacion respecto a los
pacientes ZAP-70— (Figura 7.1, panel A), pero por el contrario estos pacientes tienen
disminuido significativamente el porcentaje de la subpoblacion CD56+"CD16+°"

respecto a los pacientes con LLC-B ZAP-70— y los controles sanos (Figura 7.1, panel

B).
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Figura 7.1: Porcentaje de las subpoblaciones de células NK CD56+°"CD16+" y CD56+"CD16+"".
Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P7s) del porcentaje en sangre periférica de las
subpoblaciones de células NK CD56+°"CD16+" (panel A) y CD56+"CD16+"°" (panel B) en controles
sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70—y pacientes con LLC-B ZAP-70+. Los valores de porcentajes estan
referenciados sobre el total de células NK (CD3-CD56+).

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes de LLC-B.

Tanto en la subpoblacion CD56+°¥CD16+™ como en la CD56+"CD16+"°" se estudio la
expresion de los marcadores de activacion CD69 y CDS57 (Tabla 7.1). En este caso se
observa que el porcentaje de células NK CD56+°"CD16+" que expresan CD57 se
encuentra aumentada significativamente en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto
al grupo de pacientes ZAP-70- y al grupo de controles sanos. Sefialar que en el caso la
expresion de CD69, no se observan variaciones significativas en el porcentaje de células
NK CD56+°*CD16+" que expresan el marcador CD69 entre los grupos de pacientes y

controles.

Por su parte los pacientes con LLC-B ZAP-70+ muestran incrementos significativos en
el porcentaje de células NK CD56+"CD16+°"CD69+ y CD56+"CD16+°“CD57+

respecto a los pacientes con LLC-B ZAP-70-y a los controles sanos.



Tabla 7.1: Porcentaje de células NK CD56+°"CD16+" y CD56+"CD16+" que expresan los
marcadores de activacion CD69 Y CD57.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
CD56+"°"CD16+"CD69- (81,2864i6896,79) (75,3857:4936,28) (80’186511972,58)
CD56+°"CD16+"CD69+ (135211512178,75) (3’6312_’21’66) (7,331,5_’4113,84)
CD56+CD16+"CDES- (83,999218927,62) (57,590218929,56) (55,07519922,67) "
CDS6+"CD16+"" CD69+ (.39 1601) (120 1692) Gh 4500
CDS6+"" CD16+"'CDS7- @9t 5433 (27,18 0346) 0515 6923)
CD56+""CD16+"CDS7+ (15,6277i1399,05) (6,5g%,;é,82) * (30,757712;3,39) "
CD56+"CD16+™CD57- (93,837_"1‘30’00) (917027_’?(6)0900) (86,7982i5907,00)
cosscpisesTe )2 a2 s o

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P7s) del porcentaje en sangre periférica de
células NK CD56+°CD16+" y CD56+"CD16+"" en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70— y
pacientes con LLC-B ZAP-70+. Los datos de porcentajes estan referenciados sobre el nimero total de
células que componen la subpoblacion indicada.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.

> En los pacientes con LLC-B ZAP-70+, dentro del descenso significativo observado en
las células NK (CD3—-CD56+) se destaca la disminucién significativa de células NK
CD56+"CD16+°" y el incremento significativo de células NK CD56+°"CD16+"
respecto a los pacientes LLC-B ZAP-70-y los controles sanos.

»> Ambas subpoblaciones de células NK se caracterizan en estos pacientes por tener
aumentadas las células que se encuentran activadas.




8. ALTERACIONES DE LA POBLACION DE CELULAS TK (CD3+CD56+)
DE SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CON LLC-B AGRUPADOS
EN FUNCION DE LA EXPRESION DE ZAP-70.

Las células TK (CD3+CD56+) son un tipo celular con gran capacidad de lisis
celular. En nuestro trabajo no sélo estudiamos el estado de esta poblacion sino también
su grado de activacion segun la expresion de los marcadores CD8 y CD57. Al igual que
ocurria con las células NK, en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ se observa un
incremento significativo del porcentaje de células activadas (segin la expresion de
CD57) respecto a los pacientes ZAP-70— y los controles sanos, concretamente de la
poblacion CD8+CD57+.

Sefialar que en el caso de las poblaciones de células TK no activadas CD§-CD57—-y
CD8+CD57- se observa una disminucion de sus porcentajes en los pacientes con LLC-
B respecto a los controles sanos siendo esta disminucion mucho mds marcada y
significativa de los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los pacientes ZAP-70—y

los controles sanos (Tabla 8.1).

Tabla 8.1: Porcentaje de células TK (CD3+CD56+) que expresan los marcadores de activacion CD8
Y. CD57.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
6,28 21,43 8,93
TK CD8-CDS7+ (4,63 - 12,43) (1,02 - 27,37) (1,04 - 13,08)
21,75 21,50 65,09 f*
TK CD8+CDS7+ (7,16 - 37,64) (3.93 - 40,79) (51,02 - 78,33)
28.50 12,86 5,27 T*
TK CD8-CDS7- (9,72 - 33,99) (10,32 - 34,05) (3,15 - 16,48)
47,70 23,81 * 16,61 t*
TK CD8+CDS7- (30,69 - 53,39) (18,85 - 61,20) (11,04 - 28,00)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P7s) del porcentaje en sangre periférica de
células TK CD3+CD56+ en controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70— y pacientes con LLC-B
ZAP-70+. Los datos de porcentajes estan referenciados sobre el numero total de células que componen la
poblacién indicada.

T Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.

> Dentro del incremento significativo observado de las células TK (CD3+CD56+) en los
pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los pacientes ZAP-70—, destacamos que
dicho incremento en estos pacientes se produce fundamentalmente en células
activadas en detrimento de aquellas células TK no activadas.




9, ESTUDIO DE LA APOPTOSIS DE LINFOCITOS T EN PACIENTES
CON LLC-B AGRUPADOS EN FUNCION DE LA EXPRESION DE ZAP-
70.

Los resultados del estudio de la apoptosis de linfocitos T tanto CD4 como CDS8 y
de sus respectivas subpoblaciones novatas (NAIVE), memoria efectora no terminada
(MENT) y memoria efectora terminada (MET) asi como memoria central (MC) se
obtuvieron como se indicd en el apartado de materiales y métodos, por citometria de
flujo de 8 colores y el parametro utilizado para la medicion de la apoptosis fue el indice
de apoptosis (Al), que muestra la proporcion de células apoptdticas respecto a las
células totales. Los resultados del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de cada una de las
poblaciones estudiadas se presentan en la condicion basal (0 horas) y tras cultivo de 21

horas.

9.1. Estudio de la apoptosis en linfocitos T CD4.

Al estudiar la apoptosis en los linfocitos T CD4+ observamos como el
porcentaje de apoptosis (Al x 100) de los linfocitos T CD4+ a tiempo basal son
significativamente mas bajos en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los
pacientes ZAP-70—y los controles sanos, si bien los porcentajes de apoptosis en los tres
grupos estudiados no llega a superar el 10% (Figura 9.1.1, panel A). Sin embargo tras
21h de cultivo la situacién se revierte siendo en los pacientes con LLC-B ZAP-70+
donde estas células presentan porcentajes significativamente superiores respecto a los
otros dos grupos estudiados, presentando ademés valores de apoptosis por encima del

50% (Figura 9.1.1, panel B).
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Figura 9.1.1: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la poblacién de linfocitos T CD4+.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P7s) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
poblacién linfocitaria T CD4+ a nivel basal (panel A) y tras cultivo de 21 horas (panel B), de controles
sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70—y pacientes con LLC-B ZAP-70+.

T Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.

Dentro de los linfocitos T CD4+ observamos que la subpoblacion de linfocitos T CD4+
NAIVE (Figura 9.1.2) presenta un patréon de apoptosis muy similar al indicado
anteriormente. Asi estas células en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ presentan a
tiempo basal una apoptosis significativamente menor respecto a los pacientes ZAP-70—
y los controles sanos (Figura 9.1.2, panel A), mientras que tras 21h cultivo esta
situaciéon revierte dandose en estos pacientes un mayor porcentaje de apoptosis
significativamente respecto a los otros 2 grupos estudiados los cuales mantienen los
porcentajes de apoptosis muy similares a los que presentaban a tiempo basal (Figura

9.1.2, panel B).
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Figura 9.1.2: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la subpoblacion de linfocitos T CD4+ NAIVE.
Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P75) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion linfocitaria T CD4+ NAIVE a nivel basal (panel A) y tras cultivo de 21 horas (panel B), de
controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70—y pacientes con LLC-B ZAP-70+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.



Dentro de la subpoblacion de linfocitos T CD4+ NAIVE, estudiamos la apoptosis de
estas cé€lulas segun la ausencia o expresion de los marcadores de activacion y adhesion
CD28 y CD62L respectivamente. A tiempo basal de forma general en las células de los
pacientes con LLC-B ZAP-70+ se observa una disminucion significativa de la apoptosis
respecto a los pacientes ZAP-70— y los controles sanos (Tabla 9.1.1). Sin embargo tras
21 horas de cultivo, en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ solo se mantiene
significativamente disminuida la apoptosis respecto a los controles sanos en las células
que no expresan CD62L (independientemente de la expresion de CD28). Sefalar que a
nivel general se puede observar una diferencia en cuanto a la magnitud de la apoptosis
segiin la expresion del marcador CD62L. Asi las células que expresan CD62L con
independencia de la expresion de CD28 tiene porcentajes de apoptosis que no llegan a
superar el 10% mientras que las células que no expresan dicho marcador presentan
porcentajes de apoptosis superiores al 40%, fenomeno éste que se observa para todos

los grupos y tiempos de cultivo.

Tabla 9.1.1: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) en la subpoblacién de linfocitos T CD4+ NAIVE
segiin la expresion de CD28 y/o CD62L en pacientes con LLC-B ZAP-70—, ZAP-70+ y controles
sanos.

BASAL 21 HORAS
Controles ZAP-70- ZAP-70+ Controles ZAP-70- ZAP-70+
76,48 79,85 45,84 1* 76,55 47,73 * 58,42 *

CDO2L-CD28+ 54 06-93,86) (69,68-83,19) (3221-55,72) (55,20 82,67) (40,57 69,20) (40,00— 65,03)

1,56 2,56 0,18 * 0,41 0,38 2,74 1+
CD6IL+CD28+ (1 4" 2 50)  (044-481)  (0,3-120)  (0,29-0,59)  (0,13-0,83) (0,90 —4,92)
91,22 94,53 12,50 92,00 86,59 62,58 +*
CD62L-CD28- 04 51.97.08) (8333-98.93) (5,85 17,49) (82.32-9470) (68,75-99,55) (52,38 - 67,05)
CDE2LACD2S. 7,93 10,25 0,13 1,07 1,28 1,05

(433-22,46) (3,61-2686) (0,03-0,81)  (0,72-122)  (020-2,18)  (0,43-2,02)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P75) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion de linfocitos T CD4+ NAIVE segln la expresion de CD28 y CD62L de los diferentes
grupos de estudio.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes de LLC-B.

En la subpoblacion de linfocitos T CD4+ MENT, de nuevo observamos como en los
pacientes con LLC-B ZAP-70+ presentan a tiempo basal un porcentaje
significativamente menor de apoptosis respecto a los pacientes ZAP-70— y los controles
sanos (Figura 9.1.3, panel A) revertiendo esta situacion tras cultivo de 21 horas (Figura

9.1.3, panel B).
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Figura 9.1.3: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la subpoblacién de linfocitos T CD4+ MENT.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P7s) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion linfocitaria T CD4+ MENT a nivel basal (panel A) y tras cultivo de 21 horas (panel B), de
controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70- y pacientes con LLC-B ZAP-70+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.

En cuanto al estudio de la apoptosis segiin la expresion de los marcadores CD28 y
CD62L, observamos que en la subpoblacion de linfocitos T CD4+ MENT al igual que
ocurria con los linfocitos T CD4+ NAIVE e independientemente de la expresion de
CD28 y CD62L, en los pacientes con LLC ZAP-70+ presentan de forma significativa
una menor apoptosis a tiempo basal respecto a los pacientes de LLC-B ZAP-70-y los
controles sanos, si bien tras el cultivo la apoptosis de estas células en estos pacientes es
significativamente mayor a los otros grupos de estudio, los cuales muestran porcentajes
de apoptosis muy similares entre ellos (Tabla 9.1.2).

De nuevo se observa una diferencia en cuanto a la magnitud de la apoptosis segin la
expresion del marcador CD62L. Asi las células que expresan CD62L con independencia
de la expresion de CD28, en todos los grupos y condiciones estudiadas muestran
porcentajes de apoptosis mucho mas bajos que aquellas células que no expresan dicho

marcador.



Tabla 9.1.2: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) en la subpoblacion de linfocitos T CD4+ MENT
segiin la expresion de CD28 y/o CD62L en pacientes con LLC-B ZAP-70—-, ZAP-70+ y controles
sanos.

BASAL 21 HORAS
Controles ZAP-70— ZAP-70+ Controles ZAP-70— ZAP-70+
5,57 9,00 1,43 t* 25,61 28,36 83,69 ft*

CD62L-CD28+ 5 45.11,11) (6,72-11,58) (1,24 —3.73) (21,01 - 38,03) (20,41 - 37,81) (70,14 — 91,97)

214 2,98 0,51 3,45 3,10 46,05 *
CDO2LACD28+ (4 46".317) (0,87-578) (041-0,98) (244-4,84) (2,56-9,69) (28,20 — 60,00)
4,20 6,48 0,95 t* 17,02 18,85 78,85
CD62L-CD28- 5 55.10,47) (1,85-11,81) (0,47 —1,22) (11,37 - 25,63) (15,25 19,78) (62,17 — 89,74)
CD62L+CD28- 5,94 5,00 0,11 ¥ 7,47 6,71 52,13 +

(1,73-12,58) (2,22-10,33) (0,03-0,34) (3,70-11,16) (4,58-8,22) (42,05-70,64)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P;5) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion de linfocitos T CD4+ MENT segun la expresion de CD28 y CD62L de los diferentes grupos
de estudio.

T Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes de LLC-B.

En la subpoblaciéon de linfocitos T CD4+ MET, al igual que ocurria con las
subpoblaciones NAIVE y MENT, observamos que en los pacientes con LLC-B ZAP-
70+ estas células presentan a tiempo basal un porcentaje significativamente menor de
apoptosis que en los pacientes ZAP-70— (Figura 9.1.4, panel A). Transcurridas 21h de
cultivo observamos que en los apacientes ZAP-70+ estas células presentan un
incremento significativo del porcentaje de apoptosis respecto a los pacientes ZAP-70—-y

los controles sanos (Figura 9.1.4, panel B).
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Figura 9.1.4: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la subpoblacion de linfocitos T CD4+ MET.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P7s) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion linfocitaria T CD4+ MET a nivel basal (panel A) y tras cultivo de 21 horas (panel B), de
controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70—y pacientes con LLC-B ZAP-70+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.



Por otra parte, los linfocitos T CD4+ MET segun la expresion de CD28 y CD62L
muestran de nuevo a tiempo basal un porcentaje de apoptosis significativamente menor
en los pacientes ZAP-70+ respecto a los otros dos grupos comparados (Tabla 9.1.3).
Tras cultivo esta situacion cambia en aquellas células CD62L+ (independientemente
que expresen o no CD28), las cuales presentan un porcentaje significativamente mayor
de apoptosis en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los otros grupos
comparados, si bien en los pacientes con LLC-B ZAP-70- estas células tienen
ligeramente disminuida la apoptosis en comparacién con los controles sanos.

Por ultimo sefalar que al igual que ocurria en las subpoblaciones de linfocitos T CD4+,
NAIVE y MENT existe una diferencia en cuanto a la magnitud de la apoptosis seglin la
expresion del marcador CD62L. Asi las células que expresan CD62L con independencia
de la expresion de CD28 presentan porcentajes de apoptosis menores a las células que

no expresan CD62L.

Tabla 9.1.3: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) en la subpoblaciéon de linfocitos T CD4+ MET segtin
la expresion de CD28 y/o CD62L en pacientes con LLC-B ZAP-70—, ZAP-70+ y controles sanos.

BASAL 24 HORAS
Controles ZAP-70—- ZAP-70+ Controles ZAP-70— ZAP-70+
27,38 17,80 * 5,88 * 51,23 51,85 54,97

CDO2L-CD28+ (5365 38,73) (8,85 - 27,95) (1,72 — 12,34) (47,45 - 63,36) (38,21 - 66,52) (42,00 — 68,27)

8,91 5,94 0,11 * 5,89 2,33 * 30,00 +*
CD62LHCDI8* (5042 15,87) (2,70-11,29) (0,05-0,34) (2,57 -14,29) (0,67 -8,91) (25,10 — 39,88)

10,81 14,97 1,80 +* 32,25 2337 64,75
CD62L-CD28- 3 65 '24.38) (8,06-20,88) (0,64 —2,91) (29,35 - 36,09) (17,57 - 31,76) (53,70 — 74,50)
CDOILACDS. 8,35 7,45 0,93 t 11,37 4,20 2143 +

(2,20-18,11) (3,34-11,89) (0,31 —1,44) (4,08-1594) (1,66-8,94) (15,39 25,07)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P75) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion de linfocitos T CD4+ MET segun la expresion de CD28 y CD62L de los diferentes grupos
de estudio.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes de LLC-B.

En relacion a la subpoblacion de linfocitos T CD4+ MC, éstos muestran el mismo
patron observado hasta ahora. Asi a tiempo basal en los pacientes con LLC-B ZAP-70+
se observa de forma significativa un menor porcentaje de apoptosis de estas células
respecto a los otros dos grupos estudiados (Figura 9.1.5, panel A). Sin embargo tras el
cultivo en las células de estos pacientes se produce una mayor apoptosis, mientras que

tanto en el grupo de pacientes ZAP-70— como en el grupo de controles sanos mantienen



valores de apoptosis muy similares entre si y a los observados a tiempo basal (Figura

9.1.5, panel B).
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Figura 9.1.5: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la subpoblacion de linfocitos T CD4+ MC.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P7s) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion linfocitaria T CD4+ MC a nivel basal (panel A) y tras cultivo de 21 horas (panel B), de
controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70—y pacientes con LLC-B ZAP-70+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.

En cuanto a la apoptosis de los diferentes linfocitos T CD4+ MC segun la expresion de
los marcadores CD28 y CD62L observamos que en los pacientes con LLC-B ZAP-70+
casi todos los linfocitos (independientemente de la expresion o no de CD28 y CD62L)
presentan significativamente a tiempo basal una menor apoptosis respecto a los otros
grupos estudiados. Sin embargo tras el cultivo s6lo en los pacientes ZAP-70— muestran
valores significativamente menores de apoptosis respecto a los controles sanos, mientras
que en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ tienen un grado de apoptosis
significativamente mayor que los pacientes ZAP-70— y los controles sanos (Tabla
9.1.4).

Indicar que al igual que lo observado hasta ahora en las otras subpoblaciones de
linfocitos T CD4+, de nuevo se muestra un diferente grado de apoptosis segiun la
expresion de CD62L, ya que son las células CD62L+ las que presentan un menor grado

de apoptosis comparadas con las células CD62L—.



Tabla 9.1.4: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) en la subpoblacion de linfocitos T CD4+ MC segtin

la exBresi(m de CD28 z/o CDG62L en Eacientes con LLC-B ZAP-70—, ZAP-70+ y controles sanos.

BASAL 21 HORAS
Controles ZAP-70— ZAP-70+ Controles ZAP-70— ZAP-70+
18,45 8,95 * 2,83 t* 10,21 6,58 * 50,00 t*

CD62L-CD28+ 14 92.23.41) (5,03-15,18) (1,36 —4,29) (6,57 -20,22) (2,16 - 14,24) (37,50 — 59,67)

2,03 2,90 0,52 1 1,44 0,68 532 1
CDO2LACD28* (4 717 324)  (1,07-4,12) (0,23-0,78) (1,11-1,78) (0,28-1,87) (1,41—7,33)

79,58 54,17 * 1,49 t* 32,63 21,95 53,33
CD62L-CD28- (74 10.91,63) (45,31 -78,23) (0,80 — 1,95) (19,56 - 46,24) (18,06 - 35,21) (34,62 — 58,99)
CDEILACDIS. 19,10 5,06 075 2,55 2,82 4,68 1

(10,16 - 34,39) (2,98-18,83) (0,13-1,25) (1,07-2,99) (1,79-4,94) (2,70-6,81)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P7s5) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion de linfocitos T CD4+ MC segun la expresion de CD28 y CD62L de los diferentes grupos de
estudio.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes de LLC-B.

9.2. Estudio de la apoptosis en linfocitos T CDS.

El estudio de la apoptosis en los linfocitos T CD8+ nos muestra como el
porcentaje de apoptosis (Al x 100) de estos linfocitos a tiempo basal son
significativamente mas bajos en los dos grupos de pacientes con LLC-B que en los
controles sanos (Figura 9.2.1, panel A). Sin embargo tras 21h de cultivo, la situacion se
revierte en los dos grupos de pacientes con LLC-B donde estas células ven aumentados
significativamente sus porcentajes de apoptosis, si bien es en el grupo de pacientes
ZAP-70+ donde este incremento es mas marcado y significativo con respecto a los otros

dos grupos estudiados (Figura 9.2.1, panel B).
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Figura 9.2.1: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la poblacién de linfocitos T CD8+.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P75) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
poblacion linfocitaria T CD8+ a nivel basal (panel A) y tras cultivo de 21 horas (panel B), de controles
sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70—y pacientes con LLC-B ZAP-70+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.



En cuanto al grado de activacion de los linfocitos T CD8+, observamos que los
linfocitos T CD8+ NAIVE, a diferencia de lo mostrado en los CD4+, a tiempo basal se
caracterizan por tener en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ un porcentaje de apoptosis
significativamente menor que los pacientes ZAP-70— en los cuales se registra el mayor
porcentaje de apoptosis entre los tres grupos estudiados (Figura 9.2.2, panel A). No
obstante tras cultivo de 21 horas tanto en los pacientes ZAP-70— como en los ZAP-70+
estas células presentan porcentajes de apoptosis similares entre si y significativamente

superiores a los registrados en los controles sanos (Figura 9.2.2, panel B).
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Figura 9.2.2: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la subpoblacion de linfocitos T CD8+ NAIVE.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P7s) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion linfocitaria T CD8+ NAIVE a nivel basal (panel A) y tras cultivo de 21 horas (panel B), de
controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70-y pacientes con LLC-B ZAP-70+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.

Dentro de los linfocitos T CD8+ NAIVE, observamos que practicamente todos los
linfocitos T CD8+ independientemente de la expresion o no de CD28 y CD62L
muestran a tiempo basal valores de apoptosis significativamente menores en los
pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los otros dos grupos estudiados. Sin embargo
tras cultivo en estos pacientes estan incrementados los porcentajes de apoptosis de todas
las células de manera significativa con respecto a los otros dos grupos estudiados (Tabla

9.2.1).



Tabla 9.2.1: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) en la subpoblacién de linfocitos T CD8+ NAIVE
segiin la expresion de CD28 y/o CD62L en pacientes con LLC-B ZAP-70—, ZAP-70+ y controles
sanos.

BASAL 21 HORAS
Controles ZAP-70- ZAP-70+ Controles ZAP-70- ZAP-70+
31,76 37,03 11,43 * 32,46 72,32 * 82,95 *

CD62L-CD28* 55 90 46,55) (20,29 - 53,29) (9,10 — 15,22) (13,16 - 43,85) (62,18 - 84,49) (68,57 — 94.36)

3,06 9,21 * 3,80 0,95 4,81 16,28
CDOIL+CD28* (148" 6,25) (1,97-14,32) (1,25-537) (048-1,96) (0,97-9,16) (13,33—21,17)
CDEIL-CD2g. 4463 41,88 17,28 1 31,38 79,75 80,19

(38,41 - 59,67) (27,75 - 60,35) (12,28 — 23,09) (20,47 - 43,62) (73,51 - 86,30) (71,92 — 88,06)

13,43 20,29 6,72 t 1,93 22,98 * 13,70 *

CDO2LACD28- g 63 _18,42) (14,97-37,92) (3,42-9,90) (1,18-2,87) (16,03-35,00) (6,98 - 17,23)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P75) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion de linfocitos T CD8+ NAIVE segtin la expresion de CD28 y CD62L de los diferentes
grupos de estudio.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes de LLC-B.

Dentro de la subpoblaciones efectoras de linfocitos T CD8+ observamos que la
poblacion de linfocitos T CD8+ MENT si bien a tiempo basal no muestran diferencias
significativas del porcentaje de apoptosis entre los diferentes grupos estudiados (Figura
9.2.3, panel A), tras 21 horas de cultivo en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ estas
células presentan valores significativamente mayores de apoptosis que en los pacientes

ZAP-70—y los controles sanos (Figura 9.2.3, panel B).
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Figura 9.2.3: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la subpoblacion de linfocitos T CD8+ MENT.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P7s) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion linfocitaria T CD8+ MENT a nivel basal (panel A) y tras cultivo de 21 horas (panel B), de
controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70—y pacientes con LLC-B ZAP-70+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.



Dentro de la subpoblacion de linfocitos T CD8+ MENT observamos que a tiempo basal
apenas hay diferencias significativas en cuanto a la apoptosis de las células segun la
expresion de CD28 y CD62L (Tabla 9.2.2). Por otra parte en aquellas células que no
expresan CD62L se observa que tras cultivo tienen incrementado significativamente el
porcentaje de apoptosis en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los pacientes

ZAP-70-y los controles sanos.

Tabla 9.2.2: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) en la subpoblaciéon de linfocitos T CD8+ MENT
segiin la expresion de CD28 y/o CD62L en pacientes con LLC-B ZAP-70—, ZAP-70+ y controles
sanos.

BASAL 21 HORAS
Controles ZAP-70— ZAP-70+ Controles ZAP-70— ZAP-70+
6,69 7,43 8,82 18,61 16,59 28,46 t*

CD62L-CD28+ (5 46-11,10) (4,72-9,72) (5,16 —11,36) (10,95-29,70) (9,48-22,35) (18,71- 35,98)

2,03 3,17 3,33 3,40 4,05 4,01
CD62L+CD28* (94" 4.07) (1,66-4,71) (1,30 -4,07) (2.64-627) (2,49-6,18) (1,46 - 5,77)

6,37 11,05 3,50 * 11,69 2540 15,41 1
CD62L-CD28- 5 55.14,07) (4,05-21,35) (1,94—522) (6,78-21,54) (19,96 - 35,57) (8,63 - 26,87)
CDeLiCD2s. 2 1,01 0,76 +* 5,35 3,17 3,17

(1,13-8,71) (0,44-4,13) (0,24-0,96) (4,04-1151) (1,70-7,84) (1,23 -6,68)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P;5) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion de linfocitos T CD48+ MENT segun la expresion de CD28 y CD62L de los diferentes
grupos de estudio.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes de LLC-B.

En el caso de la subpoblacion de linfocitos T CD8+ MET al igual que ocurria con la
subpoblacion T CD8+ NAIVE, observamos que apenas existen diferencias a tiempo
basal en la apoptosis para esa poblacion (Figura 9.2.4, panel A). Sin embargo tras
cultivo se aprecia un incremento de la apoptosis de estas células en los pacientes con
LLC-B ZAP-70+ que es significativo respecto a los otros dos grupos objeto de estudio
(Figura 9.2.4, panel B).
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Figura 9.2.4: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la subpoblacion de linfocitos T CD8+ MET.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P7s) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion linfocitaria T CD8+ MET a nivel basal (panel A) y tras cultivo de 21 horas (panel B), de
controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70-y pacientes con LLC-B ZAP-70+.

T Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.

Este patron se repite en los linfocitos T CD8+ MET independientemente de la expresion
de los marcadores CD28 y CD62L (Tabla 9.2.3). En este caso observamos de nuevo
como a tiempo basal no existen diferencias significativas en la apoptosis de estas células
entre los dos grupos de pacientes con LLC-B y los controles sanos. Pero tras cultivo, en
los pacientes con LLC-B ZAP-70+ se aprecia respecto a los pacientes ZAP-70—y los
controles sanos un incremento importante y significativo de la apoptosis en casi todas

las células independientemente de que expresen o no CD28 y CD62L.

Tabla 9.2.3: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) en la subpoblacién de linfocitos T CD8+ MET segtin
la exEresi(m de CD28 z/o CDG62L en Eacientes con LLC-B ZAP-70—, ZAP-70+ y controles sanos.

BASAL 21 HORAS
Controles ZAP-70- ZAP-70+ Controles ZAP-70- ZAP-70+
5,61 5,23 2,80 11,69 6,17 58,82 t*

CD62L-CD28+ 5 657 10,14) (0,90 -8,57) (2,10 —3,05) (10,84 -19,87) (3,91-8,95) (47,04 — 69,37)

4,46 5,10 2,27 5,29 4,10 66,67 1
CDO2L+CD28+ 5 07.11,90) (1,64-7,30) (1,80 —4,33) (3,57 -13,97) (1,46-7,84) (53,60 - 74,39)
412 3,01 1,41 6,41 4,98 48,83
CD62L-CD28- 579" 6,82) (1,85-10,75) (1,10-2,57) (4,36-11,31) (3,62-6,87) (32,86 59,07)
CD62L+CD28- 2,14 1,35 0,18 4,07 1,96 * 47,62 1+

(1,12-8,07) (0,07-3,66) (0,03—0,57) (2,50-9,78) (0,40 -5,97) (31,29 — 55,67)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P75) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion de linfocitos T CD8+ MET segtin la expresion de CD28 y CD62L de los diferentes grupos
de estudio.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes de LLC-B.



Por ultimo, en los linfocitos T CD8+ MC observamos que a tiempo basal en los
pacientes con LLC-B ZAP-70+ esta subpoblacion celular presenta una disminucion
significativa de la apoptosis respecto a los pacientes ZAP-70— y los controles sanos
(Figura 9.2.5, panel A). Esta situacion tras cultivo se revierte mostrando un fuerte y
significativo incremento de la apoptosis de estas células en los dos grupos de pacientes
con LLC-B en comparacion a los controles sanos, siendo en los pacientes con LLC-B
ZAP-70+ donde la apoptosis de estas células presenta una mayor diferencia significativa

respecto a los pacientes ZAP-70—y los controles sanos (Figura 9.2.5, panel B).
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Figura 9.2.5: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la subpoblacion de linfocitos T CD8+ MC.

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P7s) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion linfocitaria T CD8+ MC a nivel basal (panel A) y tras cultivo de 21 horas (panel B), de
controles sanos, pacientes con LLC-B ZAP-70- y pacientes con LLC-B ZAP-70+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.

Dentro de los linfocitos T CD8+ MC segun la expresion de los marcadores CD28 y
CD62L (Tabla 9.2.4), observamos que a tiempo basal no existen diferencias
significativas importantes entre la apoptosis de estas células en los pacientes con LLC-B
y los controles sanos. Sin embargo tras 21 horas de cultivo se aprecia en los pacientes
con LLC-B ZAP-70+ un incremento significativo de la apoptosis en las células CD28+

respecto a los pacientes ZAP-70—y controles sanos.



Tabla 9.2.4: Porcentaje de apoptosis (Al x 100) en la subpoblacion de linfocitos T CD8+ MC segtin
la exBresi(m de CD28 z/o CDG62L en Eacientes con LLC-B ZAP-70—, ZAP-70+ Y controles sanos.

BASAL 21 HORAS
Controles ZAP-70— ZAP-70+ Controles ZAP-70- ZAP-70+
18,80 18,02 17,21 9,86 4,86 22,67 t*

CD62L-CD28* (14 45.30,12) (13,22 - 21,26) (12,27~ 19,05) (4,79 -11,50) (2,29 - 6,36) (14,84 28,07)

377 284 1,47 1,40 1,34 339 *
CD62LACD28Y 1 95 638) (1,39-847) (1,35-4,00) (0,59-2,74) (0,20-3,00) (1,09 —539)
CD62L-CD28- 58,67 65,66 46,92 21,45 10,39 10,81

(50,61 -75,13) (53,62 - 73,33) (23,82 —54,76) (12,54 - 33,09) (7,88 - 20,20) (9,02-17,29)

14,56 8,17 * 1,76 2,55 1,25 4,23

CDO2L+CD28- (779 20 76) (3,54-17,74) (0,91-2,81) (1,27-509) (0,70-515) (1,63 -7,22)

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s— P75) del porcentaje de apoptosis (Al x 100) de la
subpoblacion de linfocitos T CD8+ MC segun la expresion de CD28 y CD62L de los diferentes grupos de
estudio.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes de LLC-B.

Por tltimo indicar que al igual a lo observado en los linfocitos T CD4+, en el caso de
los linfocitos T CD8&+ tanto en la subpoblacion NAIVE como MENT y MC, se observa
una diferencia en el grado de apoptosis de las células dependiendo de la expresion
CD62L. De esta manera las células que expresan CD62L, independientemente de la
expresion o no de CD28, presentan un grado de apoptosis mucho menor que aquellas

células que no expresan CD62L.

9.3. Estudio de correlacion entre la apoptosis de linfocitos T y la

expresion de CD45RO y CD95.

En los pacientes con LLC-B ZAP-70+ se procedi6 a realizar el test de
correlacion de Pearson entre los valores de apoptosis detectados en linfocitos T CD4+ y
CD8+ y los valores de porcentaje de linfocitos T CD4+CD45RO+CD95+ y de linfocitos
T CD8+CD45RO+CD95+ respectivamente, para determinar la posible relacion entre
este fenotipo y el grado de apoptosis detectado en las células de estos pacientes.

Los resultados del estudio de correlacion nos mostro en el caso los linfocitos T CD4+
una fuerte correlacion significativa entre los valores de porcentaje de linfocitos T
CD4+CD45RO+CD95+ y el porcentaje de apoptosis de los linfocitos T CD4+ (r = 0,72

y p<0.01). Por otra parte en los linfocitos T CD8+ también se observd una fuerte



correlacion significativa entre el fenotipo CD45RO+CD95+ de estas células y su grado

de apoptosis (r = 0,80 y p<0.01).

> Los pacientes con LLC-B ZAP-70+ se caracterizan por presentar a tiempo basal
tanto en linfocitos T CD4+ como en los CD8+ una apoptosis significativamente menor
respecto a los pacientes LLC-B ZAP-70— y los controles sanos, revertiendo esta
situacion tras cultivo in vitro de 21 horas.

> Existe un diferente grado de apoptosis de los linfocitos T segiin la expresion de
CD62L, mostrando un grado de apoptosis mucho menor aquellas células T que
expresan CD62L+ en todas las poblaciones celulares y condiciones estudiadas.

> En los pacientes con LLC-B ZAP-70+ existe una correlacion significativa entre la
coexpresion de CD45RO y CD9Y95 y el porcentaje de apoptosis que presentan los
linfocitos T CD4+ y CD8+.




10. ESTUDIO DEL PORCENTAJE DE CELULAS PRODUCTORAS DE
CITOCINAS EN LOS DIFERENTES ESTADOS DE ACTIVACION DE
LOS LINFOCITOS T EN PACIENTES CON LLC-B AGRUPADOS
EN FUNCION DE LA EXPRESION DE ZAP-70.

10.1 Estudio del porcentaje de linfocitos T CD4+ productores de citocinas.

En este estudio observamos que en los pacientes con LLC-B, a nivel general se
producen aumentos significativos en los porcentajes de células T CD4+ productoras de
las citocinas estudiadas (IL-2, IFN-y, TNF-a e IL-4, IL-10). No obstante, sefialar que
estos aumentos son significativamente menos elevados en los pacientes de LLC-B ZAP-
70+ respecto a los pacientes ZAP-70— en los porcentajes de células productoras de
citocinas proinflamatorias IFN-y, TNF-a. Sin embargo, en los pacientes ZAP-70+ los
porcentajes de células T CD4+ productoras de IL-4 e IL-10 estdn incrementados
significativamente respecto a los pacientes ZAP-70— y los controles sanos. Estos
pacientes ademds de caracterizan por tener similares los valores de células productoras

de IL-2 respecto a los controles sanos (Tabla 10.1.1).

Tabla 10.1.1: Porcentaje de linfocitos T CD4+ Eroductores de citocinas.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
D4 T2+ G.40-21,70) (1550 2840) w1521
CD4 IFN-y+ (3,305j910 1.20) (15,125’_5 (2)4,20) ) (8,6155i3256,25) "
CD4 TNF-o+ (0’6(3)’_72’70) (9,31)1_’4103,90) ) (6,55’-5 ?0,83) "
CD4 IL4+ (0,38’??’20) (0,5(1)’? (1),10) (0,61)’6-02,60) *
CD4 IL10+ (0’6(1)’_23’90) (1,1(1)’_3 (1),60) (2,433’7-04,38) "

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P;5) del porcentaje de linfocitos T CD4+
productores de las citocinas IL-2, IFN-y, TNF-qa, IL-4 e IL-10 de controles sanos, pacientes con LLC-B
ZAP-70-y pacientes con LLC-B ZAP-70+. Los datos de porcentajes estan referenciados al numero total
de linfocitos CD4+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.

Al profundizar nuestro analisis sobre estas alteraciones estudiando el estado de
activacion de los linfocitos T CD4+ encontramos que las alteraciones observadas en el
porcentaje de linfocitos T CD4+ productores de IL2 se deben fundamentalmente a la

subpoblacion de células NAIVE y MENT (Tabla 10.1.2).



Tabla 10.1.2: Porcentaje de linfocitos T CD4+ productores de citocinas segin su estado de

activacién.
Controles ZAP-70- ZAP-70+
D3 1L (5,10 22.20 (7502700 (1000-235)
CD4 IFN-y+ (0’3(1){; 2,40) (2,73 ’.62,30) * (6,8134-’5256,05) "
NAIVE ~ CD4 TNF-o+ (0’3(1)’?(1)’50) (2,3(? ’_44?,90) ' (3,3; ’-155,23) *
D4 IL4+ (o,og’.lg,so) (0,18’?8,80) <0»330’-9 ?,55) )
CD4 IL10+ 020~ 220) 050070 483309
D4 1L+ (5,80 1550) (1290 2820) (5,015437257,38) T
D4 TFNy+ (11,96 24,40 (5330-0120) (1355483 |
MENT  CD4 TNF-a+ (7,608j1153,50) (22,2206’_7300,00) ' (5,589:92()1,95) T
CD4 IL4+ (0’48’_53’50) (0,68’_7 ?,90) (0,8(}’-6 3,70) "
CD4 IL10+ (1,2(2)’.22,30) (O,gé’f‘ggo) (1,737-9 ?3,68)
CD4 IL2+ (2’8(1)3_%;10) (2748’_7 8,00) (3,73735155,65)
CD4 IEN-rt (5.70-30,60 701840 (5536095
MET  CD4 TNF-o+ (3,00916153,40) (18,12(?’-634,10) * (8,559-’7155,23) f
CD4 IL4+ (0’1(1)’_3;10) (0,0(()),-2(()),90) (0,7(%,'22520)
CD4 IL10+ (7’5(1)6_’32,00) (1,5%’%%,90) * (2,7§ ’-1(1)1,15) "
CD4 IL2+ (0’18’_38’60) (0,3(())"_“;,30) ' (0,7%;’?(;,70) *
D4 IEN-rt (640 10,20 1502060 @5 |
MC  CD4 TNF-at (0’75’_63’50) (0,7(2)’_3(3),10) (2,132 ’_8?2,40) *
CD4 L4+ (8’6(1)9_’;;70) (23353’_329,30) ' (13,41(35.13?1,93;
CD4 IL10+ (2’3(5)’?2’30) (14’1107 ’_833,10) ' (8,1181’—5?7,30) "

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (P,s — P;5) del porcentaje de linfocitos T CD4+
productores de las citocinas IL-2, [FN-y, TNF-a, IL-4 e IL-10 de controles sanos, pacientes con LLC-B
ZAP-70-y pacientes con LLC-B ZAP-70+, en cada una de las subpoblaciones celulares segun su estado
de activacion. Los datos de porcentajes estan referenciados al numero total de linfocitos CD4+ para cada
una de las subpoblaciones definidas segun el estado de activacion.

T Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.




Por su parte las alteraciones observadas en el porcentaje de células productoras de IFN-
v se deben sobre todo a la subpoblacion de células memoria efectora (MENT Y MET) y
a la poblacion de células memoria central. En cuanto a las diferencias descritas para
TNF-a, éstas se deben basicamente a las poblaciones efectoras (Tabla 10.1.2).

En lo referente a las diferencias encontradas en los porcentajes de células productoras
de las citocinas IL-4 e IL-10, observamos que las alteraciones en la produccion de 1L-4
se fundamenta basicamente en las subpoblaciones de linfocitos NAIVE y MENT,
mientras que las alteraciones en la produccion IL-10 se deben a la subpoblacion de

linfocitos NAIVE (Tabla 10.1.2).

> En los pacientes con LLC-B, independientemente de la expresion de ZAP-70, se
observa un incremento significativo de los linfocitos T CD4+ productores de las
citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y y TNF-a respecto a los controles sanos.

» Existe un patron diferencial de produccién de citocinas asociado a la expresion de
ZAP-70, de forma que los pacientes ZAP-70+ se caracterizan por un patréon Th2 (alta
produccion de IL-4 e IL-10) y los pacientes ZAP-70— por un patrén Thl (alta
produccién de IL-2, IFN-y y TNF-a).

» Las diferencias significativas observadas en cuanto a la produccion de citocinas entre
los grupos de pacientes y los controles sanos se dan fundamentalmente en las
poblaciones de linfocitos T CD4+ novatos y efectores.

10.2 Estudio del porcentaje de linfocitos T CD8+ productores de citocinas.

En nuestro trabajo observamos que en los linfocitos T CD8+ contrariamente a lo
observado en los linfocitos T CD4+, los pacientes con LLC-B a nivel general, presentan
incrementos significativos solo en los porcentajes de células productoras de IFN-y y de
TNF-0, valores que se encuentran aumentados 3 veces con respecto a los controles
sanos. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los dos grupos
de pacientes segun la expresion de ZAP-70 (Tabla 10.2.1).

En el caso del resto de citocinas estudiadas (IL-2, IL-4 e IL-10) indicar que si bien los
dos grupos de pacientes con LLC-B presentan valores superiores a los de los controles,
estos porcentajes a excepcion de IL-10 en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ no

presentan aumentos significativos como los mencionados anteriormente (Tabla 10.2.1).



Tabla 10.2.1: Porcentaje de linfocitos T CD8+ productores de citocinas.

Controles ZAP-70- ZAP-70+
CDS8 IL2+ (2,03’_92120) (4,0(5)’_8 2,50) (3,2:?-3 2,45)
CD8 IEN-rt 0.70-30.30) R o 70
CDS TNF-oi+ (1’6(2)’_72,40) (6,4%’?09,20) ) (5,409-’9101,50) *
CD8 IL4+ (0’38’_53’90) (0,43{) (1)’1()) (0,4;,-‘5 3,40)
CD8 IL10+ (0’95’%50) (1,8(73’_5 (2),70) (2,5§ 0 (5),95) )

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (Pps — P;5) del porcentaje de linfocitos T CD8+
productores de las citocinas IL-2, INFy, TNFa, IL-4 e IL-10 de controles sanos, pacientes con LLC-B
ZAP-70-y pacientes con LLC-B ZAP-70+. Los datos de porcentajes estan referenciados al nimero total
de linfocitos CD8+.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.

Al estudiar el estado de activacion de los linfocitos T CD8+ podemos observar que las
alteraciones descritas en el porcentaje de linfocitos T CD8+ productores de IFN-y se
deben fundamentalmente a las subpoblaciones de células efectoras (MENT y MET)
ademas de la subpoblacion de células MC (Tabla 10.2.2).

Por su parte las alteraciones de los porcentajes de produccion de TNF-a estan basadas
en las diferencias existentes en las subpoblaciones de linfocitos T CD8+ NAIVE y
MENT. En el caso de las alteraciones observadas en los porcentajes de produccion de
IL-10, estas se deben fundamentalmente a la subpoblacion de linfocitos MENT (Tabla
10.2.2).

Por ultimo senalar en relacion con los porcentajes de linfocitos T CD8+ productores de
IL-2 e IL-4, que los pacientes con LLC-B presentan pocas diferencias con los controles
sanos y que estas diferencias derivan principalmente de pequenas alteraciones en las
subpoblaciones de linfocitos T CD8+ NAIVE y MENT, y efectoras (MENT y MET)

respectivamente para esas citocinas (Tabla 10.2.2).



Tabla 10.2.2: Porcentaje de linfocitos T CD8+ productores de citocinas segin su estado de

activacion.
Controles ZAP-70- ZAP-70+
D8 IL2* .70 12,00 sr0ov) @60
D8 IFN-ye 5,70 44,40) (3440-5520)  (690-7038)
NAIVE  CD8 TNF-ot (1’63’_7110) (4,03 ’_73,30) ' (2,136 ’.195,20) *
CDS8 IL4+ (0’38’_6(1)’20) (0’75’_1(2),()0) (1,602’-23,88) '
CDS$ IL10+ (0,6(2)’_2;60) (1,1(1)’_7 (3),70) (z,zg ’-8;),28) '
CD8 IL2+ (0,83’_22,10) (3,906 ’_4?0,20) ' (4,4§0_’9103,25) *
CD8 IEN-y+ (4,80610150,30) (48,053’-322,50) * (15,73)7-’47%,83)“
MENT  CD8 TNF-o+ (1,65’?;50) (9,41)0_’52%’00) ' (6,782 (_)’212,60) '
CD8 IL4+ (0,58’fg (1),00) (0,7(())’-8 (1),30) (0,3;{) (7),75)
CD8 IL10+ (1,25’?(3)’40) (1,23’? 2,20) (2,505-’6150,15) "
CDS L2+ (0’8(1)’_2?’60) (0,910’?%,90) ' (1,0é’fg 3,05)
CDS8 IFN-y+ (7,709i4258,70) (61,67(?,-7'(7)7,40) ' (32,555,-8??7,05) '
MET  CDS TNF-at (1’0(1)’_7;’70) (5,109 ’_9?1780) * (5,038 ’_6154,38) *
D8 ILa 020-0,50 02060 @420
CD8 IL10+ (0’6(2)’_2(3)’60) (0,58’_7 (2),20) (2,183-72107,05) T
CD8 IL2+ (0’58’?2500) (0768’_7 (1),40) (o,og’-6 ?,43)
CD8 TFN-y* (17,70 4140 (50,00 - 55,40 * (19957235 *
MC  CD8 TNF-a+ (0’73’?2900) (1’35’?2’30) (0,98’_9 2,95)
CD8 IL4+ (333(1)(2’22,,90) (8,3(1)9-’;(5),60) (1,507:7153,55) "
CD8 IL10+ (4,5(6)’_1(7),50) (7,409-’72%,40) * (3,236 ’-695,25) T

Se representa la mediana y el rango intercuartilico (Pps — P75) del porcentaje de linfocitos T CD8+
productores de las citocinas IL-2, IFN-y, TNF-q, IL-4 e IL-10 de controles sanos, pacientes con LLC-B
ZAP-70-y pacientes con LLC-B ZAP-70+, en cada una de las subpoblaciones celulares segun su estado
de activacion. Los datos de porcentajes estan referenciados al numero total de linfocitos CD4+ para cada
una de las subpoblaciones definidas segun el estado de activacion.

1 Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de pacientes ZAP-70—y ZAP-70+.

* Para valores significativos con p< 0.05 entre grupo de controles sanos y de pacientes con LLC-B.



> En los pacientes con LLC-B, independientemente de la expresion de ZAP-70 se
observa un incremento significativo de los linfocitos T CD8+ productores de las
citocinas IFN-y y TNF-a respecto a los controles sanos.

» Las diferencias observadas en los porcentajes de células productoras de las
citocinas IFN-y y TNF-o con respecto a los controles sanos se debe
fundamentalmente a las subpoblaciones efectoras de linfocitos T CD8+.




DISCUSION



La LLC-B es un sindrome linfoproliferativo maligno heterogéneo no sélo en su
historia natural sino también en su biologia. Se desconoce la causa de su variabilidad
clinica y prondstica y sin embargo distintas alteraciones acumuladas por las células
leucémicas y por el sistema inmune del paciente se implican en su patogenia. En este
sentido se ha hipotetizado que las células y moléculas inmunitarias contribuyen de una
manera efectiva en el desarrollo y mantenimiento de la proliferacion linfocitaria
leucémica. Esta participacion puede ser facilitada por la deficiencia de los mecanismos
efectores antitumorales o por el favorecimiento de un entorno de crecimiento y
supervivencia de las células leucémicas (Alvarez-Mon M, 1986; 1989). La posibilidad
de existencia de patrones de alteracion biologica que se relacionen con los estadios y
criterios prondsticos de la enfermedad es un objetivo critico para el avance en el

conocimiento de la enfermedad y en la optimizacion de su manejo clinico.

Nuestro trabajo pretende aportar nuevos conocimientos a esta estrategia de estudios
involucrados dentro de la leucemia linfatica cronica. Nos hemos centrado en la
caracterizacion mediante nuevos criterios de la distribucion, estado de activacion y
capacidad funcional de diferentes poblaciones celulares del sistema inmunologico de
potencial relevancia patogénica en pacientes con LLC-B. Estas alteraciones se han
investigado asociadas a las caracteristicas clinicas y pronosticas de la enfermedad. De
esta manera hemos estudiado como factor bioldgico diferencial critico la expresion de
ZAP-70 por las células B leucémicas.

Consecuentemente uno de los primeros objetivos de este trabajo ha sido categorizar los
pacientes con LLC-B en estadio inicial de la enfermedad en dos grupos de pacientes de
diferente prondstico atendiendo a la de expresion de ZAP-70 en sus células B

leucémicas.

La metodologia para el analisis de la expresion de ZAP-70 en la LLC-B es un aspecto
controvertido. La aplicacion de la citometria de flujo para estudiar el pronostico de estos
pacientes ha sido objetivo de diferentes grupos de investigacion, con especial énfasis en
la reproducibilidad de los resultados. Se ha propuesto la expresion de los resultados
como el porcentaje de células B leucémicas positivas a la expresion de ZAP-70 teniendo
en cuenta como control su expresion en las células B normales de controles sanos
(Rassenti LZ, 2004) o en los linfocitos T y células NK del propio paciente (Crespo M,

2003). Otros autores proponen el uso de la expresion de los resultados como un ratio



entre la intensidad media de fluorescencia (MFI) de la expresion de ZAP-70 en los
linfocitos T y la MFI de la expresion de ZAP-70 en las células B leucémicas de los
pacientes con LLC-B (Letestu R, 2006).

Se han propuesto otras alternativas como cuantificar el ratio entre la MFI de la
expresion de ZAP-70 en células B leucémicas y células B residuales no transformadas
(Shankey TV, 2006) o el ratio de la MFI de la expresion de ZAP-70 en células B
leucémicas del paciente y en células B normales de controles sanos (Gachard N, 2008),
aportando esta ultima una buena correlacion de los resultados con el estado mutacional
de la IgVH.

En nuestro trabajo la expresion de ZAP-70 se determin6d por citometria de flujo
siguiendo la metodologia propuesta por Crespo y cols (Crespo M, 2003), siendo ésta
una de las metodologias mas utilizadas. Debido a que nuestra finalidad no era la de
validar una u otra forma de metodologia de expresion de los resultados de ZAP-70, pero
consideramos que era imprescindible la mayor exactitud posible en la categorizacion de
los pacientes para evitar errores en la comparacion de los pardmetros inmunoldgicos
estudiados, procedimos a realizar de forma complementaria la categorizacion de los
pacientes segun la propuesta de Gachard y cols ( Gachard N, 2008), confirmando asi los
resultados obtenidos en la primera metodologia. Como consecuencia de esto, aquellos
pacientes que mostraron resultados dispares en cuanto la expresion de ZAP-70 al
comparar ambas metodologias fueron excluidos de este trabajo, considerando este
hecho como un criterio de exclusion en el estudio de los pacientes. Sefialar que tan s6lo
un paciente mostro resultados diferentes al comparar ambas metodologias lo que
indicaria la fiabilidad de las metodologias empleadas en el estudio de la expresion de

ZAP-70.

Estudio fenotipico de células dendriticas (DCs) y monocitos.

Las DCs desempefian un papel esencial en la activacion de linfocitos T que a su
vez desempefian un importante papel regulador o efector, siendo esta una de las
funciones primordiales de la respuesta inmune. Por tanto alteraciones en las DCs
podrian repercutir en el adecuado funcionamiento del sistema inmune. De esta manera
se ha descrito que alteraciones en las DCs pueden constituir uno de los mecanismos que
permiten escapar a los tumores del control del sistema inmune. De hecho se ha

detectado la presencia de DCs alteradas tanto en nimero como en funcion en pacientes



con tumores so6lidos (Enk A, 1997; Almand B, 2000; Mohty M, 2001) y con diversas
patologias hematologicas tanto tumorales como no tumorales (Mohty M, 2001;
Bourguin-Plonquet A, 2002; Ratta M, 2002). Estas alteraciones pueden deberse a
factores solubles producidos por las células tumorales que impidirian la correcta
maduracion de las DCs y cosecuentemente su correcta funcion antineoplasica
(Menetrier-Caux C, 1998; Kiertscher SM, 2000).

En pacientes con LLC-B Orsini y cols. (Orsini E, 2003) demostraron una alteracion de
las DCs, observandose una poblacion celular inmadura que podria provocar una
incapacidad de estimular correctamente a los linfocitos T, y por lo tanto un déficit a la
hora de enfrentarse a los agentes infecciosos.

En nuestro trabajo hemos demostrado una profunda alteracion en las DCs circulantes en
los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los ZAP-70—y a los controles sanos, con
disminucion significativa de las DCs mieloides tipo I (mDCs 1) y de las DCs
plasmacitoides (pDCs) asociadas a un incremento significativo de las DCs mieloides
tipo II (mDCs 2). De esta manera los pacientes ZAP-70+ presentan una importante
alteracion de este compartimento celular que puede estar asociado a su peor prondstico.
En el caso de las DCs mieloides esta idea estaria soportada por el hecho de que se han
encontrado alteraciones en la madurez de las DCs mieloides que provocan su
incapacidad de activar linfocitos T ademas de inducir la expresion de FOXP-3 y la
produccion in vitro de IL-10 por parte de células T reguladoras (Jonuleit H, 2000; Cong
Y, 2005) pudiendo provocar la represion del sistema inmune y por tanto tener una peor
respuesta ante un tumor.

El disbalance observado en las células dendriticas mieloides podria deberse al hecho de
que las DCs mieloides tipo I (mDC 1) difieren de las tipo II (mDC 2) en su grado de
maduracion. Ha sido descrito que las mDCs 1 son un subtipo de células dendriticas
mieloides maduras mientras que las mDCs 2 son inmaduras (Dzionek A, 2000). En
nuestro caso constatamos un predominio en sangre periférica de los pacientes con LLC-
B ZAP-70+ de aquellas DCs que producen un mayor incremento de células T
reguladoras, que podrian estar a su vez involucradas en el mantenimiento de
mecanismos que favorezcan a la masa tumoral. Por otra parte, esto se complementaria
con el descenso significativo en sangre periférica de las pDCs observado en los
pacientes ZAP-70+ que podria indicar un mayor reclutamiento de estas células en los

nédulos linfaticos donde a su vez estarian promoviendo la inducciéon de células T



reguladoras. Esto estaria basado en el hecho demostrado de como las pDCs son capaces
de inducir linfocitos T CD4+CD25+FOXP-3+ con una potente capacidad supresora del
sistema inmune (Mosseman EA, 2004).

Asi nuestros resultados estan de acuerdo con esta idea, ya que demostramos como en los
pacientes con LLC-B respecto a los controles sanos se observa un aumento tanto del
numero absoluto como del porcentaje de linfocitos CD4+FOXP-3+, siendo este
aumento significativo en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ donde se alcanzan
incrementos 3 veces superiores a lo observado en los controles sanos. Estos resultados
son muy similares a los observados por otros autores (Beyer M, 2005; Giannopulos K,
2008) los cuales reportan un incremento de los linfocitos T reguladores que expresan
FOXP-3+ en los pacientes con LLC-B respecto a los controles sanos y particularmente
incrementados en pacientes de estadios mds avanzados (B y C de Binet) sin tratar. Por
tanto, las alteraciones observadas en el numero absoluto en sangre periférica de los
diferentes tipos de DCs en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ estarian muy
relacionadas con aquellas alteraciones observadas tanto en nimero absoluto como
porcentaje de linfocitos CD4+FOXP-3+ en los mismos pacientes. De esta manera
podrian constituir en su conjunto una de las razones por las cuales los pacientes con

LLC-B ZAP70+ presentan un peor prondstico.

Los pacientes con LLC-B tienen en las infecciones producidas por diversos
agentes infecciosos una de las principales causas de morbilidad y mortalidad (Molica S,
1994; Rozman C, 1995). Los monocitos constituyen una poblaciéon celular muy
importante en la proteccion frente a los agentes infecciosos, ademas de estar también
involucrados en la defensa antitumoral. Alteraciones en esta poblacion celular junto con
la disfuncion de otros compartimentos del sistema inmune en los pacientes con LLC-B,
podria contribuir en gran parte a una mayor susceptibilidad de estos pacientes frente a
diversas infecciones y a una peor respuesta del sistema inmune frente a las células
tumorales, lo cual repercutiria en un peor prondstico en cuanto a la evolucion de la

enfermedad o la respuesta a tratamientos.



Al estudiar el compartimento monocitario de los pacientes con LLC-B hemos observado
que estos pacientes presentan una disminucion significativa del nimero absoluto de
monocitos circulantes en sangre periférica respecto a los controles sanos, siendo esta
alteracion mucho mas marcada y significativa en los pacientes con LLC-B ZAP-70+
respecto a los ZAP-70—y los controles sanos.

Junto a esta disminucion del nimero absoluto de los monocitos en los pacientes con
LLC-B hemos observado una redistribucion de algunas de sus subpoblaciones. Asi en
los pacientes con LLC-B ZAP-70+, observamos una disminucion significativa tanto del
numero absoluto como del porcentaje de la subpoblacion de monocitos CD14+"CD16-,
mientras que por otra parte se estd produciendo un incremento significativo de esos
valores en la subpoblacion monocitaria CD14-CD16+" y CD14+°YCD16+" respecto a
los pacientes ZAP-70—y los controles sanos. Sin embargo en los pacientes ZAP-70+ las
subpoblaciones de monocitos CDI4+"CD16+" y CDI14+"CD16+"°" presentan
disminuidos significativamente el niimero absoluto y el porcentaje respecto a los
controles sanos, pero sus valores son similares a los presentados en los pacientes ZAP-
70—. Por tanto, nos encontramos que los pacientes con LLC-B respecto a los controles
presentan una disminucion el nimero absoluto de monocitos CD14+CD16+. Esta
subpoblacion de monocitos CD14+CD16+ ha sido descrita como una subpoblacion con
una capacidad antitumoral mayor que los monocitos CD14+"CD16- (Szaflarsk A,
2004) y ademéas constituyen una subpoblacion celular incrementada en diferentes
patologias inflamatorias sistémicas e incluso en pacientes con céancer (Shale MN,
1995). La disminucién de monocitos CD14+CD16+ en los pacientes con LLC-B podria
estar relacionada con una menor respuesta frente a las células leucémicas y frente a los
patdégenos, y por tanto podria explicar en cierta medida el peor prondstico en los
pacientes ZAP-70+.

Ademas en ambas subpoblaciones monocitarias (CD14+"CD16+" y CD14+"CD16+"°%)
se observa una disminucion importante y significativa en los pacientes con LLC-B
respecto a los controles sanos, del nimero absoluto de monocitos que expresan
CX3CRI1+, cuando son precisamente los monocitos CD14+CD16+ los que expresan
con mayor intensidad la molécula CX3CR1. Senalar que esta molécula es la responsable
de la migracion de los monocitos circulantes a los tejidos residentes y su perdida redirije
a los monocitos a tejidos inflamados. A su vez, en ambas poblaciones monocitarias los

pacientes con LLC-B presentan respecto a los controles sanos una disminucion



significativa de los monocitos CD86+CD80- y CD86+CD80+. Por tanto las
subpoblaciones monocitarias CD14+"CD16+" y CD14+"CD16+"°" en los pacientes
con LLC-B estarian disminuidas en sangre y ademas podrian presentar alteraciones en
su capacidad migratoria y de coestimulacion de otros elementos del sistema inmune, por
lo que podria estar comprometida la respuesta frente a agentes infecciosos o las propias
células tumorales.

Por otra parte, hay que sefalar que dentro de la subpoblacion CD14+CD16+ los
pacientes con LLC-B ZAP-70+ muestran un incremento en el nimero absoluto y en el
porcentaje de monocitos CD14+°“CD16+", esto podria estar relacionado con las
alteraciones descritas en nuestro trabajo en las células dendriticas en estos pacientes ya
que la subpoblacion monocitaria CD14+°¥CD16+" presenta gran similitud con células
dendriticas circulantes y que ademas desempefian un papel inmunomodulador, debido a
su capacidad de migracion y a una importante capacidad de produccion de citocinas
pro-inflamatorias (Grage-Griebenow E, 2001; Belge KU, 2002; Horlet A, 2002; Ancuta
P, 2003; Mizuno K, 2005).

La relacion entre las alteraciones observadas en las DCs y las alteraciones en el
compartimento monocitario, podria estar sustentado a su vez por los resultados
observados en cuanto a la subpoblacién monocitaria CD14-CD16+", la cual es una
subpoblaciéon monocitaria con caracteristicas especificas denominada “monocitos
circulantes prodendriticas” tanto por sus propiedades fenotipicas como funcionales, y
que se definen fenotipicamente por la expresion del marcador M-DC8 (Schikel K,
1998). Dicha subpoblacion de monocitos se encuentra significativamente incrementada
tanto en nimero absoluto como en porcentaje en los pacientes con LLC-B ZAP-70+,
que a su vez son aquellos en los que hemos encontrado mayores alteraciones en los

numeros absolutos de DCs de sangre periférica.



Estudio fenotipico de linfocitos B.

Uno de los aspectos mas caracteristicos de la LLC-B es la de linfocitosis que
presentan los pacientes. Asi el numero de linfocitos circulantes leucémicos es un
indicador del crecimiento de la masa tumoral y puede tener cierto valor prondstico en
los pacientes con LLC-B (Rai KR, 1990). En este sentido, nuestro trabajo ha
demostrado que la linfocitosis caracteristica de estos pacientes respecto a los controles
sanos es mas acusada en los pacientes ZAP-70+. Asi los pacientes ZAP-70+ presentaron
un incremento significativo del 31% en el nimero absoluto de linfocitos totales y hasta
un 57% en el namero absoluto de linfocitos B respecto a los pacientes ZAP-70—. Esto
indicaria por si mismo un factor diferencial en el comportamiento de la enfermedad en
los pacientes dependiendo de la expresion de ZAP-70 por parte de las células

leucémicas.

Dentro de esta linfocitosis diferencial de células B entre los pacientes con LLC-B,
destacamos el incremento importante y significativo de linfocitos B leucémicos CD5+
en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los ZAP-70— llegando casi a doblar el
nimero absoluto y alcanzando unos valores de porcentaje hasta del 97% de las células
B. Esto podria indicar una mayor expansion y agresividad del tumor en los pacientes
ZAP-70+ ya que estos datos representan un aumento de las células B leucémicas y una
retraccion muy importante de las células B CD5— y por consiguiente de las células B
normales residuales en estos pacientes. Ademas este incremento de la masa tumoral en
los pacientes ZAP-70+ se acompaia de disminuciones significativas respecto a los
ZAP-70— tanto en los nimeros absolutos como en los porcentajes de células B CD80+
y CD86+. Por tanto en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ tendriamos no so6lo un
incremento de células tumorales sino que ademas este incremento se deberia en parte a
células cuya reducida expresion de moléculas coestimuladoras puede comprometer su

funcioén como células presentadoras de antigenos.

Otro de los datos de nuestro trabajo mas destacable, en cuanto al estudio
inmunofenotipico de células B en pacientes con LLC-B, es el incremento tanto en el
nimero absoluto como en el porcentaje de las células B que expresan CD38 en los

pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los pacientes ZAP-70—. CD38 se ha mostrado



como un buen factor prondstico de la enfermedad por su buena correlacion con el estado
mutacional de la [gVH (Hamblin TJ, 1999), por tanto el hecho de que los pacientes con
LLC-B ZAP-70+ presenten valores significativamente elevados de células B CD38+
respecto a los pacientes ZAP-70— sirve para apoyar el valor pronostico tanto de ZAP-70
como de CD38. Por otra parte CD38 y ZAP-70 no so6lo constituyen marcadores de la
LLC-B sino que también desempefian papeles como moléculas relacionadas con la
transduccion de sefiales ligadas a la proliferacion y/o mantenimiento de la masa tumoral
(Chen L, 2002; Deaglio S, 2003).

Nuestro trabajo demuestra un patrén diferente de activacion de las células B leucémicas
en los pacientes segun la expresion de ZAP-70. Asi los pacientes ZAP-70+ presentan un
incremento significativo del nimero absoluto y del porcentaje de células B que expresan
CD38 y CD40, mientras que por otra parte presentan una disminucion significativa del
porcentaje de células B CD21+ respecto de los pacientes ZAP-70—.

Sefialar que generalmente la expresion de CD21 se encuentra elevada en los pacientes
con LLC-B respecto a los controles. La diferente expresion de CD21 puede estar
relacionada con el tipo de células a partir del cual se origina la célula leucémica. Las
células B de la zona del manto se caracterizan por no presentar hipermutacion somatica
y reciben sefales de coestimulacion de componentes activados del complemento a
través del receptor CD21. Por tanto estas células expresan mayores niveles de CD21
que las células foliculares. Seglin esta hipotesis de asociacion las células leucémicas de
los pacientes con LLC-B ZAP-70+ sin signos de hipermutacién somadtica se originan a
partir de células B que se han diferenciado en los foliculos linfoides y expresarian
menos CD21. Sin embargo las células B de los pacientes ZAP-70+ se originarian a
partir de otro linaje celular con caracteristicas similares a las células B del manto
expresando mas CD21. Nuestros resultados de expresion de CD21 son contrarios a esta
idea por lo que no podemos establecer una relacion entre la expresion de ZAP-70 por
parte de las células B y su origen folicular o del manto.

Por otra parte, la expresion de CD40 suele estar disminuida en los pacientes con LLC-B
respecto a los controles sanos, sin embargo ha sido demostrado por otros autores un
aumento de su expresion en pacientes con LLC-B CD38+ indicando un diferente patron

de activacion en las células B leucémicas (Damle RN, 2002).



Los resultados de CD38, CD40 y CD21 estarian estrechamente ligados entre si e
indicarian un estado diferente de activacion en los pacientes ZAP-70+ respecto a los
pacientes con LLC-B ZAP70- los cuales presentan valores de porcentajes similares a
los controles en las células B CD21+, y disminucion de los porcentajes de las células B
CD38+ y CDA40+. Este patron diferencial de la activacion a su vez estaria relacionado
con la mayor agresividad del tumor en los pacientes con LLC-B ZAP-70+.

La menor expresion de CD21 por parte de las células B leucémicas en los pacientes
ZAP-70+ podria explicarse por la compensaciéon que la propia expresion de ZAP-70
conlleva en la transduccion de la sefial en estas células, ya que se ha demostrado una
mayor sefializacion a través del BCR en las células B leucémicas que expresan ZAP-70
(Chen L, 2002 y 2005). A su vez se ha demostrado una relacion entre la senalizacion a
través de CD38 y la presencia de ZAP-70 en las células B leucémicas dando lugar a una
gran capacidad de migracion por parte de estas células (Deaglio S, 2007) y que vendria
a apoyar otros trabajos previos donde se demuestra esa mayor capacidad migratoria de
las células B leucémicas ZAP-70+ a nddulos linfaticos donde se crea un entono de
reclutamiento masivo de linfocitos T CD4+CD40L+ que contribuyen a la proliferacion
y supervivencia de las células B tumorales (Richardson SJ, 2006).

El modelo de leucemia mas progresiva propuesto por Richardson donde las células B
leucémicas tienen gran capacidad de migracion y crean centros de proliferacion y
supervivencia de células B tumorales relacionado con la expresion de ZAP-70
concuerda con nuestros datos, puesto que en nuestro trabajo observamos que los
pacientes con LLC-B presentan aumentados el nimero absoluto y el porcentaje de
linfocitos T CD4+CD40L+, si bien los pacientes con LLC-B ZAP-70+ presentan
valores muy similares a los pacientes ZAP-70—.

Por tanto en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ nos encontramos con una poblacién
aumentada de cé€lulas tumorales CD38+ y CD40+ con gran capacidad migratoria y de
reclutamiento de linfocitos T CD4+CD40L+ (a su vez incrementados en los pacientes)
que al interactuar con las células leucémicas inducirian en éstas la produccion de
survivina (Granziero L, 2001) y activacion de NF-kB (Furman RR, 2000) entre otros
factores, que promueven en las células B un aumento de la resistencia a la apoptosis, y

que por tanto estarian contribuyendo a un peor prondstico de estos pacientes.



Estudio fenotipico de linfocitos T, células NK 'y TK.

En cuanto a las alteraciones existentes en los linfocitos T y sus diversas
poblaciones, los resultados de nuestro trabajo demuestran que dentro del incremento del
nimero absoluto de linfocitos T CD3+ en los pacientes con LLC-B respecto a los
controles sanos, ya demostrado por diversos autores (Plastukas CD, 1982; Vullier F,
1988; Bartik MM, 1998), encontramos a su vez una clara diferencia entre los pacientes
segun la expresion de ZAP-70, siendo los pacientes ZAP-70+ los que presentan
incrementos significativos mayores con respecto de los pacientes ZAP-70— y los
controles sanos. Este incremento del numero de linfocitos T CD3+ en los pacientes con
LLC-B se debe al aumento del nimero de linfocitos T CD4+, CD8+ y células TK
CD3+CD56+, produciéndose de nuevo los mayores incrementos en los pacientes con
LLC-B ZAP70+ si bien este incremento so6lo es significativo respecto a los pacientes
con LLC-B ZAP-70- en el nimero de linfocitos T CD8+ y células TK CD3+CD56+.
Sefialar que dicho incremento en los linfocitos T CD4+ esta compensado con el
incremento de T CD8+ en los dos grupos de pacientes con LLC-B, presentando
porcentajes similares de estas poblaciones y sin verse alterado el ratio CD4/CD8. Estos
resultados en las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+, entran en controversia con
otros trabajos donde se demuestra una expansion de los linfocitos T CD8+ con respecto
a los CD4+ y por tanto modificaciones del ratio en estos pacientes con respecto a los
controles (Catovsky D, 1974; Kay NE, 1979; Matutes E, 1981; Plastukas CD, 1982;
Vullier F, 1988). Nuestros resultados también difieren en parte con otros similares
donde también se separaron grupos de pacientes con LLC-B, asi Reyes y cols. (Reyes E,
1997) demostr6 como pacientes con morfologia tipica presentaban porcentajes
diferentes de linfocitos T CD4+ y CD8+ asi como modificaciones en su ratio al
compararlo con pacientes con LLC-B atipica, mostrando expansion de T CD8+ en estos
ultimos pacientes.

En nuestro caso la “no expansion” observada de los linfocitos T CD8+ en los pacientes
con LLC-B y en concreto en los pacientes ZAP-70+ respecto a los ZAP-70— puede
deberse a un enmascaramiento del porcentaje de los linfocitos denominados T CD8+ ya
que en ese porcentaje se estan excluyendo las células TK CD3+CD56+ que expresan
CD8+ y cuyo porcentaje se encuentra incrementado significativamente en los pacientes

ZAP-70+ respecto a los pacientes ZAP-70—y los controles sanos. En este caso, nuestros



resultados tendrian mayor concordancia con los obtenidos por Reyes y cols.,
entendiendo como similares aquellos pacientes con LLC-B segun la expresion de ZAP-
70 y la morfologia linfocitaria, encontrando similares a los pacientes ZAP-70— y
pacientes con morfologia tipica, y los pacientes ZAP-70+ y pacientes con morfologia
atipica. La validez como valor pronostico de la morfologia linfocitaria ha sido muy
estudiado (Dubner HN, 1978; Peterson LC, 1980; Ghani AM, 1986) y es considerado
por algunos autores como factor prondstico sobre todo en estadios tempranos (Matutes
E, 1999). A esto hay que afiadir la importancia dada por diversos autores de considerar
la LLC-B como dos tipos de enfermedad con diverso riesgo clinico, descritos por la
integracion de los diferentes factores pronostico entre ellos ZAP-70 y la morfologia

linfocitaria (Shanafelt TD, 2004; Herisanu Y, 2005).

Siguiendo esta misma idea, al comparar nuestros resultados con los obtenidos por Reyes
y cols (Reyes E, 1997) observamos que los pacientes con LLC-B ZAP-70+ presentan
alteraciones similares a los pacientes con LLC-B y morfologia atipica ya que en ambos
casos se observa una disminucion significativa del porcentaje de células NK
(CD3-CD56+) y un incremento significativo del porcentaje de células TK
(CD3+CD56+) respecto a los pacientes ZAP-70— y morfologia tipica. En este sentido
también otros autores han demostrado un incremento de células NK en pacientes con un
nimero de linfocitos B circulantes bajo respecto a pacientes con ese parametro elevado,
pudiendo establecer cierta relacion con nuestros resultados (Prieto A, 1997). A esto
habria que afadir el hecho demostrado de que las células NK en lo pacientes con LLC-
B tienen alterada su capacidad citotoxica (Ziegler-Heitbrock HW, 1981, Alvarez-Mon
M, 1987).

Por tanto los pacientes descritos con peor pronostico (segun la expresion de ZAP-70)
tendrian disminucion en nimeros absolutos y relativos, y alteracion de la funcidén en una
de las poblaciones celulares con mayor capacidad citotoxica, lo que podria contribuir al
peor control de la masa tumoral y por tanto su peor progresion.

No obstante, dentro de la disminucion en el porcentaje de células NK que constatamos
en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los ZAP-70— y de ambos respecto de
los controles sanos, destacamos como en los pacientes ZAP-70+ dentro de la
disminucién de células NK se observa una disminucion significativamente importante

de las células NK CD56+"CD16+°" respecto a los pacientes ZAP-70— y los controles



sanos, constituyendo estas células una subpoblacidon con baja capacidad citotdxica, pero
que tiene la propiedad de producir abundantes citoquinas inmunoreguladoras como
IFN-y TNF-B, IL-10, IL-13 y GM-CSF (Cooper MA, 2001). Por otra parte los pacientes
ZAP-70+ presentan respecto de los pacientes ZAP-70— un incremento significativo en
el porcentaje de la subpoblacion de células NK CD56+°¥CD16+" la cual tiene una gran
capacidad citotoxica (Cooper MA, 2001). Sefialar que en ambas subpoblaciones nos
encontramos con incrementos importantes y significativos de células activadas puesto
que los porcentajes de células NK CD56+"CD16+°CD57+ y CD69+ se encuentran
incrementadas en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los pacientes ZAP-70—
y los controles, al igual que ocurre con las células NK CD56+°*CD16+"CD57+. Esto
indicaria una dicotomia en la alteracion del compartimento NK ya que nos muestra un
incremento de células activadas dentro de una poblacion celular disminuida de manera
significativa con respecto a la masa tumoral, y por tanto puede estar presentando un
conjunto de células que si reaccionan de alguna manera a las células tumorales y se
activan intentando controlar el tumor. Esta idea se apoya en trabajos donde se ha
logrado la expansion in vitro de células NK y células TK a partir de células de sangre
periférica en pacientes con LLC-B y que indicarian la presencia en estos pacientes de
poblaciones de células NK con capacidad de reconocer y eliminar células tumorales
(Guven H, 2003).

Como indicamos con anterioridad, al igual que ocurria con los pacientes de morfologia
atipica respecto a los pacientes con morfologia tipica en los trabajos de Reyes y cols, los
pacientes con LLC-B ZAP-70+ presentan respecto a los pacientes ZAP-70— un
incremento en el porcentaje de células TK (CD3+CD56+) y dentro de estas células
aquellas que expresan CD8+CDS57+ respecto a los controles también. Se ha demostrado
que los linfocitos T que expresan CD56 son linfocitos efectores con una gran actividad
citolitica (Pittet, 2000). Ademads las células TK constituyen una poblacion de células
autorreactivas que participan en funciones inmunolédgicas protectoras y reguladoras
protegiendo los tejidos de la respuesta inflamatoria tipo Th1 (Wang EC, 1994; Godfrey
DL, 2000; Wang B, 2001), y demostrandose por otra parte, como in Vivo, la activacion
de estas células promueve la actividad Th2, favoreciendo el incremento sérico de IgE y

de IL-4 (Bendelac A, 1996).



Por tanto el incremento de estas células en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ podrian
indicar bien una poblacion de células que reconocerian el tumor y se encuentran activas
frente al mismo como compensacion del descenso de células NK en estos pacientes, o
bien una poblacidon que contribuye al mantenimiento del tumor mediante la produccion

de factores como puede ser la IL-4, IL-13 o IFN-y.

Por otra parte al realizar un andlisis mas profundo del compartimento de linfocitos T
observamos grandes alteraciones en esta poblacion en los pacientes con LLC-B ZAP-
70+. Al realizar la comparaciéon de la expresion de CD28, CD62L, CD45RO y CD95
tanto en linfocitos T CD4+ como CD8+ entre los pacientes con LLC-B seglin la
expresion de ZAP-70, observamos como los pacientes con LLC-B ZAP-70+ se
caracterizan por presentar grandes diferencias en el nimero absoluto y en el porcentaje
de linfocitos T que expresan esas moléculas y que podrian estar por tanto asociadas al
peor pronostico de estos pacientes.

Senalar que CD28 es una molécula que desempefia un papel importante en la activacion
celular de los linfocitos T CD4+ y CD8+. Se ha descrito la existencia de alteraciones en
la expresion de CD28 por linfocitos T en pacientes con LLC-B, demostrando una
disminucién significativa del nimero de linfocitos T circulantes que expresan CD28
respecto a controles sanos (Scrivener S, 2001). Otros autores han demostrado que los
linfocitos T CD4+ y los CD8+ de pacientes con LLC-B presentan una alteracion en
cuanto a la cinética de expresion de CD28+ tras estimulacion in vitro, con una mayor
rapidez en su disminucidon de su expresion tras la estimulacion (Frydecka I, 2004).

Los resultados de nuestro trabajo reiteran estos hallazgos ya que demostramos como los
pacientes con LLC-B presentan porcentajes menores de linfocitos T CD4+CD28+
respecto de los controles siendo estas disminuciones mas marcadas y significativas en
los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los pacientes ZAP-70— y los controles
sanos. En el caso de los linfocitos T CD8+CD28+, en los pacientes ZAP-70+ respecto a
los controles sanos también observamos una disminucion significativa de esta poblacion
celular.

Este fendmeno aqui constatado podria reflejar una situacion de alteracion importante de
la activacion celular, ya que como vimos en los pacientes ZAP-70+ tanto algunas
subpoblaciones de monocitos como los linfocitos B se caracterizaban precisamente por

una disminucién de células que expresaban moléculas coestimuladoras CD80 y CD86.



Esto unido a la menor cantidad de células T que expresan CD28+ podria constituir un
mecanismo deficiente en la inmunidad celular de estos pacientes. Por otra parte, como
veremos mas adelante, en los pacientes con LLC-B y en concreto los pacientes ZAP-
70+ se van a caracterizar por un incremento de células activadas y una disminucion de
células novatas, situacion ésta que estaria reflejada en los datos obtenidos en cuanto a la
expresion de CD28+ tanto en linfocitos T CD4+ como CD8+ y que podria tener
relacion con los datos de Frydecka y cols (Frydecka I, 2004), donde tendriamos una
poblacion celular activada donde rapidamente se ha perdido la expresion de CD28 y por

tanto la posibilidad de nueva estimulacion.

Referente a la expresion de CD62L indicar que es una L-selectina que participa en la
extravasacion de las células a nddulos linfoides y estd expresada en la mayoria de
leucocitos perdiéndose tras la activacion celular. Por lo anteriormente mencionado en
relacion con CD28+ y el incremento de células activas que presentan los pacientes de
LLC-B y dentro de estos los ZAP-70+ respecto a los controles, cabria esperar que
existiera una disminucion también de linfocitos CD4+ y CD8+ que expresaran CD62L.
En nuestro trabajo observamos no solo que esto no ocurre sino que contrariamente a lo
esperado los pacientes con LLC-B tienen incrementado el ntimero absoluto y el
porcentaje de los linfocitos T CD4+ y CD8+ que expresan CD62L, siendo los pacientes
con LLC-B ZAP-70+ los que presentan los valores significativamente mas
incrementados respecto a los controles sanos observandose ademas aumentos
significativos en el porcentaje de linfocitos CD4+CD62L+ respecto a los pacientes
ZAP-70—. Estos resultados podrian explicarse por la idea ya expuesta anteriormente,
donde las células B leucémicas ZAP-70+ estdin migrando a los nodulos linfaticos
creandose un entono de reclutamiento masivo de linfocitos T con especial énfasis en
linfocitos T CD4+CD40L+ credndose centros de proliferacion y supervivencia de las

células B tumorales (Richardson SJ, 2006).



Como hemos indicando en varias ocasiones de este apartado, en nuestro trabajo
se constata en los pacientes con LLC-B un incremento significativo de células T
activadas respecto a los controles sanos. Varios trabajos han demostrado el incremento
en la expresion de antigenos de activacion (Totterman TH, 1989; Garcia-Sudrez, 1991)
reflejando un posible estado de activacion in vivo reactivo a la expansion de la masa
tumoral, observando en algunos casos incrementos en la activacion en estadio avanzado
de la enfermedad y/o pacientes con mayor masa tumoral (Garcia-Suarez, 1991; Prieto
A, 1997).
Al estudiar el grado de activacion de los linfocitos T segiin la definicion de memoria
inmunolégica clasica por la expresion de CD45RA y CD45RO en linfocitos T CD4+
observamos un incremento significativo en el porcentaje de linfocitos T CD4+ memoria
(CD45RO+CD45RA—-) ademas de una disminucion significativa en el porcentaje de
linfocitos T CD4+ novatos (CD45RO-CD45RA+) en los pacientes con LLC-B ZAP-
70+ respecto de los pacientes ZAP-70— y los controles sanos. Estos resultados son
similares a los observados en la poblacion linfocitaria T CD8+ donde los pacientes con
LLC-B ZAP-70+ presentan con respecto a los pacientes ZAP-70— y los controles sanos
aumento y disminucion significativa del porcentaje de linfocitos T CD8+ memoria
(CD45RO+CD45RA-) vy linfocitos T CD8+ novatos (CD45RO-CD45RA+)
respectivamente.
Relativo a la expresion de CD45RO y CD45RA existen diversos trabajos que
demuestran como los pacientes con LLC-B presentan disminuciones importantes de
linfocitos T CD4+CD45RA+ respecto a los linfocitos T CD4+CD45RO+ (Briggs PG,
1990; Frolova EA, 1995). Nuestros resultados concuerdan con los de otros trabajos
similares donde se relaciona la diferente distribucion de linfocitos T segun su activacion
en diferentes grupos de pacientes con LLC-B atendiendo a diversos parametros cinicos.
Asi se ha demostrado como pacientes con un elevado niimero de linfocitos B circulantes
presentan incrementos significativos del porcentaje de linfocitos T CD4+CD45RO+
(Prieto A, 1997), dato éste que podria asemejarse a la situaciéon que observamos en los
pacientes con LLC-B ZAP-70+ los cuales como indicamos con anterioridad presentan
también valores estadisticamente superiores de linfocitos circulantes T CD4+CD45RO+

con respecto a los pacientes ZAP70—.



Nuestros resultados también entrarian en concordancia con los obtenidos por Reyes y
cols (Reyes E, 1997) donde los pacientes con morfologia atipica presentan
disminuciones significativas del porcentaje de linfocitos CD4+ y CD8+ CD45RA+ e
incrementos del porcentaje de CD4+ y CD8+ CD45RO+ con respecto a los pacientes
con morfologia tipica, presentando un comportamiento similar a lo observado en
nuestro estudio al separar a los pacientes con LLC-B en dos grupos segun la expresion
de ZAP-70. A su vez otros trabajos también apoyarian estos resultados al mostrar que
existe una expansion mas marcada de linfocitos T CD4+ y CD8+ CD45RO+ en
enfermos con LLC-B en estadios avanzados (II-IV) de Rai (Peller S, 1991).

Estas similitudes con los resultados de otros trabajos son muy importantes ya que
estadios avanzados de los sistemas de clasificacion cldsicos (Rai y Binet), junto con
morfologia atipica, mayor masa tumoral y ZAP-70+ unidos a otros factores prondstico
sirven para categorizar a los pacientes dentro de un grupo de mayor riesgo clinico y
peor pronostico de la enfermedad, por lo que hallazgos inmunoldgicos similares
servirian de nexo entre estos criterios, ademas de poder constituir por si mismos

factores que permitieran pronosticar el curso futuro de la enfermedad.

Un analisis mas profundo del estado de activacion de los linfocitos T tanto CD4+ como
CDS8+ se realizo de acuerdo con la expresion de los marcadores CD45RA y CD27. En
este caso y en concordancia con lo anteriormente expuesto se observd como en los
linfocitos T CD4+ los pacientes con LLC-B ZAP-70+ presentaban respecto a los
pacientes ZAP-70— y los controles sanos una expansion significativa de las
subpoblaciones efectoras (memoria efectora no terminada y terminada) a costa de un
retroceso de la subpoblacion novata. Algo similar ocurre con los linfocitos T CD8+ los
cuales sufren en los pacientes ZAP-70+ un aumento de la subpoblacion memoria central
a costa del descenso de subpoblacion novata. En consecuencia sefialar que a nivel
general los pacientes con LLC-B se caracterizan respecto a los controles sanos por tener
disminuciones significativas del porcentaje de la subpoblacion novata de linfocitos T.

La importancia de esta redistribucion asociada a la expresion de ZAP-70 se discutira
mas adelante al comentar los resultados en cuanto a la capacidad de produccion de
citocinas por parte de los linfocitos T segin la expresion de ZAP-70 en los pacientes

con LLC-B.



Dentro de los linfocitos T CD4+ y CD8+ que expresaban CD45RO, estudiamos la
expresion de CD95, mostrando que los pacientes con LLC-B ZAP-70+ presentan
respecto a los pacientes ZAP-70— y los controles sanos incrementos significativos del
numero absoluto y del porcentaje de las células CD95+. Como discutiremos en el
siguiente apartado esta alteracion en la expresion de CDO95 se relaciona con la
susceptibilidad a la apoptosis espontanea tras 21 horas de cultivo. Estos resultados son
similares a los obtenidos por otros autores que observaron incrementos en la expresion
de CD95 en linfocitos T CD4+ y CD8+ de pacientes con LLC-B respecto a controles
sanos, donde ademés se demostrd una mayor susceptibilidad de muerte por apoptosis a
través de esta via por los linfocitos T CD4+ (Tinhofer I, 1998; De Fanis U, 2002).

Sin embargo como veremos mas adelante al discutir los resultados de apoptosis en
linfocitos T, la mayor presencia de CD95 en linfocitos T CD4+ (al igual que en los
linfocitos T CD8+) en los pacientes ZAP-70+ no se relaciona con una mayor mortalidad
de estos linfocitos en estos pacientes al presentar niveles de apoptosis incluso inferiores

a los observados en los controles a nivel basal.

Estudio de la apoptosis en linfocitos T.

La LLC-B se caracteriza por la acumulacion lenta y progresiva de linfocitos B
monoclonales y funcionalmente incompetentes debido a un aumento anormal de la
resistencia al proceso de apoptosis, existiendo numerosos estudios relacionados con la
apoptosis en las células B leucémicas. Sin embargo, la apoptosis ha sido un fenémeno
poco estudiado en las células T en aquellos pacientes con LLC-B no tratados, si bien es
cierto, que se ha estudiado el efecto sobre la supervivencia en linfocitos T ejercido por
algunos farmacos utilizados en la terapia de esta enfermedad. No obstante, existen unos
pocos trabajos donde se realiz6 un estudio de la apoptosis de linfocitos T en pacientes
con LLC-B atendiendo a la expresion de moléculas relacionadas con los procesos de
apoptosis. Algunos de estos trabajos como indicamos anteriormente demostraron la
existencia de una mayor susceptibilidad de muerte por apoptosis a través de la via
CD95-CDI95L por los linfocitos T CD4+ que explicaria en parte la alteracion en los

ratios CD4+/CD8+ observada por algunos autores en estos pacientes (Tinhofer I, 1998).



En otros casos se ha estudiado la expresion de proteinas relacionadas con el mecanismo
de apoptosis como son la molécula anti-apoptotica bcl-2 y la molécula pro-apoptotica
bax (Scamardella F, 2006), mostrando en este trabajo tanto las células B como los
linfocitos T un descenso importante del ratio bax/bcl-2 que indicaria una mayor
resistencia de estas células a sufrir apoptosis.

En nuestro trabajo detectamos una importante alteracion en cuanto a la apoptosis de los
linfocitos T tanto CD4+ como CDS8+ en los pacientes con LLC-B respecto a los
controles siendo estas alteraciones mucho mas marcadas en los pacientes con LLC-B
ZAP-70+.

Uno de los resultados mas destacables es la disminucién significativa de la apoptosis a
nivel basal observada en los linfocitos T CD4+ y CD8+ en los pacientes con LLC-B,
siendo mucho mas importante este descenso en el caso de los pacientes ZAP-70+, esto
entraria en concordancia con el trabajo de Scamardella y cols (Scamardella F, 2006)
donde se demuestra que los pacientes con LLC-B presentan unos linfocitos T con cierta
resistencia a la apoptosis. En nuestro caso, estos resultados podrian explicar en parte el
incremento existente de linfocitos T CD4+ y CD8+ observado en los pacientes con
LLC-B respecto a los controles ya que reflejarian al igual que ocurre con las células B
una acumulacion de estas poblaciones celulares por una mayor resistencia a eliminarse
por apoptosis. Sin embargo, esta situacion tanto en linfocitos T CD4+ como CD8+ se
revierte tras 21h de cultivo, condicion ésta donde se observa que la apoptosis
espontanea de los linfocitos T CD4+ y CD8+ se incrementa en los pacientes con LLC-B
respecto de los controles sanos, siendo de nuevo los pacientes ZAP-70+ donde estos
incrementos son mas marcados y significativos respecto de los pacientes ZAP-70—y los
controles sanos. Este hecho podria explicarse debido al alto grado de activacion que
observamos en los linfocitos T en los pacientes ZAP-70+, donde como mencionamos
anteriormente existe un aumento de células activadas y efectoras , y sobre todo debido a
que nuestro trabajo demuestra que existe una correlacion significativa directa entre la
apoptosis en linfocitos T CD4+ y CD8+ y la coexpresion de CD45RO y CD95. Esto
entraria en concordancia con el trabajo de Tinhofer y cols (Tinhofer I, 1998) donde se
constata la mayor susceptibilidad de sufrir apoptosis por parte de linfocitos T a través de
CD?95. Este incremento en la apoptosis espontanea in vitro observada en los linfocitos T
de los pacientes con LLC-B ZAP-70+ podria explicarse también por un mayor

requerimiento de factores de crecimiento y supervivencia asi como de contactos



intercelulares mas estrictos que los necesarios en linfocitos T de pacientes ZAP-70— y
controles sanos.

Por tanto, en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ tendriamos una cierta resistencia a la
apoptosis de los linfocitos T in vivo que es contrarestada por un incremento de la misma
in vitro, situacion esta muy similar a lo que ocurre con los linfocitos B en los pacientes
con LLC-B. Esta hipotesis seria validada con nuestros resultados sobre el estudio de
apoptosis ya que practicamente en todas las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y
CD8+ (novatas, memoria efectora terminada y no terminada, y memoria central) se
observa el mismo patron de apotosis; donde los pacientes con LLC-B y en concreto los
ZAP-70+ (que a su vez presentaban una gran activacion del compartimento T) son los
que presentan respecto de los pacientes ZAP-70— y controles sanos disminuciones
significativas de la apoptosis a nivel basal, revertiendo los valores tras cultivo donde
presentan los valores mas elevados de apoptosis.

Otro de los resultados mas llamativo del estudio de la apoptosis en nuestro trabajo, es el
hecho constatado de la diferente magnitud de la apoptosis sufrida por los linfocitos T
que expresan CD62L por todas las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos T
estudiadas y en todas las condiciones experimentales con respecto a las células que no
expresan CD62L. Asi, observamos que los linfocitos T CD62L+ tanto en pacientes
como controles sanos presentan porcentajes de apoptosis mucho menores que aquellos
linfocitos que no expresan CD62L. Los valores mas bajos de apoptosis detectados en
los linfocitos T que expresan CD62L podrian explicarse debido al fendémeno
demostrado de la perdida en la expresion de determinados marcadores linfocitarios en el
proceso de apoptosis (Diaz D, 2004) y que podria en este caso estar reflejado en
nuestros resultados. Sin embargo seria necesario un estudio mas profundo para poder
establecer la causa real de la diferente magnitud en los valores de apoptosis detectada en

linfocitos T segun la expresion de CD62L de nuestro trabajo.



Estudio del porcentaje de linfocitos T productores de citocinas.

El estudio del porcentaje de linfocitos productores de citocinas combinado con el
estudio fenotipico del estado de diferenciacion/activacion de los linfocitos T nos ha
permitido profundizar en las alteraciones del compartimento T de los pacientes con
LLC-B. Como indicamos con anterioridad en lo referente a la activacion de linfocitos T,
en nuestro trabajo observamos que en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ se produce
respecto a los pacientes ZAP-70—y a los controles sanos una disminucion significativa
de la subpoblacion novata tanto en CD4+ como en CD8+ producida por un incremento
significativo de las subpoblaciones efectoras (memoria efectora no terminada y
terminada) en el caso de los linfocitos T CD4+, y de un incremento de la subpoblacion
memoria central en el caso de los linfocitos T CD8+.

Esta redistribucion representa una profunda alteracion en la activacion de los linfocitos
T en los pacientes con LLC-B y en concreto en los pacientes ZAP-70+. En el caso de
los linfocitos T CD4+ nos encontramos con el hecho de que los pacientes ZAP-70+
presentan una disminucion de aquellos linfocitos que no han tenido ninguna experiencia
antigénica y presentan gran capacidad de migrar a los organos linfoides secundarios y
por tanto de activarse, mientras que tienen incrementadas las subpoblaciones efectoras y
con la capacidad de migrar a organos linfoides secundarios comprometida pero gran
capacidad de produccion de citocinas, que indicaria una posible activacion mediada por
las células tumorales. A esto hay que afiadir el hecho de que los pacientes ZAP-70+ se
caracterizan por presentar respecto a los pacientes ZAP-70— porcentajes
significativamente mas bajos de linfocitos productores de citocinas con un patréon de
respuesta Th-1 (IL-2, TNF-a e IFN-y) y porcentajes significativamente mas altos de
linfocitos productores de citocinas con un patrén de respuesta Th-2 o
inmunomoduladoras (IL-4 e IL-10).

Estos resultados son soportados por los resultados de Podhorecka y cols (Podhorecka
M, 2002) que describié como pacientes con LLC-B presentan un tipo de produccion de

citocinas Th1 pero cambiante a Th2 cuando se produce la progresion de la enfermedad.

Un analisis mas profundo del estudio del porcentaje de linfocitos T CD4+ productores
de citocinas, nos muestra que es precisamente en los pacientes ZAP-70+ la poblacion
novata la que presenta porcentajes significativamente mayores de células productoras de

IL-4 e IL-10, por tanto, esto unido a que estas cé€lulas tienen gran capacidad de



migracion a organos linfoides podria estar indicando un reclutamiento en estos lugares
de linfocitos T CD4+ (reflejado por su disminucién porcentual respecto a otras
poblaciones celulares) y su posterior activacion a células productoras de citocinas que
podrian intervenir en el mantenimiento y proliferacion de las células tumorales. Estos
resultados estarian relacionados con el incremento en los pacientes ZAP-70+ del
porcentaje de los linfocitos T efectores (memoria efectora no terminada y terminada)
que ademas presentan los valores de porcentaje mas elevados de células productoras de
IL-4 en el caso de la memoria efectora no terminada e IL-10 en el caso de la memoria
efectora terminada, siendo IL-4 e IL-10 citocinas con probada capacidad de incrementar
y/o mantener la supervivencia de los linfocitos B leucémicos. A su vez nos encontramos
con una situaciéon donde el incremento significativo de subpoblaciones de linfocitos T
efectores en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto a los ZAP-70- y a los
controles sanos se corresponde con los porcentajes significativamente més bajos de
células productoras de las citocinas Th-1 (IL-2, TNF-a e IFN-y) respecto a los pacientes
con LLC-B ZAP-70-. Por tanto estos resultados reflejarian una respuesta antitumoral
probablemente insuficiente en los pacientes ZAP-70+ que se veria reflejado con su peor
prondstico, ya que ambos grupos de pacientes (tanto pacientes ZAP-70— como ZAP-
70+) presentan porcentajes de células productoras para estas citocinas mayores que los
controles sanos.

Siguiendo la linea de explicacion de los linfocitos T CD4+, los resultados con los
linfocitos T CD8+ estarian también mostrando una respuesta antitumoral menos eficaz
y/o insuficiente, ya que serian estos linfocitos T CD8+, en concreto las subpoblaciones
efectoras, las que pueden desempefiar un papel importante frente al tumor. Como se
indico con anterioridad, una de las subpoblaciones con mayor capacidad citotoxica y de
produccion de citocinas como es la subpoblacion memoria efectora no terminada, en los
pacientes con LLC-B presentan porcentajes disminuidos con respecto a los controles
sanos, lo cual ya estaria indicando cierta deficiencia en la activacion de estas células.
Ademas en el caso de los pacientes ZAP-70+ nos encontramos con un incremento
significativo de la subpoblacion memoria central (con menor capacidad efectora)
respecto a los pacientes ZAP-70—y a los controles sanos asociado a una disminucion de
la subpoblacion novata pero también de la subpoblacion memoria efectora no

terminada.



Los pacientes con LLC-B a nivel general presentan respecto a los controles sanos
incrementados los porcentajes de linfocitos T CD8+ que producen citocinas Th-1 como
son IFN-y y TNF-a. Sin embargo cuando observamos lo que ocurre en los pacientes con
LLC-B ZAP-70+ nos encontramos que precisamente las células mas activas (memoria
efectora no terminada y terminada) presentan respecto de los pacientes ZAP-70—
valores inferiores de porcentaje de producciéon de estas citocinas, siendo
significativamente inferiores precisamente en los porcentajes de células memoria
efectora no terminada productoras de IFN-y. Esto unido a la redistribucion existente en
los pacientes ZAP-70+ podria indicar un profundo defecto en uno de los mecanismos

naturales efectores del sistema inmune.

Por otra parte la relacion de las citocinas aqui mencionadas con el mantenimiento de la
masa tumoral puede ser complejo. El papel de IL-4 es el mas claro de todos ya que es
una citocina que inhibe la apoptosis en las células leucémicas (Dancescu M, 1992;
Panayiotidis P, 1993). Por su parte IL-10 presenta cierta controversia ya que hay autores
que proponen que dicha citocina induce la muerte de las células leucémicas por
apoptosis (Fluckier AC, 1994) y otros autores defienden la idea contraria (Kitabayashi
A, 1995). No obstante existen trabajos donde altos niveles de IL-10 séricos son
detectados en pacientes con estadios avanzados (III-IV) de Rai (Kamper EF, 1999). Por
otra parte la IL-10 es una citocina con una amplia variedad de actividades cuando se une
a su complejo receptor, pero cldsicamente se la identifica con la actividad anti-
inflamatoria como un producto de células Th2 capaz de inhibir la capacidad de
produccion de citocinas proinflamatorias y la presentacion antigénica por macréfagos y
células dendriticas (Mossman TR, 1991; Fiorentino DF, 1991).

Esto entraria en concordancia con nuestros datos ya que los pacientes con peor
prondstico (ZAP-70+) presentarian porcentajes mayores de células productoras de
citocinas que estarian contribuyendo por un lado al mantenimiento de las células
tumorales al inhibir su apoptosis, y por otro lado estarian inhibiendo la activaciéon de las
células reactivas frente al tumor impidiendo la presentacion antigénica en nodulos
linfaticos e inhibiendo la produccion de citocinas que pudieran contribuir a la activacion
del sistema inmune frente al mismo. El que los pacientes ZAP-70+ presenten ademas un
incremento de células dendriticas mieloides de tipo II estaria muy relacionado con el
hecho de presentar mayores porcentajes de células productoras de IL-10 por parte de los

linfocitos T CD4+, ya que la IL-10 inhibe la diferenciacion de las células dendriticas.



En el caso de IL-2, TNF-a e IFN-y nos encontramos con citocinas que regulan la
activacion y proliferacion linfocitaria, gran capacidad pro-inflamatoria y papel antiviral
y de regulacién de los procesos inflamatorios respectivamente. Pero también se ha
observado como IL-2 e IFN-y pueden intervenir en el mantenimiento de las células
tumorales al inhibir su apoptosis (Buschle M, 1993; Huang RW, 1993), mientras que
TNF-a parece desarrollar un papel importante en la activacion y proliferacion de las
células B (Cordingley FT, 1988).

En lineas generales nuestros resultados concuerdan con los de otros autores donde
demuestran que los pacientes con LLC-B presentan respecto a los controles sanos
elevados niveles de produccion en linfocitos T de TNF-a (Bojarska-Junak A, 2002), IL-
4 (Mainou-Fowler T, 2001), IL-2 (Podhorecka M, 2001) e IFN-y (Reyes E, 1998). Pero
no concuerdan con los resultados de IL-10 donde se observan disminuciones de
linfocitos T productores de IL-10 en pacientes con LLC-B respecto a controles sanos

(Mainou-Fowler T, 2001).

En nuestro trabajo podemos observar un patrén diferencial de produccion de citocinas
dependiendo de la expresion de ZAP-70 por parte de los pacientes con LLC-B. Asi los
pacientes con LLC-B ZAP-70- presentan porcentajes aumentados de células
productoras de citocinas que podrian contribuir en cierta medida al control de las células
tumorales como son IL-2, IFN-y y TNF-a debido a su papel como moléculas
activadoras de la funcién y proliferacion linfocitaria, pero que siguen aumentadas
aunque en menor medida en los pacientes con LLC-B ZAP-70+, lo que podria indicar
que en estos ultimos existe una respuesta antitumoral insuficiente. Por tanto observamos
como se va produciendo un disbalance en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ con un
aumento del porcentaje de células productoras de citocinas claramente
inmunosupresoras como son IL-4 e IL-10 (respecto a los pacientes ZAP-70— y a los
controles sanos) y mantenimiento de valores elevados respecto a los controles sanos de

porcentajes de células productoras de IL-2, IFN-y y TNF-a.



Esto ultimo puede diferir con el trabajo de Podhorecka y cols. (Podhorecka M, 2007)
donde separa a los pacientes con LLC-B segun la expresion de ZAP-70 mostrando un
incremento significativo de linfocitos T CD3+ productores de IL-2, IL-4, IFN-y y TNF-
a en los pacientes con LLC-B ZAP-70+ respecto de los pacientes ZAP-70— y los
controles sanos, si bien en este trabajo no se separan los linfocitos T en CD4+ y CD8+,
caso éste que podia producir variaciones en los resultados de los porcentajes de células

productoras con respecto a los resultados globales.

En lineas generales nuestro trabajo demuestra la existencia de una profunda
alteracion del sistema inmune asociada a la expresion de ZAP-70 en los pacientes con
LLC-B. Asi los pacientes con LLC-B ZAP-70+ presentan una alteracion importante en
el sistema de coestimulacion de linfocitos T al producirse redistribuciones en las
poblaciones celulares implicadas en dicho proceso como son células dendriticas y
monocitos, asi como linfocitos B con capacidad coestimuladora (CD80+ y CD86+),
presentando una disminucion significativamente importante de las células capaces de
estimular correctamente a los linfocitos T. Afectdndose por tanto de manera grave la
activacion celular no sélo frente al tumor sino también a las infecciones, mostrando un
defecto importante del sistema inmune en estos pacientes. Estos resultados a su vez se
complementan con el hecho del incremento de diferentes poblaciones celulares entre las
que destacan las células reguladoras que estarian contribuyendo de manera activa al
mantenimento de la masa tumoral mediante factores que estarian aumentando la
resistencia a los procesos de apoptosis por parte de los linfocitos B tumorales.

Todo esto estaria contribuyendo de manera muy activa en los pacientes con LLC-B
ZAP-70+ a presentar mayor progresion de la enfermedad y por tanto un peor prondstico

de la misma.



CONCLUSIONES



De nuestro estudio sobre los compartimentos de células del sistema inmunitario
circulante de pacientes con LLC-B en fase estable de la enfermedad y estratificados por
la expresion de ZAP-70 se obtienen las siguientes conclusiones presentadas de acuerdo

con el orden de los objetivos planteados:

1. Los pacientes ZAP-70+ presentan una marcada redistribucion significativa del
compartimento de células dendriticas circulantes consistente en una expansion
de las mieloides tipo II (mDC2) y una retraccion de las mieloides tipo I (mDC1)

y de las plasmacitoides (pDC).

2. Los pacientes ZAP-70+ muestran una redistribucion significativa del
compartimento monocitario circulante con un incremento de las subpoblaciones
CD14-CD16+high y CDI14+lowCD16+high y wuna disminucion de las
CD14+hiCD16—. La enfermedad se asocia a una monocitopenia con descenso de
la expresion de moléculas implicadas en la coestimulacion y en la migracion

celular de la mayoria de las subpoblaciones monocitarias.

3. Los pacientes con LLC-B y de forma significativamente mayor en los ZAP-70+
que en los ZAP-70—, presentan una profunda redistribucion del compartimento
de linfocitos T CD4+, con un incremento significativo de linfocitos T CD4+

efectores y un descenso significativo de linfocitos T novatos.

4. La enfermedad se asocia a una linfocitosis T CD8+, que presenta una
significativa redistribuciéon de sus subpoblaciones en los pacientes ZAP-70+
caracterizada con una disminucion de los linfocitos T CD8+ novatos y memoria

efectora asociada a un aumento de los linfocitos memoria central.

5. Los pacientes ZAP-70+ presentan de forma concomitante disminucion de
células NK (CD3-CD56+) y aumento de células TK (CD3+CD56+) con

incremento de expresion de marcadores de activacion celular.



6. Las poblaciones linfocitarias T CD4+ y CD8+ y sus diferentes subpoblaciones
de los pacientes ZAP-70+ muestran significativamente una menor apoptosis
espontanea en fresco y muy incrementada tras cultivo in vitro. Ademas existe
una fuerte correlacion entre el incremento de apoptosis espontanea detectada en
linfocitos T CD4+ y CD8+ y los valores del numero absoluto y del porcentaje de
las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ CD45RO+CD95+ en los
pacientes con LLC-B ZAP-70+.

7. En los pacientes con LLC-B existe una redistribucion del compartimento
linfocitario T CD4+ con un predominio del patron de produccion de citocinas
Thl (alta produccion de IL-2, IFN-y y TNF-a). En los pacientes ZAP-70+ se
observa un incremento de los linfocitos T CD4+ con un patrén de produccion de
citocinas Th2 (alta produccion de IL-4 e IL-10) con respecto a los ZAP-70—,
siendo las subpoblaciones de linfocitos novatos y efectores las preferentemente

implicadas en estas alteraciones.

8. La expresion de ZAP-70+ se asocia a una mayor linfocitosis de células B CD5+,
CD38+ y CD40+ y una disminucion del porcentaje del porcentaje de células B
CD19+ que expresan CD80+ y CD86+.

Tomadas en conjunto, nuestras conclusiones demuestran un compromiso de las
poblaciones del sistema inmunitario circulantes que no han sufrido transformacion
tumoral en los pacientes con LLC-B, que es diferente en los pacientes ZAP-70—y
ZAP-70+, y que pueden implicarse en la patogenia del distinto compartimento

clinico de ambos grupos.
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SUMMARY



SUMMARY.

Background: B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) is a chronic
lymphoproliferative disease, are characterized by progressive accumulation of
monoclonal B cells that appear mature but are to be functionally incompetent. The
clinical evolution of B-CLL is very heterogeneous. The pathogenesis of this
heterogeneity is poorly understood. Both the leukemic B cells and the non transformed
immune cells of the patient appear to be involved in the clinical behavior of the disease.
The clinical staging systems developed by Rai and Binet have been effectively used for
decades to assess the diagnostic, prognostic and therapeutic requirements at the time of
diagnosis. However these systems cannot identify stable or progressive forms of the
patients at the early stages of the disease. There has been a persistent effort to identify
other prognostic factors in B-CLL. Actually, several biologic markers have been
associated with a low or high levek of clinical risk in B-CLL, there include the
percentage of ZAP-70 expression by B cells. The expression of the intracellular
signalling molecule ZAP-70 in leukemic B-cells has been identified in a majority of B-
CLL cases without IgVH mutations. ZAP-70 expression is also highly predictive of
patients with more rapid disease progression and death. The aim of this study is to
investigate the distribution, survival and functional state of cells from diferent immune
system compartments in peripheral blood B-CLL patients classified by the expression of

ZAP-70 in leukemic cells.

Material and methods: Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from heparinised
blood samples from thirty four LLC-B patients were obtained. A further requirement
was all the patients were in Binet A and RAI 0 stage. The exclusion criteria were
anything causing primary or acquired immunodeficiency, previous immunosuppressive
or immunomodulation chemotherapy or radiotherapy, autoimmune or allergic disease.
Eighteen blood samples from healthy donors with age- and sex-matched were obtained
too. The B-CLL patients were grouped in two groups (ZAP-70— B-CLL and ZAP-70+
B-CLL patients) according to the expression of ZAP-70 for their tumour cells. The
samples were analyzed by both four and nine colors flow cytometry by study the
distribution of dendritic cells, monocytes, T, B and NK cells. Apoptosis and

intracellular production of cytokines by T lymphocytes were also studied.



Results: Significant diferences in the distribution of DCs were observed between ZAP-
70+ B-CLL patients and both ZAP-70— B-CLL patients and healthy controls. On the
other hand, significant differences in the absolute counts and percentages of diferent
subsets of monocytes were observed between ZAP-70+ B-CLL patientes and both
ZAP-70— B-CLL patients and healthy controls too. In addition the patients ZAP-70+
showed a significant redistribution of the circulating monocytes with an increase of the
subpopulations CD14-CD16+"8" and CDI14+°“CD16+"®" and a decrease of the
CD14+"CD16-. The disease is associated with a decrease of monocyte counts and with
decrease of the expression of molecules involved in the coestimulation and cellular
migration of the majority of the monocytes subsets.

The ZAP-70+ B-CLL patientes showed significant increases in absolute counts and
percentages of CD4+FOXP-3+ cells when compared with both ZAP-70- B-CLL
patients and healthy controls. These patients presented a deep redistribution of CD4+
CD8+ T lymphocytes, with a significant increase of efector CD4+ T cells, a significant
decrease of naive CD4+ T cells, a significant decrease of the naive and effector
memory CD8+ T cells and a significant increase of the central memory CD8+ T cells.
On the other hand the ZAP-70+ B-CLL patients presentedsignificant decrease of NK
cells and significant increase of TK cells with increase of expression of cell activation
surface antigens. When we analyzed apoptosis in T cells, we found that ZAP-70+ B-
CLL patients presented an increased spontaneus apoptosis in vitro in all the populations
and subsets of T lymphocytes studied with regard to both ZAP-70— B-CLL patients and
healthy controls. The studies on intracellular cytokine production showed that in the
ZAP-70+ B-CLL patients there is an increase of the CD4+ T lymphocytes with Th2
pattern of cytokine production (high production of IL-4 and IL-10) with regard to the
ZAP-70— B-CLL patients, being the naive and effector subsets more affected by these
alterations.

Conclusion: Our results have demonstrated alterations of the populations of the
immune system in B-CLL patients, that are markedly different in the patients according
to their degree of ZAP-70 expression on leukemic cells. These different alterations can

be involved in the pathogeny of the different clinical behaviour of both groups.



	UNIVERSIDAD DE ALCALÁ
	CARACTERIZACIÓN DEL COMPARTIMENTO NO TUMORAL DEL SISTEMA INMUNITARIO EN PACIENTES CON LLC-B Y SU RELACIÓN CON LA EXPRESIÓN DE ZAP-70.
	TESIS DOCTORAL
	UNIVERSIDAD DE ALCALÁ
	CARACTERIZACIÓN DEL COMPARTIMENTO NO TUMORAL DEL SISTEMA INMUNITARIO EN PACIENTES CON LLC-B Y SU RELACIÓN CON LA EXPRESIÓN DE ZAP-70.
	TESIS DOCTORAL
	DIRECTORES DE TESIS

