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Anticds(sos) monocional(s)

Acid desoxirribonucleic

Antigen(s)
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Bidpsia de moll d’os

Proteina C3 del sistema del compliement

Cluster of differentiation

Cluster of differentiation n a nivell membrana
Ciclofosfamida
Ciclofosfamida+Vincristina+Adriamicina+Prednisona
Clorambucil

Cellularitat mononucieada
Ciclofosfamida+Melfalan+Prednisona
Citomegalovirus

Ceél.lula(es) natural kilier

Factor estimulant de coldnies (Colony stimulating factor)
Diana:Efectora

Receptor Fc per la IgG

Factor estimulant de coidnies granulo-monocitiques
Human leukocyte antigens

Human T leukemia virus

Interferé

Immunogiobulina(es)

Interfeuqguina(es)

Leucémia aguda

Lymphoquine activated killer cells

Leucémia aguda limfobiastica

Leukocyte function associated molecules

Limfdcit gran granulat

Leuceémia limfatica cronica

Limfdcit(s) de sang periférica
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Medulla dssia

Natural killer

Factor citotdxic natural killer {(NK cytotoxic factor)
Factor estimulant natural killer (NK stimulating factor)
Fitohemaglutinina

Proteina quinasa C

Receptor de la interleuguina 2

Receptor de celduies T

Reticul endoplasmic rugés



SISsC
SLPC
SMH
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TCGF
ctx
TDL
TMO
TNF
TPA
VEB
VIH

Sindrome d’immunodeficiéncia severa combinada
Sindrome limfoproliferativa crdnica

Sistema major d’histocompatibilitat

Sang periférica

abreviatures

Factor de creixement de céliules T (T cell growth factor)

Limfocit T citotdxic

Temps de duplicacié limfocitari
Transplantament de moll d’os

Tumor necrosis factor

Tubular parallel array

Virus d’Epstein-Barr

Virus de la immunodeficiéncia humana
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Les céldules natural killer (CNK) van ser descobertes a I’inici de la
década de 1970 mentre es realitzaven estudis de citotoxicitat mitjancada
per cellules (1). La troballa d’activitat litica produida sense contacte
immunoldgic previ o citotoxicitat "natural” va induir els estudis per la
caracteritzacié morfoldgica i immunoidgica d’aguesta poblacié cellular.
Posteriorment ’associacié de les céllules amb capacitat per la lisi natural
amb una morfologia determinada (limfocits grans granulats -LGG-), la
purificacié per caracteristiques fisiques diferencials i la determinacié
d’antigens de superficie especifics han permés 'estudi més profund de
la funcié de les CNK en el sistema immune, la recerca del seu origen lineal

i el seu paper en diverses patologies.

Avui en dia, les CNK sdn considerades diferents dels limfécits T
citotoxics (T, ), ja que no utilitzen determinants del sistema major
d’histocompatibilitat (SMH) en el contacte amb la céllula diana ni tenen
memodria immune (2). Malgrat I’aparent falta d’especificitat, les CNK estan
implicades en un ampli ventall de funcions immunoidgiques cada dia més
ben conegudes. La principal caracteristica d’aquest grup celfular és
lisar de forma espontania certes céllules diana, basicament ceéllules
tumorals | ceéldules transformades per infeccions virals (z-3). A més,
actuen contra diversos microorganismes (fongs, parasits); tenen una
funcié immunoreguladora per produccié de citoquines (ex: interleuquina
2) i un efecte regulador de I’hemopoesi (2). En conjunt, aquesta poblacié

participa en la conservacié de la salut dels individus (4).
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ONTOGENIA DE LES CEL.LULES NATURAL KILLER

L’origen de les CNK no esta encara plenament establert. No s’han
identificat, fins el dia d’avui, estructures natural killer (NK) especifiques
codificades per gens que es reordenin en el transcurs de la maduracid
de la CNK, tal com s’ha demostrat en limfdcits B i T (5-6). Les
caracteristiques fenotipigues i funcionals que té la poblacid NK han fet
gue es proposi un origen mielomonocitari (7-8), de linia limfoide T (s-11),

de linta limfoide B (12) i un origen independent (3,13-14),

La relacié entre les CNK | la linia mielonomocitaria es basa en
Pexpressié d’antigens monocitaris (CD11b), la preséncia d’esterases amb
inhibicié per NaFi, la produccio de citoquines generalment sintetitzades
per monocits (IL-1, a-TNF) i la capacitat dels cultius de promondcits de
produir activitat natural killer (ANK) like (15-16). Aquest origen lineal es
recolza també en I'existéncia d’immunodeficiéncies (Chediak-Higashi) on
el defecte esta localitzat a nivell dels granuls lisosdmics de les céllules

mieloides, CNK i limfocits T (15).

ctx

Alguns treballs relacionen les CNK amb els limfocits de linia B.
L’expressié de petites quantitats d’Ig a la superficie de les céllules, aixi
com de receptors pel C3, troballia tipica dels limfdcits B, s’ha trobat en
CNK. No obstant, la troballa d’Ig no és un fet constant, i la depleccié de
céllules efectores mitjangant Ig i complement no provoca una disminucié

de I’ANK, fent poc probable {’origen B de les CNK (16),

L’origen lineal T es basa en caracteristiques fenotipiques i
funcionals de les CNK. Les CNK expressen els antigens de superficie CD2
i CD8 que estan presents en limfdcits T madurs (11,13,17-18), En canvi, els
LGG normals o patolidgics (que tenen trets d’immaduresa) no expressen
cap antigen propi dels limfocits T immadurs, excepte el CD38 (1s),
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comparteixen amb els limfocits T estructures per interaccionar amb la
celfula diana (antigen leucocitari comu -LFA-1) i la sensibilitat per
determinades citoquines, com fa IL-2 (2,15,17,19). A nivell gendmic s’ha
demostrat reordenament pel receptor de célluies T (RCT), cadenes 8 i 1,
tal com s’observa limfocits T normals en clons ceblulars obtinguts
d’individus sans (20). No obstant, el reordenament es limita a les
proliferacions cellulars que expressen el CD3, i moltes d’aguestes

proliferacions no poseixen ANK (21).

La darrera hipotesi de diferenciacid de les CNK proposa un origen
cellular independent. Es basa en la preséncia de caracteristiques
fenctipiques, funcionals i gendmiques que |i son propies, i en dades
obtingudes de processos patoldgics. Les CNK expressen una seérie
d’antigens de superficie molt especifics: CD16 i CD56 (18). La purificacio
de poblacions amb marcadors NK especifics mitjangant citometria de fiux
ha permes realitzar estudis /n vitro de diferenciacié cellular. D’aquests
estudis es desprén que el CD1€ apareix de forma molt precog en la
diferenciacié de la CNK (22).

E'Is estudis efectuats en el decurs de transplantaments de moll d’os
(TMO} han contribuit a la hipdtesi de la linia independent de les CNK. En
transplantaments realitzats en animals i humans s’ha demostrat que les
CNK sén transplantables independentment dels |limfocits T i B (23-24).
Altres situacions patoldgiques corroboren el llinatge independent. Les
immunodeficiéncies humanes tenen uns patrons de déficit que permeten
classificar-les segons el grup cel.lular defectuds, i aixi hi ha
immunodeficiéencies gue afecten els limfocits T | B sense alterar el
funcionalisme de les CNK (25). Els déficits fins ara coneguts recolzaven
’origen independent o "tercera linia” de les CNK, si bé no s’havia pogut
identificar cap immunodeficiéncia selectiva de CNK. Recentment s’ha
descrit un quadre d’immunodeficiencia que podria afectar de forma
selectiva i aillada a les CNK (26). Finalment, I'estudi gendmic del RCT a la
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poblacié NK normai ha demostrat que els gens de les cadenes a, 3, T i &
estan en linia germinal (14,18,27), i no s’ha observat transcripcié d’ARN
missatger (ARN_ ) per la cadena a o t ni de I’ARN, funcional de la

cadena 3 (18,28).

El 1988 es va restringir el terme CNK a la pobiacid que no expressa
el CD3 o el RCT (18) i a I’analitzar {’estructura gendmica dels processos
patoidgics humans per proliferacidé de LGG CD2* CD3" tampoc s’ha
demostrat reordenament en el RCT (14,29). La reordenacié dels gens de ies
cadenes a, 8, T i & del RCT tampoc s’ha pogut demostrar en purificacions
de CNK provinents individus normals encara que expressin I'antigen T
CD8. La falta de reordenament per la cadena t i & fa molt suggestiva la
idea de linia independent, ja que timdcits molt immadurs (CD3_°CD8")
tenen el gen de la cadena T reordenada (14). A part d’aquest tret
genotipic diferencial amb els limfocits T, ni el reordenament del RCT ni
el complex CD3/Ti sén necessaris per ’activitat litica desenvolupada per

les CNK (14-15,18,30-31),

Per tant, les dades actuals semblen recolzar la hipdtesi de fa
“tercera linia" per 'origen de les CNK. Malgrat la creenga que les CNK
sdén una linia cellular independent, el nivell a partir del qual es separen
de la stem cell no es coneix. Per uns autors (25), la CNK s’originaria a
I’entrecreuament entre la linia mielomonocitica i la limfoide T (figura
3.A.1.1) i per altres la separacié es produiria després de |'establiment
de la poblacié mielomonocitica i limfoide B, en una linia restringida
limfoide T/NK (15) (figura 3.A.1.2). Els partidaris d’aquest nivell de
separacié tampoc estan d’acord en el teixit anatdmic en el que es
produiria la divergéncia de la linia T i NK. Per (15) la separacié es
produiria abans d’entrar al timus, mentre que per Garni-Wagner et a/ (32)

existiria un precursor comd T/NK al timus.
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MORFOLOGIA I REACTIVITAT CITOQUIMICA DE LES CEL-LULES NATURAL
KILLER.

L’ANK de la sang periférica estd continguda en i{a poblacié de
limfocits grans granulats (LGG) (16). Els LGG tenen un diadmetre de 12-
15 um, morfoldgicament sén limfocits de nucli reniforme, citoplasma
abundant amb granulacié atzurofila (figura 3.A.1.3) (13,22.30), Els granuils
que posseeixen varien en nombre i tamany i, per exemple, les dones tenen
uh nombre de granuls inferiors al dels homes (33).

Els LGG sén facilment reconeixibles en extensions de sang periférica
tenyides amb May-Grinwald-Giemsa (33). Els LGG representen entre el 4%
i el 8% de les céliules de la sang periférica i el 13% - 26% dels limficits
(34-35), El nombre absolut de LGG és de 0.222 *+ 0.046x10%/L (33). Encara
gue el percentatge de LGG és inferior en les dones respecte dels homes,
no existeixen diferéncies respecte el nombre absolut. En parallel amb
aquestes dades s’ha descrit que les dones de 17 a 59 anys tenen una
proporcié i un nombre menor de céklules CD16*, aixi com una menor
activitat litica (36),

Eis LGG presenten activitat fosfatasa acida paranuclear sensible al
tartrat (13,16) i B~glucoronidasa a nivell dels granuls (13). No reaccionen
o ho fan molt débilment per les esterases inespecifiques alfa-naftil acetat
(ANAE) i alfa-butirat esterasa (ANBE) (13.16,37), La reactivitat de les
hidrolases és paranuclear amb un patré granular o difus,

A nivell ultrastructural la superficie dels LGG és irregular per la
preséncia de nombrosos microvilli de poca longitud (37). El nucli és
lleugerament arronyonat | ric en eucromatina presentant de forma
ocasional un petit nucleol (3s). El citoplasma és abundant, amb escasses
mitocondries, nombroses vesicules disperses pel citoplasma, perd sobretot
prop de la indentadura nuclear, presentant vacuols | petites IAmines

- 11 -
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d’ergoplasma junt amb un aparell de Golgi desenvolupat (16,37). No
s’observen vesicules de fagocitosi (13,16,37-38). Els granuls sén de centre
electrodens i amb freqléncia s’observen formacions tubulars paralleles
(tubular parallel arrays - TPA) conjuntament amb els granuls (a7) (figura
3.A.1.4). Les TPA poden estar lIligades a la membrana o lliures al
citoplasma i poden contenir substancia amorfa en el seu interior (3s). Els
PTA semblen més nombrosos en els LGG CD57*CD8* (3s).

Nc s'ha observat reactivitat per la mieloperoxidasa ni per la
macrofagoperoxidasa a nivell ultrastructural (37). La fosfatasa acida s’ha
localitzat ultrastructuralment als granuls, a les vesicules paranuclears,
a fa cisterna perinuclear i a regions de RER. No s’ha observat fosfatasa
acida a !’aparell de Golgi (16). Estudis ultrastructurals de la morfologia
d’agquestes céliules, obtingudes de pacients amb expansions de LGG, han
conduit a la idea que les vesicules serveixen de reservori i transport de
la fosfatasa acida fins els granuls. Les vesicules despreses de |’aparell
de Golgi s’ajunten amb les vesicules alliberades pel RER, i gque contenen
fosfatasa acida, per formar els cossos multivesiculars en els que es
depositara ia matriu electrodensa que conferira el caracter madur al
granul (1s).

...12_
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Figura 3.A.1.3

Extensié de sang periférica (x1000) tenyida amb May-Grindwald-Giemsa.
Limfdcit amb citoplasma ampli i granuls atzurdfils abundants

Figura 3.A.1.4

Imatge ultrastructural de LGG de sang periférica (x40.000). La flexta
assenyala els PTA.

- 13 -
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A. FENOTIPUS DE LES CNK

L’ANK esta mitjangada per una poblacié morfoldgicament uniforme,
els LGG (15,38). La determinacid del fenotipus de les CNK s’ha fet per
purificacié dels elements basant-se en una série de propietats
diferencials: expressié de receptors per hematies de molté de baixa
afinitat, expressié de FctR (40), abséncia de receptors per C3 (40), i

densitat especifica (1062-1064 g/L) diferent dels altres elements cel-lulars
(37,41),

Les CNK poseeixen una série d’antigens especifics agrupats en els
CD 16, 56 i 57 (2,42). Les caracteristigues d’aquest anticossos i la resta
d’AcMo que expressen les CNK estan exposades a la taula 3.A.1.1. E| CD56
abarca practicament tots els LGG (>95%), ja que la poblacié CD56™ no
presenta elements amb morfologia de LGG (17). El CD56 esta considerat
com un pan-NK (z,42), si bé també s’expressa en un 5% de limfocits CD3*
que son limfocits T, sense restriccid al SMH (31). La molécula que
reconeix el CD56 que esta localitzada a la superficie i al citoplasma del
LGG (31). Aquesta molecula no és un receptor funcional, ja gque la
citotoxicitat no es modifica si en el medi s’hi colloca AcMo d’aquest
cluster (2.31). No obstant la depleccié total de les céllules CD56* de la CMN
per sorting o lisi provoca la desaparicié de la citotoxicitat (z,31). £/ CD56"
estd present en el 15 + 7 % de les CMN de SP (4,13), el CD16 en el 3 £ 6
% de les mateixes i el CD57 en el 20 £ 7 %. El CD57 reacciona un 40-60 %
de CNK (13) i amb una part de limfocits CD3*, no sent completament
especific de la CNK (31,43). La preséncia de CD57 no es relaciona amb la
citotoxicitat de la poblacié (43). La relacié entre el CD16 i la citotoxicitat
és motiu de controvérsia. En uns treballs es correlaciona I’expressié de
I’antigen amb la citotoxicitat (44) i en altres aquesta relacié és inexistent
(4,45),

Les CNK no expressen el CD3 ni el RCT (13,15,18,30-31,48-48), ni altres
antigens propis de linia T com CD5 (18). En canvi tenen una expressié
variable del CD2 (entre un 50-90%) (47-48) i del CD8 (entre el 10-50 %)
(13-14,48-48), [ ’expressi6 del CD2 en la poblacié CD16* té una intensitat
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continua des del negatiu fins el positiu mentre que la poblacio CD16~ té
dos grups diferenciats, positius o negatius, per I'antigen. La intensitat
d’expressié del CD8 en els limfocits CD16* és menor que la que presenten
els limfocits T (figura 3.A.1.5)(48). L’expressié de CD16 en eis limfdcits
CD37és més intensa que en I’escds percentatge de CD3* que coexpressen
’antigen (50). Seguint el mateix esquema d’intensitat d’expressié (més
antigen NK a les CNK i més antigen T als limfocits T) la intensitat del
CD57 és més gran en la poblacié CD16* (48), L’expressié conjunta de CD56
amb CD4 és molt poc frequent [< 2%) (49,51), < 5 % (52)] per alguns autors
i inexistent per altres (18).

Un 70% de CNK expressen CD11b, un marcador present també en els
mondcits (14). A més de la reactivitat amb anticossos de linia T i
monocitaria, les CNK reaccionen amb altres anticossos en percentatges
variables. D’aquesta manera expressen LFA-1 (cadena a i B), molécuia
inclosa dintre del complexe CD11/CD18 (17-18,41), que és una proteina
lligada a I’adhesi6 celdular i necessaria per la interaccié amb la célduia
diana (veure figura 3.A.2.2). E|l percentatge de CNK que expressen
HLA-DR varia segons els autors. Perussia et al (46) troben un 0,5% de
limfocits a SP positius pel CD16 i el HLA-DR, si bé aquesta proporcié
augmenta fins el 60 % en purificacions de LGG o després de periodes
curts de cultiu. La discordancia entre el percentatge de HLA-DR en SP
i en cellules obtingudes de cultiu o de purificacions no té encara una
explicacié concluent. Les hipdtesis inclouen I’augment de la poblacié CD16*
HLA-DR* pels processos de purificacié o bé l’activacié de la poblacio
CD16* que expressaria el HLA-DR (48). Altres autors refereixen
frequéncies del 20% (16,45), i finalment alguns grups no troben quasi
reactivitat amb aquest antigen (17,27). Les CNK expressen el CD38 (2,31),
IL-2-RB (p75) (53) i CD25 (17,30), antigens que estan presents en els
limfocits B i T o activats.

No s’ha demostrat reactivitat dels LGG amb marcadors de linia
limfocitaria B (IgS (11,15,18), receptors compiement (15), CD21 (2,17), CD24

(48), CD20 (50)), ni amb antigens restringits de linia monocitaria (CD14)
(2,13,17),

- 15 -
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Si bé el fenotipus de les CNK és heterogeni, la majoria tenen un
fenotipus com el seglent: CD3", CD4°, CD147, CD38*, CD11b*, CD16*, CD56*,
amb expressid variable de HLA-DR, CD2, CD8, CD57 (13). La taula 3.A.1.2
exposa el percentatge de limfocits a SP que expressen marcadors
associats a CNK, i les taules 3.A.1.3, 3.A.3.4 i 3.A.3.5 la fregliencia dels
antigens a les CNK,

La poblacié NK també expressa antigens de superficie reconeguts
per AcMo sense definicié de CD. Un petit percentage de LGG (el 4 ¥ de
fa poblacié SP) sén reconeguts per I’AcMo NKH2 (17,43). La poblacié de
LGG es pot subdividir en tres grups segons l'expressié de CD56 | de
NKH2: i) CDB56*NKH2*, ii) CD56*NKH2™ i, iii) CDS56 NKH2*. Aquestes 3
poblacions fenotipiques poseeixen una morfologia idéntica, perd unes
capacitats funcionals diferenciades. L’ANK esta continguda en el subgrup
NKH2™ mentre que el grup NKH2* no té capacitat litica i la seva funcid és
encara desconeguda (17),

l.a capacitat litica de les CNK en relaci®é amb el fenotipus de
superficie que expressen s’ha observat, a més de {a poblacié NKH2", amb
a poblacié definida per CD16*CD57" (activitat litica elevada) enfront de
fa CD16*CD57* (14) i la poblacié definida per CD16'CD11* (citotoxicitat
elevada) front la CD16*CD11™ (14,52).

Diversos fenotipus s’han relacionat amb certes funcions especifiques
(taules 3.A.1.6 i 3.A.1.7). Per exemple, la sintesi d’IL i IFN esta
restringida al grup amb expressié de determinants del sistema HLA-DR
(31),

Recentment, Moretta et a/ (54) han descrit la preséncia d’una nova
moleécula detectada per I'AcMo GL183 a la superficie dels limfdcits NK. La
preséncia d’aquesta molécula permet definir dues subpoblacions
fenotipiques estables dintre de les CNK. La lisi que desenvolupa la
poblacié GL183" i GL183* és similar front linies NK-sensibles, perd la
GL183" és molt més efectiva en la lisi de les linies NK-resistents.

._16_
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B. MODELS MADURATIUS

El fenotipus que expressen les céliules és diferent segons el seu
estadi maduratiu. Les variacions fenotipiques de les CNK lligades a la
diferenciacié sén motiu de controveérsia. Abo et a/ (16,55), basant-se en les
diferéncies observades entre els LGG de fetus, moll d’os i sang periférica
d’adults proposa un model maduratiu en 3 fases: i) estadi fetal en el que
ia CNK no posseeix granuls i danicament expressa el CD57 sent negatiu
per CD3 1 CD11 ii), estadi immadur en el qgue la CNK esta localitzada a mol!
d’os o melsa, posseeix algun granul al citoplasma i expressa CD57 i CC3
a la superficie sense posseir CD11 i, iii) estadi madur a SP on la CNK té
la morfologia tipica de LGG i expressa CD57 i CD11 negativitzant-se e!
CD3. Aquest model maduratiu inclou 'expressid, en una etapa immadura,
del CD3 per perdre després aquest antigen. Les CNK no tenen reordenats
els gens de les cadenes q, 3 del RCT, que és un pas previ necessari per
Paparicié a la superificie celdular del CD3 (ss). Possiblement ’analisi
d’Abo et al inclogui céllules que no sén NK (ex: limfocits T citotdxics),
que comparteixen la morfologia de LGG. ’

Sheridan et al (57), basant-se en estudis fets en proliferacions de
CNK, proposen un altre model maduratiu pels LGG. 8’inicia a partir d’una
ceklula fetal precursora CD57*CD3-CD4-CD8*cD11* que, seguint un procés
maduratiu independent del timus, conduira a la formacié de LGG CD3". La
segona via parteix d’una céllula fetal CD57*CD3"CD4°CD8 CD11 "HLA-DR*
que reordena el gen TR en el fetge fetal o en el moll d’os per passar al
timus fetal o adult (CD3'CD4*CD8*) i, un cop acabat el procés de
maduracié timica, desplagar-se a moll d’os, melsa o gangli limfatic com un
LGG madur CD57*CD3*CD8*CD4"CD11*. Els dos tipus cellulars expressen
CD2, i Pexpressid de HLA-DR depén de I’estat d’activacié i el microambient
on esta localitzat el LGG.

Finalment, Phillips et al (22), utilitzant poblacions de LGG
CD16*CD57*, CD16*CD57*, CD16°CD57* 0 CD16°CD57* purificades mitjancant
separacié amb citometria de flux, han demostrat i) que el CD57 apareix
més tard que el CD16 i que les céllules CD16*CD57" tenen més capacitat
de proliferacié que les que posseeixen els dos determinants antigénics,
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ii) que la poblacié CD16°CD57* no genera, després d’estimulacié, poblacié
amb els dos antigens i, a més, expressa CD3. Aquest dos fets permeten
assegurar que el CD16 apareix de forma més precog que el CD57 (figura
3.A.1.6). Les CNK expressen també CD56 i, basant-se en |'escassa

expressié de CD56 a moll d’os, la céllula CD56*CD16* es considera la més
madura (45).
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Taula 3.A.1.1

Caracteristiques dels principals CD presents en les CNK
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Cluster Pes molecular Caracteristiques Distribucio Anticossos
cD {kD) cel-lular frequents
CcD16 50-6C FCRIII Polimorfisme Granuldcits, NKLeut1,VEP13,
(HAT 1 NA2) alguns macrofags B73.1,3G8
cD56 220/135 H-CAl HK, mondcits, NS01,Leuls
c. neuroectod. NKH1
cD57 116 glicoproteina NK, subpobl T Lteu7
de mielina assoc, alguns B, monoc. NB6, N76
cD2 50 Receptor pel LFA-3 Limfocits T, OKT11,Leub
(CD58) timocits
CcD8 32 Interaccio SMH ¢1. 1 Subpoblacions OKT8,lLeu2
Assoc intrac. PTK timocits i LT.
cb11b 170 Cadena oy de CR3 Granuls, mondcits Leu 15,0KM1
ch11/CD18 macraofags
-——— 60 - NK, basofils NKH2
-—— 55-58 - Subpoblacié NK GL183

N-CAM= Neural cell adhesion molecule

tret de (2,42,54)
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Figura 3.A.1.5

Intensitat d’expressié dels antigens CD16 | CD8 per part dels limfocits de
SP.
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En el primer requadre s’observa la imatge dels 1imfocits (tamany per comp lexitat cel-1ular).
A1 segon requadre es veu com aquells limfocits CD16 (color verd) estan dintre dels de major

tamany. Al tercer i quart requadre es pot veure la dist

en limfocits de SP normal. La poblacid verda és la CD16

ribucié i intensitat de CD16 i CD8
* i la poblacid vermella conté la

resta de limfocits (CD16°CD8™ o CD16°CD8*). A 1a superposicis d’histogrames (requadre 4)
g’objectiva com Ta intensitat d’expressis de CD8 per part dels limfocits cD16" 68 més debil

que en els CD16™.
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Percentatge de poblacié limfocitaria de sang periférica que expressa

antigens relacionats amb CNK

CD Valors normalitat (%)
chz 58 - 86
Ch2 53 - 81
CcD8 13 - 23
CD11 10 - 30
CD16 5-20
Cb57 5-20
CDs6 5 - 20
HLA-DR < 2
CD38 30 - 50
NKH2 7
GL183 2-12

Referéncies (2,45,54)
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Taula 3.A.1.3

Percentatge d’expressié dels diversos antigens en els limfocits CD18*

cD Valor de normalitat (%) Referéncia
HLA-DR 18 - 33 (45)

CD57 30 - 65 (45,53)

CD& 20 - 30 (45,52)
CD56 80 - 95 (45)

CD11b 38 - 92 (14,52)
CD38 60 - 64 (52)

GL183 40 (54)
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Percentatge d’expressié dels diversos antigens en els limfdcits CD56" |

cD16*

LIMFOCITS CD56* LIMFOCITS CD1€*
CD Normalitat (%) Referéncia Normalitat (%) Referéncia
HLA-DR 2+2 (45,58) 18 - 33 (45)
CD3 2*1 (58) _— ——
Ch4 11 (58) -—- -
cDeg 27t 6 (14,58) 20 - 30 (45,52)
cD2 74 + 10 (58) ——- -
CD1tb 80 *+ 16 (14,58) 38 - 92 (14,52}
CcD57 85 + 14 (14,43,58) 30 - 65 (43,45)
CD16 31 (43) S —
GL183 40 (54) 40 (54)
IL-2RB 34 +3 (53) 11+ 3 (53)
CD56 -—- -—= 80 - 95 (45)
CcD38 -=- --- 20 - 30 (52)
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Distribucié dels antigens de superficie en les CNK

cD Normalitat (%)
CDh56 > 95
NKH2 20 - 60
CD16 80 - 80
CD11a > 85
CD11b 80 - 90
CD11c > 95
cb18 > 95
Cbs7 5C - 70
CcD2 80 - 90
CcD8 30
CD38 75 - 90

Raferéncia (2)
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Taula 3.A.1.6

Distribucié dels LGG segons els fenotipus de superficie i funcions que
s’hi associen

Fenotipus Percentatge de LGG Activitat Reordenament
NK  ADCC RCT
CcD3°CD56*CD16* 80 % ++ ++ NO
CD3°CD56*CD16" 5 % + - NO
CcD3°CD56°CD16* 1% + + NO
cD3*CDs6*CD16Y 5 % + +/- a, B, T

RCT = receptor de céldules T

ADCC = citotoxicitat cellular anticés-depenent
Referéncia (31)
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Distribucié dels LGG segons els fenotipus de superficie i funcions que

s’hi associen

Fenotipus

Producte/Funcid

Referéncia

CD16*CD2¥CD11-HLA-DR?
CD16*CD2*CD11 HLA-DR?
CD16*CD2*CD11"HLA-DR"

CD16*CD2*CD11 " HLA-DR~

CD16*CD2'CD11*HLA-DR”
CD16*CD2*CD11*HLA-DR?
CD16*CD2*CD11*HLA-DR”
CD16*CD2*CD11*HLA-DR?
CD16*CD2*CD11*HLA-DR"

CD16*CD57*CD11*HLA-DR™
CD16°CD57*CD11*HLA-DR"™

cDhig*
cbi1e*

Interieuquina 1
Interleuquina 2
Interleuquina 4
BCGF

a - Interferd

T - Interferd

NKCF

Presentacié antigens
Citotoxicitat per cel.

BCGF
BCGF

CSF
a TNF

(13,31
(31)
(31)

(13}

(31)
(13,31)
(31)
(59)

(13}

(60)

(61)

(31}

(31)
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Figura 3.A.1.6

vVariacions fenotipiques en LGG CD16*
1’activacio.

segons 1’'estadi

revisid bibliografica____.

maduratiu i

CD57~-CD16+ CD57+CD16+

DR~ CD71- DR~ CD71-
Estimul

CD57-CD16+

DR+ CDT71+

L’estimul provoca 1’aparicié d’antigens d’activacié cellular (HLA-DR i CD71) que

conduiran a 1a cél'lula més madura (CDS7*CD16*) o bé retornara & 71’estat basal

(CD16%cD577)

CD71 = receptor per la transferrina

Segons Phillips et al (22)
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FUNCIONALISME DE LES CEL.LULES NATURAL KILLER

L’activitat que les CNK exerceixen dintre de l'organisme és molt
amplia. Per les seves multiples accions sobre les diverses céllules del
sistema immune se les considera reguladores del mateix (47). Les CNK
modifiguen la resposta de limfocits Bi T; produeixen citoquines efectives
scbre els diversos elements del sistema immunoldgic; regulen I’hemopoesi;
controlen el creixement de les céllules neoplasiques i lisen célfules
infectades per microorganismes patdgens. La taula 3.A.2.1 recull les

principals funcions de les CNK.

1. Control de I’hemopoesi

Les CNK desenvolupen funcions reguladores sobre la maduracié i
diferenciacié de céllules normals a nivell del timus i moll d’os, controlant
I'hematopoesi normal per lisi de céltules immadures i per accié sobre els
limfocits T. Estudis in vitro demostren gue les CNK inhibeixen la
maduracié de les coldnies granulopogtiques (11,16,30,62) i eritroides (63),
i que també impedeixen. el creixement de clones leucémiques mieloides i
limfoides (64). Agquest efecte inhibidor s’ha demostrat in vivo en
experimentacié animal (e5-85). L’efecte inhibidor sobre ’hemopoesi és
degut a la produccié de substancies actives per part de les CNK, com pot
ser la produccié i 'alliberament de TNF (65). La produccié de TNF s’inicia
després del contacte de la CNK amb la céllula hemopoética diana i es veu
potenciat pel T-IFN (67).

Recentment s’ha descrit un efecte estimulador per part de les CNK
sobre les coldnies hemopoetiques (85). Les CNK produeixen GM-CSF, CSF-
1 i IL-3 (65). La produccié in vitro de GM-CSF és estimulada per via del
receptor CD16, mentre que la produccié in vitro d’IL-3 és estimulada
mitjangant iondfors del calci o esters de forbol. La IL-3 és capag¢ de
mantenir el creixement i la diferenciacié de stem cell pluripotent (es). La
produccié de citoquines (IL-1, IL-3 i TNF) s’observa tant en estats
d’activacié de la CNK com en situacié de repés (ss). El fet que CNK sense
estimular sintetitzin aquests factors déna suport al concepte del seu
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paper de regulador dels progenitors hemopoeétics (ss). La cinética de
produccié de les diverses substancies amb efecte sobre I’hemopoesi ha
posat de manifest que es produeixen més rapidament substancies amb
accié inhibidora (es). L’efecte i la capacitat estimuladora sobre els
precursors hemopoétics és menor que la provocada pels limfocits T (e7).

2. Control de céllules neoplasiques

L’activitat antitumoral de les CNK estad plenament demostrada en
experimentacid animal. Sobretot controlen el creixement del tumor primari
i el desenvolupament de metastasi (30) més que participar en la lluita
contra les metastasis un cop s’han establert (46). En ratolins s’ha
observat una relacié directa entre la capacitat per fer desapareixer
céllules tumorals injectades i I’ANK dels animals, i entre ['augment de les
metastasis i la depleccié experimental de CNK (47).

En I'home, fets indirectes suggerien I'important paper que les CNK
tenen en el control de neoplasies, si bé no s’ha disposat de dades
conciuents fins fa poc (4). Els malalts portadors de neoplasies tenen una
ANK disminuida, mentre que els llargs sobrevivents fora de tractament
tenen alts nivells de citotoxicitat (16). La disminucié de I’ANK es relaciona
sobretot amb la disseminacié de ia neoplasia, ja que pacients amb grans
masses tumorals localitzades poden posseir una ANK normal (16).
Recentment s’han publicat treballs que demostren el gran impacte de la
CNK en el control de les ceéi{ules neoplasiques (ss-70}, associant-se nivells
baixos de citotoxicitat amb major risc per desenvolupar neoplasies, i
demostrant que I’ANK és un factor prondstic independent en certs tumors
sdlids humans. D’aquesta manera els estudis han demostrat la influéncia
independent que I’ANK té en la sobrevivéncia lliure de metastasi en
malaits cancerosos (neoplasies de coll i cap). En pacients afectats de
neoplasies mamaries el factor de més pes prondstic és el nombre de
ganglis afectats. Nogensmenys existeix correlacié entre I’ANK elevada i
el menor nombre de ganglis positius per infiltracié neoplasica. En aquest
mateix sentit, la no aparici6 de metastasi en pacients amb cancer
colorectal intervingut estad relacionat amb la normalitzacié de I’ANK
després de la cirurgia. També s’ha confirmat que individus amb ANK
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disminuida de forma congénita (Chediak-Higashi) o adquirida
(immunodepressi6 terapéutica) tenen més risc de desenvolupar neoplasies
(4,25,47), Juntament amb aquestes dades extretes d’individus amb
patologia, els nivells baixos d’ANK en individus aparentment sans
s’associa a histdria de neoplasies familiars (melanoma i carcinoma mamari)
(4),

3. Control de les infeccions

Les CNK desenvolupen activitat antimicrobiana actuant sobre
cél.lules infectades per virus (herpes virus, CMV, influenza, etc)(30,71),
per lisi directa de la céi.lula infectada o per lisi de céllules lligades a
anticossos especifics (47). Actualment les CNK sén considerades la primera
linia defensiva contra infeccions virals mentre es desenvolupa la resposta
Ag-Ac o la reposta celdular (4). Les CNK, al contactar amb la celdula
infectada, sintetitzen IFN, que estimula la seva propia funcié i la deis
limfocits T (4). A més d’aquest mecanisme de iluita directa contra la
infecci6, els LGG responen a factors quimiotactics produits pels limfocits
infectats (72-73) i formen part de la celdularitat inflamatdria precog (74).
A les 12 hores d’iniciada la infeccié es localitzen gran nombre de LGG en
la zona afectada (75). Els estimuladors més potents de la migracié dels
LGG a la zona d’inflamacié sén potents estimuladors de la proteina
quinasa C, i la migracié és bloguejada pels inhibidors d’aquesta enzima,
indicant el paper que té la mateixa en la quimiotaxi (7).

La seva importancia en el control de la infeccié s’ha comprovat en
animals d’experimentacié. En ratolins, la resisténcia a infeccions viriques
estd directament relacionada amb [I’ANK (47). En patoiogia humana, el
paper de les CNK en el contro! d’infeccions viriques no és tan concluent.
S’ha demostrat /n vitro la inhibicié de la replicacié del virus de I’'herpes
simple (HSV) per les CNK (77). A nivell clinic, diverses situacions
patoldgiques recolzen la funcié anti-virica dintre de l’organisme. En
primer terme, els nadons tenen menor resisténcia a les infeccions
viriques, fet que sembla relacionat amb el deéficit fisioldgic d’ANK que
tenen, i s’ha associat la infeccié per herpes simple amb els nivells d’ANK
(47), En aquesta mateixa linia, les immunodeficiéncies humanes amb
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alteracié de la funcié NK, per exemple la immunodeficiéncia lligada al
cromosoma X o el déficit de glicoproteines leucocitaries de superficie,
presenten infeccions viriques greus (4,16,26). La gravetat de les
infeccions viriques en pacients amb immunodeficiéncia iatrdgena esta en
relaci® directa amb I’ANK (4). En els malalts amb SIDA, a més de
’eliminacié selectiva en els limfocits CD4 (78) s’observa una disminucié de
PANK amb una capacitat de reciclatge defectuosa per part de les CNK
(79), Aquest fet podria contribuir a l'augment de virasis en aqguests
malalts, sobretot quan s’ha demostrat que el HIV infecta també les CNK
(80-81),

El paper antimicrobia de les CNK s’estén també a bacteris gram
positius i gram negatius mitjangant, en part, un mecanisme extracellular
(82), a fongs com el cryptococus neoformans, histoplasma capsulatum, i
sobre parasits (toxoplasma gondii i tripanosoma cruzii) per unié i lisi
directa (30,82). Recentment, estudis in vitro han demostrat que una part
de LGG sbén capagos de fagocitar staphilococcus aureus i aitres gérmens
Gram positius. La fagocitosi que exerceixen és tres vegades inferior a la
dels mondcits | s’acompanya de produccié d’IL-1 i T-IFN (83).
L’estimulacié de les CNK per agents microbians millora I’efecte antitumoral
de les mateixes (82).

4. Regulacié del sistema immune

a. Produccié de citogquines

La produccié de citoguines per part de les CNK és amplia.
Produeixen a-IFN i t- després del contacte amb ia cél.iula diana
(11,30,35), JL 1, 2 (B4}, 3 (85) i 4 (15,31), També s’ha demostrat la produccié
de T cell growth factor (TCGF), colony stimulating factor (CSF) (am),
GM~-CSF (85), B cell growth factor (BCGF) (e0), TNF (15), limfotoxina (ss),
citolisina (65kD) (15), granzima A (se), perforina (70kD) (87) i factor
quimiotatic dels macrdfags (31). L’alliberament d’aquests productes
desemboca en dues funcions: la primera és actuar sobre limfdcits i altres
elements del sistema immune configurant el complex equilibri d’aquest
sistema (figura 3.A.2.1) i, en segon lloc, proporciona els productes
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necessaris per la lisi de la céljy|a diana.

El natural killer cytotoxic factor (NKCF) és una estructura
bioguimica encara no totaiment coneguda, perd que s'inclou dintre del
grup de TNF, limfotoxina i leucoregulina, que tenen un paper fonamental
en la citolisi contra céldules infectades i tumorals (85). El contacte amb la
ceéldula diana provoca la sintesi de NKCF per part de la CNK (85),
correlacionant-se la capacitat de sintesi de NKCF per part de les cél{ules
diana amb la seva sensibilitat a la lisi (31). A més, el NKCF és
selectivament litic per les celdules dianes NK sensibles (31). La produccié
de NKCF es pot augmentar per incubacié prévia de les CNK amb t-IFN ©
IL-2 (31,85). S’ha aconseguit produir NKCF per estimul de CNK amb
mitdgens (PHA) (85). La relacié existent entre el NKCF i el TNF és
controvertida, des d’uns treballs on {'accié de NKCF és inhibida
completament per |'addicié d’AcMo anti-TNF (ss), només parcialment
inhibida (89, fins a treballs on no té cap mena d’influéncia (so0-81), La lisi
de les céldules diana té lioc per {’alliberament de citolisina (s2) i perforina
(87),

b. Resposta humoral

Les CNK regulen {'activitat funcional dels limfdcits B. En
determinades situacions les CNK sintetitzen BCGF que és necessari pel
creixement i diferenciacié dels limfocits B (92). Els limfocits B activats /n
vivo o in vitro expressen a la seva superficie receptors pel BCGF i la
unié amb aquesta substancia indueix la proliferacié limfocitaria. Les CNK
produeixen BCGF (60,92) després d’estimulacié i afavoreixen la produccié
de BCGF per part dels limfdcits B activats (s2).

Les CNK influeixen en la produccié d’lg dels limfocits B. El
mecanisme de regulacié no esta encara totaiment determinat, perd poden
exercir tant funcions inhibidores com afavoridores de {a sintesi d’Ig
(93-84), Els mecanismes d’inhibicié de la produccié d’1g referits en estudis
experimentals ofereixen diverses vies d’accié: i) accié directa de les CNK
sobre els limfocits B (93,95), ii) modulacié mitjangant celdules accessdries
(47), iii) regulacié mitjangant citoquines (T-IFN) (74) i iv) inducci6 directa
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de limfdcits T supressors dels B, sense estar involucrats els mecanismes
anteriors ni la produccié de citoquines (IL-1, IL-2, IFN) (71).
L’afavoriment en la sintesi d’Ig sembla mediada per una substancia
soluble que és reguiada per la preséncia d’immunocomplexos (83), Les CNK
participen en la regulacié de la resposta d’anticossos, perd només poden
actuar sobre els limfocits B activats (ss). L’increment de I’ANK determina
el final de la produccié d’lg M de resposta primaria en ratolins
immunitzats activament (47,87), i la depleccidé mitjangant ACMo de les CNK
provoca un augment in vivo de la resposta d’anticossos (62). La regulacié
de 'estimul dels limfdcits B és produida per un mecanisme d’autocontrol
del sistema immune. Els limfocits B activats indueixen la sintesi i
P’altiberament de t-IFN per part de les CNK, que per una part inhibeix la
proliferacié B policlonal (62.74) | per altra augmenta la capacitat de lisi de
jes CNK. LesCNK poden suprimir la produccié policlonal d’lg induida pels
limfocits T (93). La regulacid (down regulation) de ta sintesi d’Ig es
produeix tant en respostes primaries com secundaries (98). A més, els
estudis immunoarquitecturals de gangli limfatic han posat de manifest que
els limfocits CD57* {(antigen expressat per CNK) es localitzen a la zona B
del mateix, lloc des d’on exerciran la seva funcié reguladora.
Parallelament, en pacients amb deéficit d’ANK s’ha observat un augment
en la poblacié B i en la produccié d’Ig (99), com també s’ha relacionat el
nivell d’immunocompiexes i la disminucié de [’ANK en malalts de LES
(4,12),

¢. Regulacié resposta cefdular

Les CNK participen en la resposta immunitaria celdular i regulen les
ceéldules supressores naturals (30). Les poblacions purificades de limfdcits
T necessiten de ceéllules adherents accessdries (ex: LGG) per poder
proliferar sota I’estimul de la concavalina A (37). La inducci6 a la
proliferacié dels limfocits T és mitjangada per la capacitat dels LGG de
presentar Ag nous o, en limfocits de memodria, Ag ja coneguts (ex: PPD)
(37). Aquesta presentacié d’Ag es produeix tant en Ag solubles com en Ag
celdulars (ex: en el culti limfocitari mixte) (ss). Els LGG inhibeixen la
produccié IL-2 dels limfocits T estimulats (84). No obstant, quan en les
condicions experimentals existeix una petita proporcié de LGG, I’efecte
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sobre la producci¢ d’IL-2 és positiu (s4). Els LGG també modifiquen els
efectes dels mondcits en ja presentacié d’antigens en els {imfdcits T,
existint una cooperacié entre els dos tipus cellulars per la inhibicié del
fimfocit T (s4).

5. Rebuig d’empelts

Les CNK participen en el rebuig dels empelts, ja siguin organs
solids o transpliantaments de moll d’os (30,47). L’abolicié de la poblacid NK,
en animals d’experimentacid, impedeix el rebuig de I’empelt allogénic que
es produira si s'inoculen CNK abans del transplantament (47). En
patologia humana, s’ha descrit un pacient amb AMG en el gue I'empelt
singénic va fallar per dues vegades abans de fer |’acondicionament amb
dosi elevada de CFM. En aquest malalt es va demostrar inhibicid del
creixement de les coldnies granulomonocitiques (GM-CFG) del donant pels
LGG del receptor (100). També, en pacients sotmesos a empelts de ronyd,
s’ha cbservat associacid entre augments d’ANK | els episodis de rebuig

de {’drgan (1o1).

L.a participacié de les CNK en la malaltia de I’empelt contra |’hoste
(MECH) és reconeguda (s2). La relacidé entre les CNK i el desenvolupament
de la MECH és evident en estudis fets en ratolins. La relacié entre I’ANK
i el desenvolupament de fa MECH en TMO humans s’ha establert en base
a diversos estudis gue demostren: la coincidéncia entre el temps de
recuperacié de I’ANK post-transplantament i ’aparicié de la patologia;
relacié entre I’ANK i [’aparicié de la MECH i el grau de lesi6
histopatoldgica (10z-103); el desenvolupament de MECH en aquells malalts
gue tenen una ANK normal prévia al TMO. Nogensmenys, els diferents
estudis fets en malalts sotmesos a TMO no analitzen les mateixes dades i
no exposen les descrites en les altres publicacions per una analisi
posterior. Les dades publicades no sén completament coincidents; aixi,
Dokhelar et a/ (103) refereixen que tots els seus pacients tenien [’ANK
disminuida i desenvolupen MECH en contra de I’exposat per Lépez et a/
(104), si bé aquests ultims no analitzen el dia d’aparicié de I’ANK després
del TMO.
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Taula 3.A.2.1

FUNCIONS FINS L’ACTUALITAT EN QUE S’INVOLUCRA LES CNK

1. Control de la diferenciaci6 i creixement de la stem cell hemopoética

2. Control del creixement tumoral
- Inhibicid del desenvolupament de tumors primaris
-~ Control en ’aparicié de metastasi

3. Control d’infeccions microbianes
A. Virals (CMV, Infiuenza, Herpes, HIV, etc.)

Parasits (intracellulars i extracel-lulars)

O w

Fongs

&

Bacteris
4, Produccié de citoquines

5. Propietats immunoreguladores
A. Regulacié de la resposta d’anticossos
B. Regulacié de la resposta mitjangada per céllules
C. Ceéldules supressores naturals

6. Involucrament en el rebuig d’empelts allogénics
A. TMO i resisténcia hibrida
B. Transplantaments d’drgans

7. Estats patoldgics
A. Involucrament en el desenvolupament de la MECH
B. Contribucié en algunes formes d’anémia aplastica i neutropénia
C. Potenciacidé de patologia autoimmune | malaities neuroldgiques
D. Contribucié en el desenvolupament de certes formes de diabetis
Referéncia (30)
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Figura 3.A.2.1

Representacid esguematica dels efectes i
altres estirpes cel-lulars

IL-4
IL-1
IFN
TNF
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MOLL D’0S LGG CD3-
IFN
IL-2
IL-1
IFN
CSF = colony stimulating factor
IL = interleuguina
IFN = interferé
MAF = factor d’activaci6é dels macrdfags
TNF = tumor necrosis factor
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REGULACIO DE L’ANK

1. Condicions bioldgigues

La citotoxicitat canvia d’un individu a un altre amb una distribucié
gaussina entre la poblacié. Malgrat les diferéncies interindividuals, cada
persona tendeix a expressar sempre una ANK similar. La resposta NK es
veu influida per diverses condicions fisioldgiques com [|’edat, el sexe
(36), ’exercici. L’ANK té un ritme circadia amb un maxim d’activitat al

mati (4).

Els nivells de citotoxicitat en els primers 4 anys de vida soén
inferiors als de la vida adulta (105). A partir d’aquesta edat I’ANK es
manté fins la senectud (106). Si bé I’ANK es manté en el transcurs dels
anys, la proporcié de céldules CD16* augmenta amb |’edat (45,107). Aquest
augment de cei-lules CD16* manté {a citotoxicitat a la vellesa, en gue hi ha
més CNK, perd sén menys efectives (107). La citotoxicitat a les dones pot

ser menor que en els homes (3s).

En individus normais s’observen increments en la citotoxicitat
immediatament després de [’exercici fisic intens, independentment de
’entrenament. E! maxim increment s’obté a les dues hores per retornar
lentament a la normalitat a les 20 hores. Parallelament s’incrementen el
nombre de ceéllules CD57 i CD16 positives amb disminucié de CD3 i CD4
(108),

Durant !'embaras disminueix e/ nombre de CNK, perd mantenen ia
mateixa capacitat d’unid, lisi i reciclatge (i09). Eils canvis fenotipics de
’embaras consisteixen en increments de la poblacié CD57* CD167, i en el

periode post-part augmenta la poblacié CD57* (110).
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La distribuci® de LGG varia segons els teixits analitzats i, de la
mateixa manera, I’ANK que sén capagos de provocar. Les mostres amb
més reactivitat sén les obtingudes de sang periférica i melsa, i tenen
baixa reactivitat les de moll d’os, ganglis limfatics, pulmé | epiteli bucal

(13,60,75),

2. Regulacié per limfoguines i altres substancies

L’ANK  pot ser modificada, augmentada o disminuida, per la
intervencié de diversos factors. En ’apartat anterior s’han exposat les
modificacions degudes a estats fisioldgics. No obstant, un gran nombre
de productes bioldgics poden modificar I’ANK.

L'IFN {a, B, t) és un potent estimulador de I’ANK tant in vivo com
in vitro (11,13). Altres estimuladors de I’ANK sén la IL-1 (111), la IL-2,
productes bacterians, cimetidina (13,112-113), 'a-TNF (111}, La infeccid
viral provoca un augment de citotoxicitat durant el periode de control de
la mateixa (4), probablement per 'alliberament de substancies bioldgiques
com I’IFN. Dintre de les substancies que disminueixen I’ANK estan les
prostaglandines (PGE) (114), la vitamina D, (114-115), nucledtids ciclics
(AMPc), esters de forbol, carcindgens, ciclofosfamida, prednisona,
inhibidors de la sintesi proteica i fosfolipasa (13). També poden inhibir
I’ANK céldules adherents i no adherents (13).

L’IFN augmenta de forma potent I’ANK. L’IFN a i B8 augmenten la
proporcié de céliuies que es lliguen a la diana, sobretot en dianes
sensibles a la lisi per CNK. També augmenta la velocitat de lisi i el
reciclatge de LGG, aixi com la produccié de NKCF (31), Per tant, I'IFN
augmenta el nombre, i’efectivitat i la velocitat de recuperacié de ies CNK
i promou el pas de céifules pre-NK a CNK (13). La majoria de productes
que indueixen la produccié d’IFN provoquen augment de I’ANK. La
patologia humana que s’associa a defectes de produccié d’IFN comporta
una disminucié de I’ANK.
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Un altre potenciador de la citotoxicitat és la IL-2 (18). Els LGG tenen
receptors de baixa afinitat per IL-2 i creixen sota el seu estimul, (112)
jugant un paper fonamental en I’estimuiacié la unié de la IL-2 amb la
subunitat p75 del R-IL-2 (116). La IL-2 indueix la produccié de T-IFN i
millora la lisi incrementant la cinética (18). La IL-2, a part de potenciar
{"ANK, estimula ia producci¢ d’ADN i la divisid celiular, cosa que no
s’observa amb P'IFN (117). L’estimulacid de les CNK via CD16 provoca
’augment de receptors per la IL-2 (112).

L’a~-TNF augmenta la citotoxicitat de les dianhes NK-sensibles i les
NK-no-sensibles (111). L’efecte del TNF sobre I’ANK es potencia per
’associacié amb dosis baixes d’'IL-2, possiblement perque fa incubacid
amb TNF provoca ’aparicié de receptor per la IL-2 o les céllules CD16*Y
(111). La milloria en la lisi produida pel TNF no és deguda a la lisi directa
de |a diana per la substancia ni per augment en ’expressid de LFA-1, per
tant {'efecte del TNF sobre I’ANK pot ser produit directament per la
citoquina o per facilitar 'accié de fa IL-2 (111). La IL-1 potencia I’ANK
per interaccid amb la diana i per induccié de molecules d’adhesié a diana

(111},

Les estructures moleculars involucrades en |’activacié de la CNK no
estan perfectament definides. No obstant, I’addicié d’AcMo anti-CD2 (118)
i anti-CD16 (118-120) provoguen {’estimul de la CNK i s’assisteix a un
augment del calci idnic intracellular, increment de la capacitat citotdxica
i produccié de citoquines. Moretta et a/ (54) defineixen una nova molécula
de 55-58 KDa a la superficie dels limfocits NK, reconeguda per I'AcMo
GL183, que estimuia els mecanismes de lisi de ies CNK i a més és capag
d’exercir una funcié reguladora de la citotoxicitat. Els ganglidsids també
tenen un paper regulador en la citotoxicitat. Els ganglidsids de les
cellules diana poden actuar com estructures de reconeixement per la CNK
i, d’altra banda, durant el creixement tumoral els ganglidsids sérics
poden inhibir les CNK contribuint a debilitar ia seva funcié antitumoral
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de les CNK (121).

La inhibici6é de I’ANK es pot produir a nivell del reconeixement de
la diana, de la unié amb la diana i dels esdeveniments postunié (13). La
majoria d’inhibidors actuen després de la unié amb la diana (PGE, cAMP)
(13), Entre les substancies que inhibeixen la unié estan I’EDTA, els esters
de forbol i les proteases (13). La incubacié amb la diana produeix
’exhauriment de la CNK per depleccié dels granuls o bé per la produccié

d'una substancia que disminueix la lisi (112).

3. Regulacié cellular

El natural killer stimulating factor (NKSF) és una glicoproteina de
70 kDa sintetitzada pels limfdcits B estimulats. El NKSF permet la
proliferacié continuada de clones NK (122), provoca la sintesi de T~IFN per
part dels LSP | augmenta la citotoxicitat natural, essent I’estimulador més
potent dels LGG CD16*CD3".

L’abséncia d’ANK en mostres de moll de |'os és deguda a la
preséncia de cellules adherents que inhibeixen la citotoxicitat i no
apareixencara que s’afegeixin substancies estimuladores de I’ANK (IL-2,
B-IFN) (123). L’efecte celdular inhibidor sobre I’ANK també s’ha observat
en poblacions purificades de SP. Les célilules responsables de {a inhibicié
son monodcits que han d’actuar en un medi que contingui IL-2 (124).

La interrelacidé de les CNK amb ia resta de poblacions celdulars
també s’ha observat a 'analitzar els canvis d’ANK en incubacions de CMN
total de SP, de poblacié T | no-T aillades. Mentre que la incubacié de la
CMN provoca I’abolicié de I’ANK, fa incubacié de les poblacions aillades no
modifica I’ANK (125).
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4. Bases genetiques

L’activacié de les CNK provoca una série de canvis en el genoma
d’aquestes cellules. Després de I'estimulacié de CNK per mitja de IL-2 o

IFN s’observa un rapid augment d’ARNm del gen c-myb, que estaria
involucrat en la regulacié de I’TANK (117,
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MECANISMES DE LISI DE LES CNK

La lisi que provoquen les CNK requereix que s’acompleixin una série
d’etapes: i) reconeixement de la diana, ii) adhesid, lii) dispar de la CNK,
iv) activacio i reorientacié de les organeles citoplasmatiques i granuls,
v) secreci6, vi) unié dels factors alliberats a la diana, vii) canvis a la
diana, viii) mort de la diana i ix) reciclatge de la CNK (12s).

Encara no es coneixen amb tota la seva amplitut els factors i
estructures involucrats en el procés de la lisi. Una de les principals
incdgnites és el mecanisme de reconeixement que utilitzen les CNK. No
reconeix per Ig, ni mitjangant el complex RCT, ni per molécules del SMH
(127), No obstant, la preséncia de B2-microglobulina s’ha relacionat amb
la sensibilitat per la lisi NK (128) aixi com canvis en |’expressié en la regié

HLA del cromosoma 6 (129).

Darrerament s’estd avangant en el coneixement de! receptor de la
CNK. Aix{, Ortaldo et af han descrit la creacié d’un AcMo gue reconeix una
estructura de 80 kD present en els LGG i que bloqueja fa unid i la lisi de
la cellula diana. E| pretractament amb aguest AcMo provoca la sintesi de
T-IFN (Herberman89 221-225). Per tant aquest AcMo (anomenat No. 36)
acompleix les caracteristiques funcionals (reconeixement i sintesi IFN)
necessaries per a ser el receptor de CNK. En el mateix sentit Harris et a/
(130) han descrit dos AcMo (5C6, 6D3.2) que reaccionen selectivament amb
LGG i gue inhibeixen I’ANK per inhibicié en la formacié de conjugats amb
les céllules diana. Aquests AcMo reconeixen unes estructures de 43 i 38
kD respectivament a la superficie dels LGG. Per tant, pel que s’acaba de
mencionar es veu fa progressié en la recerca del receptor de CNK, si bé
els resulitats dels dos grups de treball no sén concordants en la
hipotética estructura receptora. Bergelson et a/ (121) i Kay et al (131)
involucren els ganglidsids com I’estructura de reconeixement de la diana.
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Un cop s’ha reconegut la diana es produeix la unié amb la mateixa.
En la unié juguen un paper fonamental les molécules d’adhesié del grup
LFA com el CD2 (receptor per LFA-3), el CD11b (compenent LFA-1).
Recentement s’ha demostrat que el CD56 és una isoforma de la molécula
d’adhesié neural (N-CAM) i que esta involucrada en la unié amb la diana
(132) {figura 3.A.2.2). Després de la uni¢ s’ha de produir el triggering
de la CNK. Les molécules involucrades en aguest pas tampoc sén totalment
conegudes. No obstant, a la superficie de la CNK existeix una molécula de
48 kD que podria ser responsable d’aquest efecte (126). Les senyals
transmembrana generades per la unié produeixen un augment del
metabolisme fosfatidilinositol a les CNK, possiblement per mitja de la
proteina-quinasa C (PK-C), un flux de Ca?* i K* (133), reorientacié dels
granuils i alliberament de diverses substancies litiques contingudes en

els mateixos.

L’estudi del FCTR (CD16) ha mostrat que estd ancorat a la membrana
cel-lular per grups fosfoinositol. Per aguest motiu és idgic que quan
s’uneix una substancia al CD16 s’observi un augment en el metabolisme
fosfoinositol celdular (118,120). En consegleéncia, el tractament de les
dianes amb fosfolipasa especifica per metabolisme del fosfatidilinositol
condueix a una disminucié de la sensibilitat de la diana per la lisi NK
(134), No obstant, I’estimulacié de I’ANK via el CD16 ha donat resulitats
dispars gque s'han interpretat per I’estimulacié de diferents epitops de
la moiécuia o per participar altres determinants antigénics com el CD2

(135-138),

La capacitat de lisi deis LGG abans de [’estimul amb citoquines esta
directament relacionada amb la quantitat de ARNm que codifica perforina
(87)., Les subtancies alliberades per I[’estimulacié de la CNK, com per
exemple el NKCF, provoquen la destruccié de membranes liposomals de la
diana per digestié dels components lipidics (139),

A més del mecanisme de necrosi celiular per abocament de
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substancies citotdxiques, s’ha descrit |’apoptosi de la diana o mort
ceklular programada com un altre mecanisme de lisi utilitzat per les CNK
(140), Entre altres fets, esta substentat per {a preséncia de desintegracié
nuclear molt abans que s’observi lesi6é a la membrana cel-lular, i també,

pe! fet gue el fraccionament en [’ADN de la diana té el patré caracteristic
de ’apoptosi.
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Figura 3.A.2.2

Molécules de la superficie celMular de la CNK | de la celiula diana que
participen en la lisi
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ICAM = intercellular adhesion molecule
R-alFN = receptor per I’a-IFN

R-IL-2 = receptor per la IL-2

LFA = Jeucocyte functional antigen

N-CAM = neural cellular adhesion molecule

Lindemann et al (141)
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LES CNK EN SITUACIONS PATOLOGIQUES

A. PATOLOGIA NO HEMATOLOGICA

1. Neoplasies

La CNK és la primera linia defensiva contra el desenvolupament de
metastasis i creixement tumoral, essent un factor prondstic independent
per la sobrevivéncia lliure de metastasi en tumors sodlids (4). L’ANK en
malalts cancerosos té, a més a més, valor prondstic en ia prediccié de
recaiguda i resposta al tractament. Molt abans de la deteccié de la
metastasi s’obtenen valors persistentment baixos d’ANK. Per tant, la
determinacié de I’ANK pot ser important en els estudis i el control deis

malalts amb neoplasia.

S’ha considerat que els tractaments quimioterapics i radio
provoguen una disminucié de I’ANK, si bé els trebalis inicials no incioien
els controls correctes ni el seguiment adequat dels pacients per poder
assegurar-ho. Per tant sén necessaris estudis controlats per veure
’efecte que el tractament té sobre I’ANK (4).

La introduccié de tractaments que inclouen I’administracié de CKAL
(cél.lules killer activades per limfoquines) i I'obtencié de remissions amb
aquesta terapéutica en malalts que no han respost a altres esquemes posa
de manifest la importancia de I’ANK en el control de les neoplasies, i déna
motius per augmentar els coneixements sobre I’efecte que la terapéutica

anticancerosa té sobre les CNK,
2. Malalties conductuals.

S’han descrit una série de quadres clinics relacionats amb
alteracions de les CNK (4,142-143), El tret anamnétic més caracteristic dels
mateixos és asténia, debilitat general i tendéncia a quadres psiquiatrics
depressius i infeccions viriques. Analiticament, la sindrome de "baixa
ANK" (142) té un nombre normal de CNK detectades mitjangant AcMo, perd
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la citotoxicitat és baixa, mentre que a la sindrome "de fatiga cronica”
(143) |la disminucié d’ANK va lligada a una disminucié del nombre de CNK,
En poblacié aparentment sana la deteccié de forma reiterada d’ANK baixa
s’associa amb els trets descrits abans (fatiga, infeccions viriques). Per
tant, la determinacié de I’ANK en poblacidé normal pot detectar una
subpoblacié amb més risc d’emmalaltir (4).

3. Malalties autoimmunes

L’estudi de I’ANK en les diverses collagenopaties i altres malalties
de patogénia auctimmune ha mostrat que tenen diversos defectes en la
pobiacié NK. Per exemple, en el lupus eritematds sistémic avancgat les CNK
responen menys a la IL-2, mentre que en la sindrome de Sjtgren

s’observa una resposta alterada a I’a-IFN (4,144-148),

La diabetis tipus I pot ser causada per diverses infeccions virigues.
En la diabetis tipus I existeix una disminucié de i’ANK comparada amb el
tipus II i la poblaci® normal. La disminucié de I’ANK sembla estar
condicionada de forma genética, ja que en bessons idéntics que no
presenten malaitia existeix també una disminucié de I’ANK (4).

4. Sindrome de la immunodeficiéncia adquirida

La infeccié pel virus de la immunodeficiéncia humana (VIH) provoca
un estat d’immunodeficiéncia a! destruir, basicament, la poblacié
limfocitaria CD4* i infectar els monocits. Els malalts de sindrome de la
immunodeficiéncia humana (SIDA) i complex relacionat amb la SIDA tenen
disminuida I’ANK. La disminucié de I’ANK és present en malalts amb
complex relacionat amb la SIDA ¢ amb SIDA instaurada, mentre que els
infectats asimptomatics tenen una ANK normal (148). La distribucié
fenotipica dels limfocits de sang periférica mostra una disminucié

progressiva dels iimfocits CD4*, T i natural killer (7s), aixi com una

ctx
important disminucié en el nombre de cétlules CD57* en ganglis
d’individus amb complex relacionat amb la SIDA (150). Recentment, s'ha

demostrat que la CNK és infectada també pel VIH (so-81).
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La causa de la baixa ANK en malalts infectats pel VIH no esta
completament aclarida, perd sembla mulitifactorial. S’han descrit anomalies
en el reciclatge celdular (78), alteracions en el citoesquelet, escassa
resposta a fa IL-2, menor produccié d’aquesta citoquina, infecci¢ de les
CNK pe! VIH i un efecte competitiu entre la gp120 del VIH amb els
receptors pel VIP (péptid intestinal vasoactiu) en els LGG (s80-81).

5. Immunodeficiéncies congenites

Dintre de les immunodeficiéncies humanes congénites I'espectre de
defectes celdulars és molt ampli (25), Es poden afectar totes les linies
(granulomonocitaria, limfocits B, T i NK), linies aillades o combinacions
d'elles (25,'51). El déficit d’ANK pot acompanyar als limfocits (B i/o T)
(SISC), a la seérie granulomonocitica {Chediak-Higashi i déficit de

glicoproteines) o constituir ur defecte aillat (26).

B. PATOLOGIA HEMATOLOGICA

1. Aplasia meduldar i eritroblastopénia

En una proporcié considerable de malalts amb AMG existeix una
disminucid de I'ANK en el moment del diagndstic (152-154). El nombre de
LGG sembla diferir poc del nombre normal, si bé s'hi observen pocs
granuls. L’estimulacié amb IL o IFN provoca un augment en 'ANK. La
distribucié fenotipica de les CNK mostra una disminucié de la fraccié
CD16*. La recuperacidé hematopoeética després del tractament amb gliobulina
antitimocitica (ATG) s’acompanyava de la recuperacié de I'ANK (152). No
s’ha trobat cap factor séric gque inhibeixi I'ANK en aquests malalts

(152-153),

L’estudi de {’ANK entre eis membres d’una familia afecta d’aplasia
de Fanconi va mostrar una reduccié en |’ANK en la majoria dels membres,
presentant algun d’ells alteracions en la resposta a la IL-2 i I'IFN,

postulant que la baixa ANK pot ser un defecte intringec de la malaltia
(155),
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L’eritroblastopénia adquirida és una entitat poc freqlent en la que
es creu participen mecanismes autoimmunes. Estd descrit un cas
d’eritroblastopénia adguirida amb una elevada proporcié de LGG,
citotoxicitat elevada i inhibici¢ selectiva de la formacié BFU-E i CFU-E en
mostres aldogéniques per part dels LGG de la malalta (15e). ’

2. Sindromes mielodisplasiques

L'ANK en pacients afectes de quadres mielodisplasics esta
disminuida respecte de la poblacié normal sense gue la disminucié s’hagi
associat amb cap caracteristica de la malaltia ni forma evolutiva (157).

L’estimul amb interferd no normalitza I’ANK (158).
3. Leucémia aguda (LA) i leucémia mieloide cronica (LMC)

La determinacié de I’ANK en el moment del diagndstic d’una LA
mostra valors molt baixos (153-154), La remissié de la malaltia provoca
’augment i normalitzacié de I’ANK, que s’altera de nou guan té lloc una
recaiguda (153). Sorskaar et a/ (158) constaten una normalitzacié de I’ANK
després del primer mes de remissié completa (RC), mentre que en estudis
previs de Matera et a/ (1s0) realitzats en un grup de pacients amb LA,
I’ANK només era normal en dos malalts amb una RC molt llarga. Els nens
amb LAL presenten unes xifres de limfdcits CD16+ i CD57+ normals durant
el tractament de manteniment encara gue I’ANK és inferior a la dels nens
fora de tractament (1s1). L’ANK obtinguda de MO en nens amb RC
prolongada és superior a la dels nens control, aixi com també és més
elevada la proporcid de limfdcits CD16* i CD57* (159). L’estimulacié amb
IFN augmenta o normalitza I’ANK dels pacients amb LAL (159,161),

A la LMC I'ANK també es troba disminuida (154,162-163). AQuesta
disminucié es troba en totes les fases evolutives de la malaitia (163). En
fase cronica existeix un nombre normal de limfocits CD16*, existint per
tant un defecte intrinsec de les CNK. En la fase d’acceleracié i crisi
blastica la disminucié de I’ANK pot estar influida per la preséncia de
blasts entre les céllules efectores. L’estudi de la poblacié NK en
individus amb LMC tractats amb IFN no han permés relacionar i’efecte

- 49 -



revisicé bibliografica

beneficiés d’aquest farmac amb una millora en fa funcié NK (1s2z).

4, Transplantament de moll d'os

Les CNK sdn les primeres que es recuperen en el moll després d’un
TMO (164), i la seva recuperaci® sembla necessaria per 'empelt de la
medulla infosa. Les CNK semblen contribuir a fa sintesi d’immuno-
globulines, de factors afavoridors de! creixement i diferenciacidé de
céllules hemopoétiques i contribuir a 'eliminacié de celiules infectades
per virus (4). Un nivell elevat de citotoxicitat en el periode immediat
post-TMO s’ha relacionat amb una menor freqléncia d’infeccions per CMV
i una millor superacié de les mateixes (165). En els TMO realitzats per
processos neoplasics, 'efecte antileucémic estd mediat per les CNK
(4,166-167), La relacid entre la MECH i [’ANK és controvertida: en uns
estudis no es troba cap relacié (153;, mentre que en altres es troba
relacié entre els nivells elevats d’ANK en el post-TMO i la preséncia de
MECH (103-104).

5. Malaltia de Hodgkin {(MH) i limfomes no Hodgkin {LNH)

L’ANF. en el moment de! diagnostic de malaltia de Hodgkin i a I’'inici
del tractament és baixa (168-169). L’ANK va augmentant amb el tractament
fins normalitzar-se quan s’assoleix la RC, mentre que en els pacients que
no responen al tractament I’ANK va davailant (1e9). El defecte en I’ANK
sembla més greu en estadis avangats (III i IV) respecte d’estadis inicials
de la malaltia, i en els pacients que tenen simptomes B (170). L’estimulacié
amb IFN normalitza IPANK d’aquests malalts (170). La xifra de CNK,
identificades pel CD11b, esta disminuida en els pacients amb malaltia de
Hodgkin (171). A nivell esplénic, I’ANK de les melses afectades pel limfoma
és més elevada que la de melses no infiltrades (172), i aquestes sén més
citotdxiques que les melses extretes per traumatisme (173).
Comparativament, els nivells de citotoxitat de meises infiitrades per MH
s6n més elevats que en les infiltrades per LNH (172). Aquestes trobalies
no tenen una explicacié evident.
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Els pacients amb LNH tenen una ANK disminuida en el moment de!
diagndstic que es normalitza en la RC (4,168). De forma paraldela, la xifra
de céllules CD56* a la SP en situacions de malaltia activa és baixa i es
normalitza a I’obtenir la RC. A més, una reduccié important en el nombre
de limfocits CD56* precedeix la recaiguda limfomatosa (174). Els estudis
immunoarquitecturals dels ganglis afectats per LNH han mostrat una
relacid entre el percentatge de céllules amb marcadors de proliferacié
(CD71, CD38) i la infiltracié per limfocits CD57* en LNH de baix grau i de
grau intermig. La relacié es perd en LNH d’alt grau (175-176). Eis LGG dels
pacients lisen les céllules tumorals autdlogues, mentre gue ia CMN és
incapag d’aguesta funcié. Aguesta diferéncia sembla deguda a !'efecte
inhibidor dels mondcits en ['accié de les CNK (177),

6. Sindromes limfoproiiferatives croniques de linia B

En aguest apartat no farem referéncia a la LLC-B, que s’exposara
més Hargament en un altre apartat. La majoria d’estudis sobre les CNK
s’han realitzat a la tricoleucémia. L’ANK a SP dels malalts amb
tricoleucémia esta disminuida (34,178-180). Ef motiu pel qual estd reduida
PANK a la tricoleucemia no és clar. Uns autors involucren la disminucié
de la uni¢ amb la ceéldula diana (178); altres creuen que és secundari a
una disminucid en el nombre de CNK (34,180) | uns darrers pensen gue
existeix un defecte intrinsec en les CNK dels pacients amb tricoleucemia
(181), L’ANK es restaura de forma parcial amb la incubacié amb IFN
(178-1738), Fenotipicament, la proporcié de limfdcits CD57* entre els limfocits
no-B és més elevada que en controls, mentre que els CD16* estan
lHeugerament disminuits (178). L’alteracié en I’ANK és més evident en
pacients amb una elevada proporcié de tricoleucdcits a SP (179), | s'ha
descrit correlacié entre I’estabilitat de la malaltia i els nivells d’ANK
(182), Els tricoleucdcits sén insensibles a 'accié de les CNK i de les
céllules LAK i, per tant, és dificil atribuir el benefici obtingut amb el
tractament amb IFN per la millora en ’ANK que provoca (179,183-185),
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7. Sindromes limfoproliferatives T i NK
a. Leucémies agudes

En els Gltims anys s’han descrit diverses LAL amb caracte-
ristigues morfoldgiques, fenotipiques i, en ocasions, funcionals que
corresponen a CNK (186-189). La freqléncia de LAL amb marcadors
NK o amb ANK oscilda entre el 10 % i el 14 % (187-188). La preséncia
de trets NK s’ha associat amb caracteristigues de pitjor prondstic
(major edat, leucocitosi i infiltracié leucémica) (188). No obstant, les
séries s6n curtes i no existeixen prous dades que permetin definir
caracteristiques cliniques o evolutives diferencials en aqguestes
"LAL-NK™.

b. Leucémies croniques

Dintre dels processos limfoproliferatius cronics existeixen
aguells derivats de la proliferaci¢ de LGG (29,180-185). Clinicament es
caracteritzen per {a preséncia de graus diversos de limfocitosi
cronica, granulopénia, anémia i augment dels LGG a SP. Els malalts
poden presentar altres simptomes com eritroblastopénia, neutropénia
crdnica, neutropénia ciclica i artritis reumatoide (180-181). NoO
existeixen uns criteris diagndstics concrets, perd la preséncia de
simptomes o signes de la malaltia amb recomptes de LGG superiors
a 1x10%/L - 2x10%/L de forma persistent durant 3 - 6 mesos permet
el diagndstic de la mateixa (1s0-181). De les descripcions d’aquest
procés patoldgic es poden delimitar dos grans subgrups de prolife-
racions de LGG: un grup CD3* amb reordenament del RCT que cor-

respondria a les proliferacions de limfocits T_, i un grup CD3"amb

x
el RCT en linia germinal que correspondria a limfdcits NK
(29,190,193), Estan descrits casos amb comportament agressiu o
aguditzacions fulminants de processos cronics de LGG (21,57,196-198).
Dels escassos treballs sobre aquesta patologia s’ha descrit ’asso-
ciacié del quadre amb d’altres proliferacions malignes (199), la
produccié de NKCF que explicaria I’ANK que expressen (85) i la pre-

séncia de disfuncié dels limfdcits B amb fendmens autoimmunes (200).
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METODES DE DETECCIO DE CNK

L’estudi de les CNK s’ha d’orientar cap a la guantificacié del nombre
de céllules per mitja d’AcMo anti-NK i la determinacié de I’ANK que
produeixen, ja que I’existéncia d’un nombre normal de CNK detectades
per morfologia o antigens de superficie no té relacidé directa amb la
citotoxicitat que poden desenvolupar (4).

1. Morfologia optica i ultrastructural.

Les CNK estan integrades sota la morfoiogia de LGG i més del 95 %
dels LGG s6n CNK. Per tant el recompte dels LGG en extensions de sang
periféerica déona una primera idea del nombre de CNK presents. La
morfologia dels LGG sembia conservar-se miilor en extensions o
citocentrifugues de sang total que en SCM (33).

A nivell ultrastructural es pot valorar la preséncia de CNK per la
troballa de limfocits granulats, amb activitat su'perﬂcial moderada i la
preséncia de PTA.

2. Citoquimica i immunofiuorescéncia.

Les céllules amb ANK presenten de forma constant tincié amb
guinacrina que pot emprar-se per (a deteccié d’aquest tipus cellular
(201), |’expressi® a la superficie celdular d’Ag especifics permet
guantificar el nombre de CNK d’una mostra, si bé la millor manera de
definir la poblacié NK és I'immunomarcat multiple (CD3"CD56*CD16*) (a1).

3. Assaig de citotoxicitat.
a. Metodologia. De forma majoritaria s’utilitza ’assaig a 4
hores front la linia cellular K562. No obstant |’assaig es pot realitzar

a temps més prolongats de contacte diana-efectora (en general entre
18 i 20 hores d’incubaci6d) i utilitzar altres linies celdulars diana
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(Raji, Daudi, Molt4, etc.). Els resultats de citotoxicitat obtinguts
canviaran depenent de la durada de |’assaig i de la diana emprada.

El periode d’incubacié pot influir de forma important en els
resultats. L’ANK es manté relativament constant en individus sans
(4), La variaci6 en la citotoxicitat obtinguda del mateix individu en
dies subseglents és amplia quan es realitzen incubacions de 4 6 8
hores, mentre que la diferéncia és minima entre els resultats dels
assaigs en incubacions de 16 hores (202). A més, estudis seqliencials
d’ANK en individus sans han permés definir tres comportaments de
citotoxicitat: un primer grup que exerceix una lisi elevada a les 4
hores d’incubacié, un segon grup amb ANK moderada a les 4 hores
i un tercer grup amb ANK baixa a les 4 hores, perd comparabie a la
del primer grup a les 16 hores d’incubacié (202). Les diferéncies en
la citotoxicitat entre els dos periodes d’incubacié sén degudes, amb
tota probabilitat, a que a les 4 hores no tothom ha pogut reciclar
les CNK per lisar noves dianes (202),

S’han descrit metodes per determinar la citotoxicitat sense
utilitzar isdtops radioactius. S’utilitza una substancia fluorescent
i es valora I’ANK per analisi en un citofluordmetre. La substancia
utilitzada s’incorpora al citoplasma de fa céliuia on el metabolisme
cellular la converteix en fluorescent. La poblacié lisada perd la
fluorescéncia i es calcula la cellularitat viable segons la
fluorescéncia que queda (203).

b. Estandaritzacio.

i) Linia diana: L’ANK que efectua una poblacié efectora depén
del temps de cultiu de la linia diana. La citotoxicitat exercida contra
linies cultivades durant 4 dies és superior que la obtinguda en
cultivades tres dies i aquesta sobre la de dos dies de cultiu (202),

it) Proporcié diana:efectora (D:E): La citotoxicitat experimental

varia segons la proporcié diana efectora utilitzada. La citotoxicitat
augmenta quan el nombre de CNK per cada diana augmenta. No
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obstant, la citotoxicitat té un maxim a partir del qual no es
modificara a ’incrementar el nombre de CNK. L’ANK es realitza amb
diverses proporcions ascendents de D:E i s’obté una corba de
citotoxicitat. En les proporcions més petites |'increment de la
citotoxicitat és més gran que en proporcions superiors. Zaretskaya
et al (202) demostren que la proporcié 50:1 esta coldocada en la zona
ascendent de la corba i, que per tant, I’ANK obtinguda pot
modificar-se més faciiment gue en proporcions D:E majors (202)
(figura 3.A.4.1).

iii) Controis. La validesa de cada assaig individual ha de
valorar-se front a un resultat control. Els LSP d’un individu
normal, preferibiement amb ANK coneguda, sén un control valid.
L’ANK de cada individu tendeix a mantenir-se constant amb el pas
del temps i, per tant, ens permetra controlar la qualitat de I’assaig
(4,204), També es pot utilitzar LSP amb ANK coneguda criopreservats
i descongelats com a minim 5 hores abans del seu Us (4,204), Ei valor
de citotoxicitat de o dels controls ha d’estar dintre dels valors
normals per acceptar com valid el resultat de I'estudi.

iv) Calcul de la citotoxicitat experimental. La férmula de calcul
més emprada per determinar ia citotoxicitat d’una mostra és la
seguent:

Experimental - Espontania
citotoxicitat (%)= x 100
Maxima - Espontania

No obstant s’utilitzen altres formules de calcul similars (202),

v) Unitats I[itiques. Eis valors experimentals obtinguts poden
ser transformats en unitats independents de la proporcié D:E per
ajustament dels valors experimentals de les diverses proporcions a
corbes tedriques per meétodes de regressié lineals, no lineals o
plotting (113,204-208), 0 bé calcuiant I’ANK per mL de SP (154). No
existeix una unitat d’expressié acceptada per tothom ni es poden
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comparar els resultats obtinguts en diferents institucions sent a
vegades dificil valorar resultats seqlencials d’un mateix pacient
(204), Per aquest motiu s’ha intentat trobar una forma d’expressié
de Pactivitat litica que sigui proporcional a ’activitat efectora (zo04).

c. Mostra bioldgica.

L’ANK canviara segons la procedencia de la mostra. Com s’ha
exposat en apartats previs, la SP té nivells elevats de citotoxicitat
mentre gue mostres de MO desenvolupen una citotoxicitat nulda.

Tampoc obtindrem la mateixa ANK guan utilitzem poblacions de
LGG més o menys purificades. La citotoxicitat d’un mateix individu
es veu reflectida de forma diferent en cada poblacié segons el
meétode de separacid utilitzat (leucdcits totals, LSP, limfdcits E*, o
altres poblacions purificades) (25,206-209). Per exemple, la poblacié
E* conté aproximadament fa meitat de I’ANK (210). La comparacié
entre ANK d’individus diferents s’haura de fer emprant el mateix
métode de separacid.

La incubacié de la poblacié efectora amb potenciadors,
inhibidors o AcMo pot modificar la citotoxicitat obtinguda, tal com

s’ha mencionat en apartats anteriors.

4. Assaig d’unié a diana

Abans de produir-se la lisi de la céldula diana ha de produir-se la
unié entre la céllula diana i I'efectora. Per analitzar la capacitat d’unié
de la cellularitat efectora s’han descrit diversos sistemes
(34,37,158,171,178,211) que presenten petites diferéncies técniques. Es
barreja la linia diana amb la cellularitat efectora a proprocions D:E
baixes, generalment 1:1, se centrifugen per afavorir el contacte |
s’incuben per un periode variable (de 3 minuts a 30). Finalment, es
resuspén amb molta cura el boté cellular i es compta el percentatge de
limfocits units a dianes.
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LES CNK I GRUPS CEL.LULARS RELACIONATS

Les CNK s’han relacionat amb altres poblacions cel.lulars per la
seva morfologia, tipus de mecanisme de lisi i activitat enfront de céllules

diana. Les ceéldules relacionades sén els limfdcits T les ceéldules LAK i

ctx?’
limfocits T amb morfologia LGG (27,31,46,141,212-218),

Els limfdcits T.,, comparteixen amb els limfocits NK |a morfologia de
LGG i la lisi sense relaci®6 amb molécules del SMH (31,213,215), Aquests
limfocits T poden desenvolupar ANK-like després de I’estimulacié amb IL.
De forma diferencial expressen CD3 i tenen reordenats els gens a/B8 o t/8
del RCT (135). En aquest subgrup T també es detecta I’Ag CD56 amb
preséncia o no d’Ag CD16 (31). No obstant, els limfocits T.,, desenvolupen
la citotoxicitat per mitja del complex CD3/RCT (31,135), Aquest grup
celdular compreén un 5% dels LGG (31). L’eficacia en la lisi és menor que
la dels limfocits NK i, juntament amb el menor nombre, s6n la poblacié
menys important en I’ANK (217), Els limfocits T,, poden lisar la linia diana
K562, es potencien per |’addicié d’IL al medi, perd ni en aquesta ultima
situacié, poden lisar linies de tumors sdlids NK-sensibles (217).

En SP es poden definir 3 poblacions respecte de {’expressié de CD16
i CD56: CD3"CD56*CD16*, CD3*CD56*CD16™ i CD3-CD56+(intens)CD16-. Les
dues primeres poblacions contenen LGG predominant la primera de les
dues, que és la més efectiva en la lisi. L’Gltima poblacié (<2% LSP)
compreén limfdcits grans tant granulats com agranulats, i és capa¢
d’exercir citotoxicitat no restringida al SMH. La seva relacié amb els dos
tipus celdulars anteriors és desconeguda (218).

Les celdules activades per limfoquines (LAK) produeixen, per
definicié, lisi després de |’estimulacié amb limfoquines. L’espectre de
dianes de CNK estimulades i CLAK és molt similar (st). L’activitat LAK esta
mediada tant per limfdcits CD3* com CD37, si bé majorithriament per la
poblacié CD3™ que expressa CD16 i CD56 (31,46,141). El pricursor de les
CLAK no és un sol tipus de limfocit, Els limfdcits CD3™ arriben a la maxima
estimulacié a les 24 hores d’incubacié, mentre que la poblacié CD3* arriba
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al maxim a les 48-72 hores d’estimulacié amb IL-2 (31).gj |a majoria de la
poblacié que provoca l’activitat LAK és la poblacié NK, quins sén els
mecanismes moleculars responsables de [’augment de capacitat litica?.
D’una banda, les poblacions de LGL purificades mitjangant gradients de
Percoll tenen un espectre més ampli de linies diana que ia separacié de
CMN de SP i, d’altra banda, !a citotoxicitat trobada en assaigs de 18 hores
és més sembliant a I’activitat LAK, fonamentant el fet que {'activitat LAK

és deguda a poblacions NK altament activades (46),

Finalment, dintre dels LGG existeix una proporcié petita que
expressa el CD4 i el CD11b (<2 % dels LSP). En el 70 ¥ - 80 % d’ells
expressen CD57, no poseeixen CD16 ni exerceixen citotoxicitat de forma
espontania contra la linia K562. No obstant, després de ’estimulacié amb
IL-2 s6n capaces de produir citotoxicitat (214). La seva funcidé en el
sistema immune i la relacié amb aitres tipus cellulars és desconeguda.
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LEUCEMIA LIMFATICA CRONICA DE LINIA B

La LLC és un procés limfoproliferatiu de tipus clonal. Es el tipus de
leucémia més comu entre els caucasians (219-221), disminuint la seva
incidéncia entre hispanics i presentant-se de forma rara entre asiatics.
La malaltia predomina en persones de sexe masculi i afecta sobretot a
individus de més de 50 anys, perd pot desenvolupar-se a qualsevulia
edat (219-220), La LLC és una hemopatia caracteritzada per "acumulacié i
proliferacid de limfdcits d’aparenga madura, perd immunoldgicament no
plenanent competents (219-220). A la majoria dels casos prolifera una ciona
de limfdcits B i, amb molta menor frequéncia, limfdcits T. L’evoluci6é de la
malaltia ve donada per P'acumulacié d’aquests limfdcits i per ’afectacié
de diferents organs (219-220). La clonalitat pot ser demostrada per estudis
citogenétics, per l'expressié d’un so! tipus de cadena lleugera, per
’analisi del patré de reordenamant dels gens de les immunoglobulines i
I’estudi dels isoenzims de la G6PD (219).

Etiopatogeénia

lLa causa de la LLC no és coneguda (219-220,222), No s’ha relacionat
la malaltia amb radiacions ionitzants ni amb contacte amb farmacs o

agents quimics (223-225),

A la patogenia de la LLC-B s’ha mencionat també I’existéncia de
factors hereditaris predisposants. Déna suport a aquesta hipdtesi la baixa
incidéncia de la malaltia entre la poblacié japonesa (221). A més, no és
infreqUent ’aparicié¢ de LLC-B en diversos membres de la mateixa familia.
En aquests nuclis familiars hi ha més incideéncia de leucémies i limfomes
(221), Els individus aparentement sans de families amb més d’un membre
amb LLC-B presenten diverses alteracions en la funcié dels limfdcits B
(228), Ademés existeix major freqiiéncia de malalties immunoldgiques en els
parents aixi com més predisposicié a neoplasies de ronyé | pell i, en
contrapartida, menys casos de fendmens allérgics entre malalts amb LLC-
B (159). Per tant sembla que a la LLC-B existeixen unes caracteristiques
genétiques que afavoreixen I’aparicié de certes malalties, entre elles la

- 60 -~



revisis bibliograrica

LLC-B. No obstant, en estudis cas-control gque inclouen més de 672
malaits de LLC-B ia majoria dels casos es consideren d’aparicié
esporadica (2z1),

Els retrovirus sén una causa comuna de leucémia en animals i és
’agent implicat en el desenvolupament de la leucémia limfoma T de ’aduit
(LLTA) (219), La LLTA és causada per un retrovirus (HTLV-1) que codifica
una proteina capag d’estimular altres gens celfulars. L’HTLV~-1 també s’ha
relacionat amb la limfocitosi T persistent i la leucémia cronica T. L’HTLV-
2 s’ha relacionat amb algun cas de ieucémia crdnica T (219) i tricoleucémia
T (227)., A la LLC-B la participacié de virus no és tan clara. EI 1981
Gathings et a/ van descriure [|’aillament de particules retrovirals en
cultius de limfdcits provinents de malalts amb LLC-B (228). Aquestes
particules virals es van relacionar amb ’"HTLV-1 per reactivitat creuada
amb anticossos contra aquest virus, perd aquest fet encara no s’ha
confirmat (219). Els retrovirus modifiquen la dinamica celdular quan es
fusiona I’ADN viral amb el cellular, alteren ’estructura o I’organitzacié
de I’ADN o bé afavoreixen I’expressié d’algun oncogen (227), A la LLC-B es
detecta reordenament d’oncogens amb molt poca frequéncia. En processos
relacionats s’han observat reordenament d’oncogens com el bc/-1 entre
la regié d’unié de la cadena pesada de la immunoglobulina detectat en la
translocaci6 t(11;14)(q13:q23) de la leucémia prolimfocitica cronica B (LPC-
B) o el reordenamant de I'oncogen Hu-ets-1 en un limfoma de céllula
petita (227), El paper de virus ADN (virus d’Epstein-Barr,
citomegalovirus) en ’etiopatogénia de la LLC és desconegut. Si bé s’ha
relacionat la infeccié per virus d’Epstein-Barr amb tumors en animais, no
sembla jugar cap paper en el desenvolupament de la LLC-B.

La dificultat en obtenir metafases en els limfocits de la LLC-B ha
dificultat el coneixement de les alteracions citogenétiques de la malaltia.
La incorporacié de mitdgens ha millorat la qualitat del material a estudi.
S’observen alteracions citogenatiques clonals en més del 50% dels malaits
(219,228-230), La majoria afecten el cromosoma 12, 13 i 14, La trisomia 12 és
’alteracié més freqlient en la majoria d’estudis (118,219,220-231), si bé en
algun d’ells I’anomalia més freqient implica el cromosoma 14 (14q+) (232).
La trisomia 12 pot veure’s aillada o acompanyada d’altres anomalies
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citogeneétiques (229-230,233-234), L’alteracié més frequent en el cromosoma
13 és la delecci6 intersticial que afecta la banda 13g14, lloc on se situa
’anti-oncogen del retinoblastoma (230). Altres alteracions citogenétiques
descrites sén translocacié entre eis cromosomes 11 i 14 [t{11q:14q)],
inversions i deleccions del cromosoma 14, deleccions del 6 (6g-) (231),
reordenaments del 17 i 18, delecci® o translocacié compensada del 9
(234-235) j djverses alteracions menys fregients que impliquen altres
cromosomes. Es interessant el fet que en alguns estudis els malalts sense
alteracié citogenetica no desenvolupen alteracions posteriorment, mentre
gue els malalts amb anomalies en van adquirint de noves amb I’evoiucié
de la malaltia (219).

A nivell del cromosoma 12 s’han identificat éls oncogens Ki-ras-2 i
int-1, perd no s’ha pogut demostrar que s’alterin en la trisomia 12 (233).
La translocacié de material genétic entre els bragos curts dels
cromosomes 11 1 14 (111;14)(g13;032) afecta oncogen bc/-1 {(11g13), i les
anomalies que involucren el cromosoma 18 poden afectar I’oncogen bc/-2
localitzat a ta banda 18q22 (233). La proximitat entre el gen de la cadena
pesada de la Ig i I’oncogen bc/-1 que succeeix amb la t(11;14) afavoreix
la hipdtesi etiopatogénica de la disregulaci®é celiular (z18). No sols el
cromosoma 14 presenta relacié amb la sintesi de les immuglobulines siné
gue altres cromosomes alterats de forma frequent a la LLC-B hi tenen
relacié. El cromosoma 2 conté el gen de la cadena lleugera kappa, el 22
de la cadena lleugera lambda Altres alteracions cromosdmiques poden
afectar a oncogens com el c-myc i c-mos al cromosoma 8, el c-Ras-Kirsten
al cromosoma 11 o el c-ras-Harvey al cromosoma 12 (218).

La leucemogénesi és un procés escalonat. Partint d’una fase
"preleucémica” es desenvolupa una leucémia després d’afegir-se noves
lesions externes. Aquest fet és molt evident a la LMC. La LLC-B és un
procés clonal demostrat per les troballes abans mencionades. No obstant,
és més dificil saber si el creixement de la poblacié és regulat pels
mecanismes normals o no. Els limfocits tenen una vida llarga, i la
preséncia d’un nombre augmentat de limfocits pot reflectir un increment
del nombre de progenitors cionals més que un creixement autdnom de les
céllules. Tampoc se sap de forma segura si el limfocit de la LLC-B és una
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subpoblacié diferenciada o bé 'expressié d’una poblacié immadura, rara
en el desenvolupament B normal. La capacitat que té el limfdcit de la
LLC-B per madurar fins a céllula plasmatica després de ser estimulada
in vitro sembla indicar que existeix una dificultat en ia maduracié. Per
tant, la LLC-B podria considerar-se com un estat preleucémic que només
en certs casos es transforma en una leucémia. L’edat avangada deis
pacients conduiria a la mort abans que el procés es pogués leucemitzar.
La progressi6é de la malaltia cap a formes més agressives estd associada
a un increment en les anomalies citogenétiques, de forma simiiar al que
succeix en ia LMC. Per tant, certs factors mutagénics s6n necessaris per
una expressié de malignitat plena a la LLC-B (222),
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ASPECTES CLINICS I IMMUNOLOGICS DE LA LLC-B

1. Incidéncia

La LLC-B representa I'u per cent de les neoplasies i al voitant del
25 % de ies hemopaties malignes. La incidéncia anual se situa prop dels
3 casos per 100.000 habitants (220,236-237),

La LL.C-B afecta sobretot a gent d’edat avangada. Es la leucémia més
comuna en persones de més de 50 anys (219,221,236-237). La mediana d’edat
se situa en els 60 anys (220), si bé al voltant del 25 ¥ dels pacients tenen
una edat inferior als 60 anys (221). La distribucié per sexes mostra un
predomini del sexe masculi (1,5-2:1) (2z0-221), No hi ha diferéncies
d’incidéncia entre blancs i negres (220),

La distribucié mundial de la malaltia no és homogénia. Representa
quasi el 40 » de les leucemies de Dinamarca i només el 2,5 ¥ de les del
Japé. A ies nacions occidentals la LLC és rara en individus d’edat
inferior als 30 anys, amb un increment geomeétric amb !’edat. A [’Africa
occidental existeix una distribucié bimodal de la incidéncia. El primer pic
se situa entre els 40 | 44 anys i afecta de forma predominant a dones, i
el segon pic se situa per sobre dels 70 anys i incideix sobretot entre
homes (221).

2. Clinica

La forma de presentacié de la LLC-B és molt heterogénia. Prop d’un
25 % dels casos s6n asimptomatics i el diagnostic es fa de forma casual
(238), La resta de malalts presenta una clinica insidiosa d’asténia,
adenomegalies o infeccions. De forma menys freqlent la simptomatologia
inicial és diatesi hemorragica o infiltracié leucémica (220).

L’exploracié fisica pot ser normal, si bé en més del 50 ¥ dels malalts

es troben adenomegalies (239). Es poden afectar totes les regions
ganglionars, perd de forma preferent ho fan les laterocervicals i
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supraclaviculars. Es pot palpar esplenomegalia en un nombre no
despreciable de malalts i, de forma menys freqlent, hepatomegalia.

El diagndstic es basa en les alteracions de la sang periférica i moll
de I'os. La leucocitosi amb limfocitosi absoluta és la troballa més
caracteristica. La limfocitosi és variable (15x10°%/L-150x10%/L). L’examen
morfoldgic de SP mostra limfdcits de tamany petit, nucli rodd sense
nucléols amb cromatina condensada formant grumolis. El citoplasma és
molt escas, proporcionant una relacié nucli/citoplasma elevada. Es moit
caracteristica la preséncia d’ombres nuciears produides al trencar-se els
limfocits anormaiment fragils d’aguesta entitat. Entre aquests limfocits
podem trobar iimfdcits més grans, centrdcits, centrobiasts, prolimfocits
o limfdcits d’aspecte estimulat en una proporcié baixa (240).
Percentualment hi ha una disminucié dels neutrdfils conservant-se el
nombre absolut dels mateixos. L’anémia s’observa en un 15 % - 30 % dels
malalts, generalment normocrdmica normocitica, perd quan i’anémia és de
mecanisme immune poden trobar-se esferdcits | policromasia. La
plaguetopénia és menys freqlent (236-237),

La hipogammaglobulinémia esta present en un 10-70 % dels pacients
(219-220,241~242), E| descens pot observar-se en totes les Ig o només
afectar algun tipus (242), Per electroforesi es pot detectar la preséncia
de component monoclonal en el 5§ % dels malalts, perd per técnigues
d’electroforesi/immuno-fixacié es pot detectar en un 25 - 50 % dels
pacients (219). Generalment és de tipus IgM | té les mateixes
caracteristiques que la Ig que expressen els limfocits de la LLC-B.

Els ganglis presenten una infiltracié difusa per limfdcits ben
diferenciats amb algunes cellules més grans (prolimfocits, immunoblasts)
que poden formar nius proliferatius (patré pseudofolicular) o constituir
amplies zones del gangli (patré tumoral) (243-244),

La celdularitat del mielograma estd constituida per una infiltracié
variable de limfdcits amb les mateixes caracteristiques que gs’observen a
la periféria. Generalment la infiltracil6 és superior al 40 % de la
cellularitat meduldar. L’estudi citoquimic de la LLC-B mostra una
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disminucié de la fosfatasa &cida i beta-glucoronidasa (z24s).

La bidpsia de moll d’os pot presentar diversos patrons d’afectacié
per la malaltia i, a ia literatura, es descriuen muitipies sistemes de
classificaci®é histoldgica de ia infiltracid (z4s-256). Des de classificacions
que distingeixen 2 tipus de patré (nodular o difus) (247-248), 3 tipus de
patré: difls, nodular i mixte (250); intersticial, nodular i empaqguetat (246);
difds, nodular | parcial (249), 4 tipus d’afectacié histoldgica amb
infiltracié intersticial, nodular, difussa i mixte (251-253), si bé el patré
mixte en {a classificacié de Rywlin és la combinaci®¢ de noduiar i difus
mentre que en la classificacié d’Hernadndez Nieto et a/ (taula 3.B.2.1) el
patréd mixte és ia combinacidé del nodular i intersticial. Altres grups han
descrit 5 patrons d’afectacié (intersticial, nodular, difus i 2 mixtes que
inclouen els patrons mixtes descrits per Rywlin i Herndndez Nieto et

al)(254,256),

3. Immunologia

L’estudi immunoldgic a ta LLC-B comprén tant estudis funcionals
dels limfdcits B, T i NK com [’analisi del fenotipus dels mateixos. Aquests
estudis han millorat el coneixement dels fendmens clinics i analitics que
presenta aquesta entitat.

a. Limfocits B

El limfdcit B de la LLC-B expressa una escassa quantitat d’Ig
a la seva superficie (219-220,257-258). Generalment expressa cadenes
M, ud i, amb menys freqléncia, cadenes a, T 0 no n’expressa cap
(258-260), | ’expressié de cadenes lleugeres esta limitada a un sol
tipus predominant les LLC-B kappa (63%) sobre les /ambda (30%) o
negatives (7%) (258,260). En la majoria de casos es poden detectar Ig
en el citoplasma celdular (281-262).

Eis limfdcits de la LLC-B presenten diversoe Ag de linia B

(CD19, CD20, CD21, CD24) (257,259). La positivitat pel CD22 és més
variable (257,2683). Tenen antigens del sistema HLA-DR i receptors per
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C3 i la porci6é Fc de la I1gG. Caracteristicament formen rosetes amb
hematies de ratoli | expressen {’Ag CD5 que també és positiu en els
limfocits T madurs (257,260,264-265). Si bé el fenotipus és moit
heterogeni per la resta de grups de diferenciacié, altres marcadors
d’interés s6bn positivitat pel CD23 i la negativitat pel CD25, CD1ic,
CD38, CD10 i FMC7 (257,265-266), Alguns casos de LLC~-B expressen
epitops del grup CD1 (263,267), De forma excepcional s'han descrit
dos casos de LLC-B amb expressidé de CD3 (pan-T) (268).

En individus sans s’ha identificat una petita proporcié de
limfocits B de SP (5-10%), amigdala i centre germinal i zona del
mante! en el foldicul ganglionar amb un fenotipus moit sembiant al
del limfocit de la LLC-B (rosetes M, CD5*, I1gS deébil)(265-266,269),
Aguest fenotipus és majoritari durant la vida fetal. Els limfocits
extrets de corddé umbilical expressen un fenotipus w*6*a’t”
CD19*CD20*HLA-DR*, mentre que el percentatge d’expressié del CD23
oscilla entre el 20 i el 30 %. L’index de proliferacié dels limfdcits de
cordd (Ki67 = 11+4%) és més elevat que els |limfdcits de la LLC-B
(270), Per tant, és possible que la LLC-B correspongui a una
expansié d’aquesta particular poblacié B.

Els limfdcits de la LLC-B tenen escassa ¢ nulda capacitat
d’estimular-se en cultius autdlegs o allogénics (220). S’ha descrit
una motilitat de superficie andmala, una disminucié en la resposta
a estimuls mitogénics com el virus d’Epstein-Barr o els
lipopolisacarids i alteracions en la citotoxicitat celdular per
anticossos (220), La resposta antigénica després de vacunacié esta
disminuida (271).

b. Limfocits T

Els limfocits T dels malalts amb LLC~-B presenten també una
série d’anomalies respecte dels individus sans. Percentualment estan
disminuits, perd el nombre absolut és superior al normal (220,272-273),
L’'increment dels limfdcits T és probablement policlonal. La
distribucié entre iimfdcits CD4 i CD8 a SP estd alterada, ja que
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P’increment de limfocits CD8 és més acusat que el de CD4 i, en fases
finals de la malaltia disminueix el nombre absolut de CD4 (220,273-275),
La subpoblacié CD4*'CD29* (inductora de la coldaboraci6) esta
augmentada, mentre que la subpoblacié CD4*CD45R* (inductora de la
supressié) estd normal en estadis precogos de la malaltia i
disminuida en estadis avangats (273). No obstant, Briggs et a/ (z276)
descriuen un increment en la poblacié CD4*CD45*. La distribuci6 dels
limfdcits CD8 és normal per Vuiller et al (213), mentre que

Terstappen et al/ troben un augment en la poblacié CD8 citotdxica
(275),

La funcié dels limfocits T mostra anomalies, si bé els resuitats
son contradictoris. La resposta mitogénica a les lectines generalment
és normal (220), La literatura aporta dades a favor d’augments (277)
o disminucions (278-281) de ja funci® coilaboradora i augments (2s1-
282) o disminucions de la funcié supressora (283-284), En conjunt,
funcionalment i fenotipica, sembla existir un augment de la funcié
supressora junt amb disminucié de la collaboradora (2s1).

L’analisi de la poblacié T en seccions histoldgigues de moll
d’os de pacients amb LLC-B mostra una escassa infiitracié per
limfocits T i una distribucié andmala de les poblacions CD4 i CD8. En
bidpsies medullars normals el hombre de limfocits CD8 supera als
CD4, mentre que a la LLC-B el patréd és I'invers (285),

c. Limfocits NK

El funcionalisme i el fenotipus d’aquesta poblacié cellular en
malalts amb LLC-B s’exposara més tard.

d. Hipogammaglobulinémia
La hipogammaglobulinémia és un fet molt freqlient en pacients
amb LLC-B (219-220,242), No és coneix el mecanisme que condueix a

la disminuci6 de les 1g (242,285). D’una banda existeixen alteracions
en la poblacié limfocitaria T amb increment policlonal en la poblacié
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supressora (242,285). D’altra banda, els limfocits B normals residuals
responen malament als estimuls antigénics, potser per diluci6é o
altres mecanismes no coneguts (241,285), Altres autors descriuen
alteracions funcionals en la poblacié NK en aquells malalts amb LLC-
B que presenten hipogammaglobulinémia (s4), Finalment, Ila
hipogammaglobulinémia s’ha relacionat amb el grau d’infiltracid
medultar. En aquest sentit, Hijmans et a/ (286) van observar una
gran correlacié entre ei nombre de cél{ules productores d’Ig (IgM,
1gG i IgA) al moll i els nivells sérics que presentaven els malalts.

e. Autoimmunitat

Eis fendmens autoimmnunes sén freqlents en pacients amb
LLC-B. En un 15-30 ¥ de malalts es pot observar una anémia
hemolitica autoimmune. La freqléncia de test d’antiglobulina directa
positius pot arribar al 75 % dels malalts (287). Els anticossos sén
produits pels limfocits de fa LLC-B; generalment sén 1gG d’accié
térmica calenta i poden estar dirigits contra Ag del sistema Rh
(anti-C). En un 2 % dels pacients s’observa plaquetopénia
autoimmune. La neutropénia autoimmune i ’aplasia pura de série

vermella sén fendmens autoimmunes menys freglents (219-220,285),
4. Infeccions.

Les complicacions infeccioses sén freqients entre els malalts de
LLC-B i causen una mortalitat important (2ss8). Les infeccions sén degudes
de forma majoritaria a bacteris. Les infeccions virals i fungiques sén
menys freqlents i generalment relacionades amb la progressié de la
malaltia o el tractament de la mateixa. De forma prioritaria les infeccions
es localitzen a nivell respiratori, urinari i cutani. La
hipogammaglobulinémia és un factor predisposant i afavoridor dels
episodis infecciosos (2e8). Els nivells de gammaglobulina mostren
correlacié amb el nombre d’infeccions patides ’any anterior. La produccié
d’Ac especifics després de la vacunacié estd disminuida suggerint un
defecte en la capacitat de reconeixer I’Ag o una disminucié de la
produccié policlonal d’lg (289). Les alteracions en els limfdcits T o la
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neutropénia noc semblen tenir un paper important dintre de les infeccions
en el global dels pacients (28s8),

5. Diagnodstic diferencial.

La LLC-B ha de diferenciar-se d’altres SLPC per orientar el
prondstic i tractament adequats. Les dades cliniques i exploratdries, aixf
com I’examen basic deis parametres hematoldgics, ens permetran una
primera discriminacié entre les diverses entitats (taula 3.B.2.2). L’examen
morfoldgic de la sang periferica és un element molt important pel
diagndstic diferencial entre les sindromes limfoproliferatives crdnigues
(SLPC). Els limfomes no Hodgkin (LNH) leucemitzats tenen una elevada
proporcié de centrdcits i/o centroblasts a SP, la LPC o la forma mixta
LLC/LPC presenten a la periféria prolimfocits (258), A la tricoleucémia
s’observen célluies de tamany mitja-gran, nucli reniforme, citoplasma
ampli que presenta prolongacions i que caracteristicament té activitat
fosfatasa acida tartrat resistent.

L’estudi immunoldgic ens ajuda en el diagndstic diferencial dels
diversos processos limfoproliferatius. En primer terme ens diferenciara
els processos limfoproliferatius de linia B dels de linia T, i en segon
terme la diferent reactivitat per diversos AcMo ens suggeriran un o altre
diagndstic. Es caracteristica la baixa intensitat de les Ig a la superficie
del limfocit de la LLC-B i 'expressié conjunta de AcMo de iinia B amb
AcMo del grup CD5. Les SLPC de linia B diferents a la LLC-B tenen una
intensitat d’Ig superior, i generalment expressen FMC7 a la superficie

(257-258),

L.’aportacié de la microscopia electrdnica, la citogeneética, estudi
anatomopatoldgic de moll d’os, gangli i melsa, i estudis microbioldgics
poden ser indispensables per la correcta catalogacié del quadre
limfoproliferatiu (220,257) (taula 3.B.2.2, 3.B.3.3 i 3.B.3.4).
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Taula 3.B.2.1

Patrons histoldgics d’infiltracié meduldar de la LLC-B definits per Hernéndez
Nieto et a/ (253)

NODULAR L’arquitectura meduldar esta distorsionada en algunes
arees de la seccid per formacions nodulars constituides
per limfdcits madurs sense centre clar i d’un tamany
generalment superior al d’'un nddul limfoide normal. La
resta de seccié histoldgica esta constituida per hemopoesi

normal.

INTERSTICIAL Infiltracié limfocitaria d’intensitat variable que respecta
PParquitectura medullar i que substitueix en menor o major
grau !"hemopoesi normal.

MIXTE Combina els trets d’infiltracié dels dos patrons anteriors
{nodular i intersticial).

DIFUS L’arquitectura meduldiar estad completament alterada per
desaparicié del greix i substitucié de !’hemopoesi per

limfocits d’aspecte madur.
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Taula 3.B.2.2
Principals dades cliniques i de laboratori en les leucémies limfoides
croniques
Edat’ H/M Leucocits Ganglis Melsa Pell Altres
10x10%/L %
Limfocits B
LLC 60 2/1 10-200 50 50 5 J tglob.
AHAI
LPC 65 4/1 100->500 25 >90 5
MW 50 1/1 N-<50 30 30 <5 [IgM
LNH® 50 2/1 N->100 90 75 5
TL 50 5/1 <1-100 30 >75 <5 Pancitopénia
Limfocits T
LLC 60 H>M >20-200 50 50 10
LPC 60 H>M 100->500 25 >90 <10
LLTA 40 H>M N->150 90 >50 >50 HTLV-1, [Ca
osteolisi
Lf cutani 50 H>M N->150 >50 10 100
TL 0-60 H>M <Normal 30 >75 -=- HTLV-2
LCT 50 2/1 N->300 10 30 <10 }Jgranuldcits
fenotipus CD8
Edat ‘zEdat mediana en el moment del LLC=leuctmia Timfatica cronica

diagnostic

Hzhome; Dzdona; Nz=Normal
AHAI=-andmia hemolitica autoimmune
Tglob=gammagiobulines

HTLV=human T leukemia virus

LPC=leuctmia prolimfocitica crdnica
M=macrogliobulindmia de ¥Waldenstrom
LNHo=1 imfoma no Hodgkin Teucemitzat
TL=tricoleuctmia

LLTA=Teuchmia 1imfoma T de 1’adult
Lf cutani= lisfoma outant

LCT=Timfocitosi crénica T

Referdncia (220)

-71_



revigis bibliografica

Taula 3.B.2.3

Principals trets fenotipics de les SLPC de linia B

LLC LLC/LPC LPC TL TL-V LCP LF LV LDI
RM ++ + - -/+ - - -/+ - -
IgS +/- +/- ++ ++ ++ - ++ ++ +
IgC +/- +/- + + + ++ - -/+ -
CcD5 ++ ++ -/+ - - - - - ++
CD19 + ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++
CD20 + ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++
CD24 ++ ++ ++ - - - +4+ ++ +4
Cch22me -/+ -/+ ++ ++ ++ - ++ ++ ++
Cb23 ++ -/+ -/+ - - - -/+ -/+ -/+
FMC7 -/+ -/+ ++ ++ ++ - ++ ++ ++
CD10 - - - - - /v ++ - —/+
CcD25 - - - ++4 - - - - -
CD11c - - - ++ + - - -/+ -
cD38 - - - - - ++ - +/- -

LLC=Teucomia Timfatica cronica
Teucémia limfatica
cronica-leucdmia prolimfocitica

LLC/LPC=forma mixta

LPC=Teuchmia prolimfocitica cronica

TL=tricoleucomia

TL-V=tricoleucémia variant

LCP=leuctémia de cd1'lules plasmatiques

LF=limfoma fol-licular

LV=Tlimfoma vellés espidnic

LDI=1imfoma de diferenciacié intermedia
RM=rossetes ratolf{

IgS=immunogliobulines de superficie
IgC=immunogiobulines citoplasmitiques
e=ag de localitzacié membranosa

Referdncia (257)
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Taula 3.B.3.4

Principals trets fenotipics de les SLPC de linia T

cD PL LLTA SS LLe LNH
CD2 ++ ++ + +4 +
CD3 (citopl) ++ ++ ++ ++ ++
CD3 (membr) + + + ++ +
CD5 ++ ++/+ +4+ +/- +
cD7 ++ ~/+ -/+ -/+ +/-
cD25 -/+ ++ -/+ - +/-
cD4*cD8” ++ ++ ++ -/+ +/-
cb4*cps? + -/+ -/+ - +/-
cb4-cDs* -/+ - -/+ ++ +/-
cD4"CD8™ -/+ -/+ -/+ - -/+
CD11b - - -/+ + -
CD16 - - -/+ + -
cD57 - - - + -
PL= Prolimfocitica LLC= Leucémia limfatica cronica

LLTA= Leucémia limfoma T de 1’adult LNH= Limfoma no Hodgkin.

88= S{indrome de Sézary
Referencia (257)
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FACTORS PRONOSTICS A LA LLC-B

L’evolucié clinica dels malalts amb LLC-B és moit heterogeénia. Sén
pacients d’edat avangada que presenten només una elevacié en la xifra
de leucdcits, adenomegalies o esplenomegalia asimptomatica, i amb
fregléncia tenen altres malalties associades. De forma global un grup de
pacients no necessitaran tractament, i sera poc probiabie que fa LLC-B
sigui la causa de mort (fins un 29% en algun estudi (2903). La causa de
mort en els malalts en estadi B i C esta generalment en relacié amb la
LLC-B, mentre que un 50% de les morts dels malalts en estadi A no estan
en relaci® amb la leucémia. En I’evolucié de la malaltia, un grup de
pacients presentaran fracas medullar amb anémia o trombopénia greu,
simptomes constitucionals o simptomatologia limfomatoide. Aquests malalts
poden tenir un curs rapidament progressiu de la malaltia amb medianes
de supervivéncia inferiors als 2 anys. Entre aquest dos grups de
pacients d’evolucié tan diversa se situen la majoria de malalts que
necessitaran tractament al llarg dels anys (=701,

La identificacié de factors prondstics que permetin definir
estratégies terapéutigues Optimes pels diversos tipus de malalt és molt
important. S’han identificat diverses dades cliniques i analitiques que
tenen relacié amb la supervivéncia com, per exemple, I’edat i el sexe. No
obstant, la trombopénia, I’anémia, el nombre d’arees limfoides afectades
sén, per la seva importancia, les variables que s’han inclés en les
principals classificacions per estadis clinics (Rai i Binet). El patré6
d’afectacié a fa BMO, el temps de duplicacié limfocitaria, la preséncia de
cellules no tipiques i dades immunoldgiques també tenen influéncia
prondstica. Tot seguit es descriuen les caracteristiques dels pacients
amb influéncia en la supervivéncia zs0).

Estadis clinics
El 1975, Rai et al rz91) van proposar una classificaci® dels pacients

en 5 estadis segons la preséncia o abséncia d’adenomegailies,
esplenomegalia, hepatomegalia, anémia i trombopénia (taula 3.B.3.1). La
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supervivéncia mediana de l'estadi O i 1 supera els 10 i 8 anys
respectivament. Els malalts en estadis més avancats tenen una sobrevida
mediana cada cop més curta, menor de 7 anys a l’estadi II, de 2 a § anys
a I’estadi II1 i menor de 2 anys a I’estadi IV. A pesar dels cinc grups de
pacients que descriuen Rai et a/, la classificacié delimita un grup de baix
risc (0), un de risc intermig (I i II) i un de risc alt (IITi IV). Els grups
d’alt i baix risc representent un 25 % dels pacients cadascun i el grup
intermig el 50 % restant (o,

Malgrat la seva utilitat, la classificacié de Rai et a/ conté un grup
intermedi amb un prondstic molt heterogeni. Un subgrup de pacients té
una expectativa de vida similar al de baix risc i un altre subgrup com la
d’alt risc.

El 1981, Binet et a/ (. -»¥x) van proposar un nou sistema de
classificacié clinica dividint els malalts en 3 categories (A, B i C) (taula
3.B.3.2). E!l grup en estadi més avangat, aquell que presenta anémia o
trombopénia, té una supervivéncia mediana inferior als 3 anys. La
supervivencia del restant 80 % de pacients depén del nombre de
territoris limfoides afectats clinicament. Binet et a/ consid.eren 5 territoris
limfoides: cervical, axilklar, inguinal (unilaterals o bi), melsa i fetge. Els
malalts amb 2 o menys territoris s’inciouen en |’estadi A (mediana > 7
anys) i el grup amb 3 o més territoris constitueixen |’estadi B {(mediana
< 5 anys). La classificacié de Binet et a/ tampoc resol !"heterogénia

sobrevida del grup B.

El Taller Internacional per la LLC va proposar una integracié dels
dos sistemes subdividint el grup A en A(0), A(I) i A(II), el B en B(I) i
B(II) i el C en C(III) i C(IV). La interseccié dels dos sistemes de
classificacié és incdOmoda i generalment s’utilitza un dels dos sistemes. El
grup cooperatiu francés per 'estudi de la LLC, en una série molt amplia
de malalts, ha demostrat el valor de la subclassificacié de Binet et a/
dintre de la classificacié de Rai (z94-295), D’aquesta analisi es desprén que
el grup A de Binet té la mateixa supervivéncia que el grup 0 de Rai
(proporcié de supervivents als 5 anys de 78 % contra 82 %). A més, la
classificacié de Binet aporta significat prondstic dintre de cada estadi de
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Rai, cosa que no succeix a la inversa (>« =35, L’estadi A inclou la majoria
de malalts de bon prondstic. Dintre de 'estadi I permet delimitar un grup
A(I) amb bon prondstic (78 % als 5 anys) respecte el grup B(I) (62 % als
5 anys). L’estadi II permet subdividir-lo entre A(II) (68 % als 5 anys)
respecte B(II) (38 % als 5 anys).

A part d’aquests sistemes de classificaci®é clinica ampliament
utilitzats s’han descrit altres sistemes d’estadiatge basant-se en dades
cliniques o analftiqgues amb importancia en el prondstic «»sc-92., D’entre
ells destacar el descrit per Jaksic i Vitale (»¢7:, que van dissenyar un
sistema de classificacié atenent a la massa tumoral dels malalts. La massa
tumoral s’obté de la suma del valor de I’arrel quadrada del nombre de
limfocits per nanollitre, el valor en cms. de! diamétre de ’adenomegalia
més gran i e! valor en cms. de 'allargament de la melsa per sota la vora
costal. Quan el valor de la massa tumoral! total (MTT) és >9, la mediana de
superviveéncia és de 39 mesos mentre que si fa MTT és <9, la mediana és
de 101 mesos. Agquest sistema és el millor indicador de la MTT, perd en
carvi és poc utilitzat en [’analisi de les séries., Potser la relativa
dificultat del seu caicul respecte d’altres parametres més simples pugui

explicar el seu baix us.

Limfocits

La limfocitosi té incidéncia sobre la supervivéncia. La xifra de
50x10° /L limfdcits permet dividir els malalts en dos grups de prondstic
diferent (sxc. A més, la distribucié heterogénia de pacients en el grup
de risc intermedi pot dividir-se en dos grups segons la xifra iimfocitaria.
Els malalts amb recomptes < 30x10°/L tenen una supervivéncia similar al

grup de baix risc (301-302).

Les dades morfoldgiques de la poblacié limfocitaria de sang
periférica poden tenir importancia prondstica. La preséncia de céllules
feses (>5 %) a SP s’ha relacionat amb una major incidéncia
d’adenomegalies (307, un percentatge >10 ¥ de prolimfdcits o el seu
nombre absolut influeix en el pronodstic dels pacients (240,304-3051,
Recentment, el grup cooperatiu Franco-Americo-Britanic (FAB) ha
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proposat la definicié de LLC mixta, tipus LLC/LPC pels casos amb un
percentatge de prolimfocits entre el 10 % i el 55 % (z40), El tipus de
cellularitat limfoide que infiltra la BMO, definida com petita, fessa i mixta,
també configura grups diferents de pacients (zs6¢), El grau d’infiltracié
limfoide en ia BMO també permet definir grups diferents (256,

Patré d’afectacié meduldar

La distinci6 de diferents patrons d’afectacié meduldiar ha conduit a
I’analisi de la influéncia de cada patré a la supervivéncia. Estudis
seqléncials de! tipus d’infiltracié meduliar mostren que el patré
reflecteix el procés dinamic de la malaltia i el grau de creixement tumoral
2y, L a majoria d’estudis demostren correlacié entre el patré histoldgic
i la supervivéncia dels malalts cser.z07-305:, Els pacients amb patrons
nodulars o intersticials sobreviuen més que els que presenten un patré
difus. Els patrons no-difusos s’associen a estadis precogos, | el difus a
estadis avangats /oi.s0e-3100, La realitzacié de bidpsies seriades durant
la progressié de la malaltia mostra el canvi de tipus d’infiltracié de patroé
no-difus a difus (soe.305.3110, A més, la preséncia d’un patré difus
condiciona la progressi® de la malaltia r3oe.m1-m1%3, Avui dia s'accepta la
diferent supervivéncia entre els pacients amb patré histoldgic difus i
aquells amb patré no-difus (nodular, intersticial o mixte) (302 No sois
aixd, el patré de BMO sembla ser el millor factor aillat pel prondstic rz03,

si bé en algun estudi no es confirma (x4,

La combinaci®é de la classificacié de Rai o Binet amb el tipus
(no-difis, difus) d’afectacié a BMO permet dividir els pacients en estadi
preco¢ en dos grups de pronodstic diferent (z11.3123),

Cinatica celdular
1. Temps de duplicacié limfocitari (TDL)
L’increment continu de limfocits en els pacients no tractats esta

associat a progressié de la malaitia (303), No sols la xifra de limfdcits o
I’increment en la mateixa influeixen en la progressié, siné que la velocitat

- 78 -



rey 0 brblioos 3508

de duplicacié dels limfdcits delimita 2 grups amb un risc de progressar
diferent, Eis malaits que dupliquen la xifra inicial de limfocits en menys
de 12 mesos tenen un prondstic pitjor que els que el dupliquen després
dels 12 mesos ‘x1%), El valor que té la determinacié del TDL es demostra
per la seva capacitat de delimitar una pobtacié de baix risc dintre dels
grups 0, 1i Il o A i B de les classificacions de Rai o Binet.

El TDL es correlaciona amb [’estadi, la histologia de BMO, la
necessitat de tractament i la supervivéncia (ir:, El valor inferior a 12
mesos té un caracter independent d’altres variables r=15:, La significacié
dels TDL negatius i la seguretat que la determinacié del TDL té el mateix
valor en recomptes »50x10°/L com en els inferiors a aquesta xifra encara
esta per definir.

2. Index de proliferacié

Eis estadis avangats de la malaltia tenen més limfdcits en fase de
sintesi que els estadis poc avancats. La determinacié del nombre de
limfocits en fase S (<1,7x10°/L vs >1,7x10°/L) és valid per separar
poblacions amb diferent risc de progressié i necessitat de tractament
dintre dels grups 0, I i II de Rai (=17, La preséncia d’un major nombre
de ceéllules en sintesi indica més capacitat proliferativa de la malaltia i,
en conseqlUéncia, més agressivitat de la mateixa (2=,

Bidpsia ganglionar

La histologia dels ganglis afectes per LLC-B s’ha analitzat molt poc
com factor prondstic. Raphael et al (244 descriuen 4 patrons segons el
nombre i la distribucié de ceéllules grans dintre del teixit. Els malalts en
estadi C presenten més quantitat de célllules grans que la resta, i en el
grup B llur preséncia sembla definir un grup de pitjor pronodstic. No
obstant, la importancia del patré histoldgic ganglionar no esti ben
definida.
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Immunologia
1. Fenotipus

Diversos estudis han analitzat la influéncia del fenotipus de les
cellules malignes i de la poblacié T residual en el prondstic dels pacients
amb LLC-B. No hi ha dades concluents respecte de si tenen influéncia i,
si en tenen, sobre quins parametres. Els primers estudis van analitzar
Pexpressié del tipus de cadena pesada i lleugera. Ei valor que la cadena
y aillada té en el pronostic és controvertit. Els pacients que expressen
la cadena u estan en estadis més avangats que els que tenen la cadena T
t=ivr o |les cadenes ud (<05, De forma similar, Orfao et al/ ' 3103 troben més
cadena u en malalts amb patrd difus de BMO. En un estudi limitat a
malalts en estadi A el fenotipus u mostra un pitjor prondstic que el ud

i un menor temps lliure de tractament en els estadis 0, I i IT (=73,
En canvi altres grups no troben diferéncies entre el grup ui el ud 1
i, en algun cas, es considera |'expressi® de cadena y com factor de bon
prondstic 7o,

El vaior del tipus de cadena lleugera tampoc no esta establert. Per
alguns autors no influeix en el prondstic (304.%17;, mentre que altres
treballs donen un millor prondstic a ’expressié de cadenes kappa (-,
Han et al (3% van observar un predomini de cadenes lambda en un grup
de malalts en estadi 0 que van progressar. L’analisi de la intensitat
d’expressié de les Ig de superficie també té resultats aparentment
contradictoris, (304> refereixen un pitjor prondstic quan la intensitat
d’Ig és elevada, mentre que en un altre estudi els pacients amb intensitat
elevada presentaven recomptes limfocitaris inferiors a la resta de malalts
(3247, De la mateixa manera existeixen dades contradictdries sobre el valor
de I’expressié de CD23 (32z5-326), CD25 (328-326), FMCT (304.321) | CD9
(310,326), Altres Ag han sigut objecte d’analisi com el CD1, CD21 (263), CD5
(260,3243, CD10 (327), sense que es disposi de dades concluents. Els
pacients amb LLC-B de baixa capacitat de progressié semblen expressar
menor intensitat de CD22, CD23, CD25 i CD71 que els malalts que
progressen (373,
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La poblacié T residual també s’ha utilitzat per diferenciar grups de
risc. El nombre de limfocits CD3 no sembla influir en el prondstic, el CD4
estd significativament disminuit entre el grup 0 i III+IV, mentre que els
nivells de CD8 sén significativament diferents entre els grups A, Bi C

‘72 S'han observat diferéncies en el nombre de limfdcits CD8" entre els

malalts amb malaltia progressiva i aquells amb malaltia estable + . El
guocient CD4/CD8 tampoc sembla tenir importancia prondstica -+ 1@ o
bé s’assozia amb els nivells de IgG i IgA :+ | amb el nombre d’episodis

infecciosos

2. Immunoglobulines

Els nivells d’Ig tenen relaci® amb ’estadi de la malaltia -~ :. Els
nivells baixos de gammaglobulines i Ig influeixen de forma negativa en la
supervivéncia. Els nivells de gammaglobulines <700 mg/dL, d’IgA
<80 mg/100dL, d’IgG <600 mg/100 dL configuren un grup de pitjor
prondstic, Els valors d’IgM no semblen influir. La presencia d’hipolgA té
un valor pronostic independent de {’estadi clinic del malalt, cosa que no
s’observa amb la I1gG ni les gammagliobulines "3, La importancia dels

nivells d’Ig no s’ha corroborat en altres estudis

3. Estudis funcionals

Els estudis funcionals dels limfdcits B o T com indicadors d’un
prondstic diferent sé6n molt escassos. Unicament s’ha vist que els
pacients amb malaltia progressiva tenen més capacitat de sintetitzar IgM
després de 'estimul amb TPA « > i, respecte dels limfocits T, la resposta
mitogénica es relaciona amb nivells sérics baixos del receptor per la IL-
2 que tendeixen a trobar-se més baixos en estadis poc avangats (zz2),

Citogenética
La supervivéncia global deis malalts amb un cariotipus normal és
superior a la dels pacients amb alteracions (230,333), A més, com major

nombre d’anomalies existeixen 0 com més metafases presenten |’anomalia,
pitjor és el prondstic (230), La importancia relativa de cada anomalia és
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controvertida. La trisomia 12 aillada incideix de forma negativa en el
prondstic, perd és significativament més benigne que altres alteracions
(rze-221.3%%  gi bé en algun estudi és I’anomalia de pitjor prondstic :
Les anomalies multiples o les que impliquen el cromosoma 14 presenten
pitjor prondstic r=r=-2n . z2e.737: . Les alteracions citogenétiques sén més
freqlents en pacients amb malaltia activa i en estadis avangats (III i IV)
i en aquells gque han rebut tractament (2.3, Les alteracions
citogeneétiques multiples s’associen amb malaitia activa i amb menor temps
lliure de tractament co=,

Resposta al tractament

La resposta al tractament proporciona un millor prondsticala LLC-
B. L’efecte sobre la supervivéncia és més acusat com més gran és ia

reduccié de la massa tumoral

Altres factors prondstics

L’activitat ribonucleasa H s’ha correiacionat amb els estadis de
Binet, i podria ser Gtil com indicador de la progressié de ia malaltia (3327,
Els nivells sérics de! receptor d’IL-2 sén més elevats com més avangada
estad la malaltia (332, La migracié celluiar dels limfocits a través de
columnes de collagena 3-D difereix dels estadis poc avangats als
avangats. La migracié també estad disminuida en pacients amb malaltia
progressiva (3273, Els nivells d’adenosina deaminasa, fosforilasa nucleotido
purinica i LDH cellular també s’ha relacionat amb diferéncies
morfoldgiques a les LLC-B en estadi precog (335, El volum celdular, els
nivells de receptor per glucocorticoides, els nivells de LDH, canvis en el
patré de glicoproteines de superficie, el nivell de B2 microglobulina i
altres també s’han referit com factors que infiueixen en el prondstic deis
estadis de baix risc (33%-344),

LLC quiescent

Una altra glestié que es planteja en l’estudi de la LLC-B és ia
capacitat per distingir els malalts en estadis precogos que progressaran
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de forma més o menys rapida d’aquells que romandran amb la malaltia
immodificada durant molts anys (220). A la literatura esta descrita una
série de 20 malaits en estadi O sense alteracions citogenétiques i amb
malaitia estable per un periode de 6,5 anys fins 24 anys (326). També
Frisch et a/ (248) descriuen un grup de pacients amb un prondstic molt
bo (patré de BMO no-difus, poca limfocitosi i TDL allargat (buscar si és
TDL o patré d’acumulacié minim a BMO)).

En un estudi recent de Montserrat et a/ (239) s’analitzen els factors
que incideixen en la progressié de malalts en estadi precog. De 134
pacients en estadi A prop del 25 % van progressar amb un risc actuarial
acumulatiu del 31 ¥ als 3 anys. Les dades clinico-analitiques amb
capacitat de predir la progressié van ser: el nombre d’arees limfoides
afectades, el TDL rapid i I’increment marcat de limfocits. L’estudi de la
progressié de 87 pacients en estadi O va mostrar que el 32 ¥ van passar
a I’estadi superior amb un risc actuarial acumulatiu del 28 % als 3 anys.
La variable amb caraicter predictiu va ser els nivells baixos d’Hb. La
supervivéncia dels malalts A(0) i A(I,II) no va ser estadisticament
diferent, perd la mediana del grup A(0) és de 125,7 mesos i de 91 mesos
en la resta. La supervivéncia dels malaits en estadi A esta relacionada
amb la edat i el TDL rapid, mentre que a I’estadi O esta en relacié amb la
limfocitosi elevada i els nivells d’Hb en el nivell inferior de la normalitat.
En aquest estudi, dels 261 pacients de la série global aquells que
complien els seglents criteris: estadi A de Binet, patr6 de BMO no-difus,
hemoglobina > 130 g/L, limfocitosi < 30x10%/L i TDL > 12 mesos conformen
un grup de pacients amb una malaltia particularment benigna (LLC
quiescent) que presenta una supervivéncia similar a la poblacié control
d’igual edat i sexe.

L’any 1989 el Taller Internacional per |’estudi de la LLC~-B (345) va
proposar els criteris de LLC quiescent a partir de les dades aportades
pels grups cooperatius espanyol i francés (taula 3.8.3.3).
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Taula 3.B.3.1

rvaEny Hr&lrowe gy

ESTADIS CLINICS DE LA LLC-B SEGONS LA CLASSIFICACIO DE RAT <

Estadi

Estadi

Estadi

Estadi

Estadi

I

II

ITI

Iv

Limfocitosi periférica > 15x10 /L
Infiltracié de! moil d’os > 40 %

Limfocitosi
Adenopaties

Limfocitosi
Espltenomegalia i/o hepatomegalia (adenopaties + o -)

Limfocitosi
Anémia (Hb<110 g/L)(adenopaties, visceromegalies + 0 -)

Limfocitosi .
Plaguetopénia (pla<100x10 /L) (adenopaties,
visceromegalies i anémia + o -)




Taula 3.B.3.2

ESTADIS CLINICS DE LA LLC-B SEGONS LA CLASSIFICACIO DE BINET

(2o TR

ESTADI A Arees |limfoides < 3
No anemia ni plaguetopenia

ESTADI B Arees limfoides > 3
No anémia ni plaquetopénia

ESTADI C Anémia (<100 g/L) i/o plaquetopénia (<100x10°/L)
Independent de les arees limfoides afectades

Binet et al/ consideren 5 Aarees limfoides: cervical, axiklar i inguinal
independentment de que la seva afectacié sigui unilateral o bi, melsa i
fetge.
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CRITERIS DE DEFINICIO DE LLC QUIESCENT

revisio bibliografica

Montserrat et a/ (239)

IWCLL (345)

Estadi clinic
Hemoglobina
Limfocits
Patré BMO

DL

A
2 130 g/L
< 30x10%/L
No difus

>12 mesos

A(0), A(I)
2125 g/L
< 30x10%/L
No difus

>12 mesos

IWCLL= International Workshop on chronic lymphocytic leukemia

BMO= bidpsia de mol]l d’os
TDL= temps de duplicacié limfocitari
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TRACTAMENT

L’eleccié de la terapeutica a administrar als pacients amb LLC-B
planteja diversos problemes derivats de les caracteristiques bioldgigues
de la malaltia i de I’heterogénia evolucié clinica dels malalts. El primer
punt a considerar és quin és el moment idoni per iniciar la terapeéutica,

i el segon punt quin esquema és preferible.

La quimioterapia actual no provoca remissions clonals estables i, per
tant, ha d’anar dirigida a la miliora de la supervivéncia dels malalts
(346), El conjunt de malalts amb LLC-B té una supervivéncia inferior a la
poblacié general, observant-se la diferéencia més gran en els estadis
avancats (estadi C de Binet) mentre que els malalts en estadis poc
avangats tenen una supervivéncia més semblant a la de la poblacié
general. Aquest fet queda reflectit en els estudis presentats per grups
cooperatius (espanyol i francés) que delimiten un subgrup de pacients
amb una superviveéncia igua!l a la poblaci® general d’igual edat i sexe
(346-347), Considerant aquests fets, els malalts en estadis avangats es
poden beneficiar de protocols terapéutics més agressius que condueixin
a una millora de la supervivencia, mentre que en els pacients amb LLC
quiescent poden assajar-se protocols experimentals orientats a erradicar
el clon malighe (347), A més, el tractament dels malalts en estadi precog
ha de limitar-se a aquells que presentin factors de mal prondstic
(limfocitosi important, temps de duplicacié limfocitari rapid, patré difus
de BMO)(346) 0 bé quan s’observi progressi6é de la malaltia (347).

lLes principals modalitats terapéutiques utilitzades en malalts amb
LLC-B s6n els agents alquilants, corticoides i radioterapia. Com ja s’ha
mencionat, cap dels tractaments actuals no és capa¢ d’erradicar el clon
maligne. L’observacié de remissions completes en el curs d’infeccions
virals suggereix que la modificacié bioldgica que aquesta provoca pugui
jugar un paper important en la remissié. Per aix0 el paper dels
immunomoduladors com agents inductors de RC s’ha de tenir en compte
en estadis precogos de la malaltia (34s).
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1. Quimioterapia

La introduccié del CLB el 1952 va suposar la practica desaparicié
dels farmacs emprats amb anterioritat (220). L’administracié de CLB inclou
dosi de 0,1 a 0,2 mg/kg de pes cada dia, reduint-la quan la malaltia esta
controlada o si apareix toxicitat. També es pot administrar una dosi
superior (0,4-0,6 mg/kg) de forma intermitent amb una periodicitat de 2
a 4 setmanes. Els dos esquemes tenen una proporcié semblant de
respostes (60 %), perd P’administracié intermitent té menys toxicitat

hematoldgica (220,347-349),

{’administracid® de CLB intermitent no sembla donar cap avantatge
en ja supervivencia respecte de la simple observacidé en malalts en estadi
Ii II (350-351), En canvi, la progressi6 de la malaltia als 5 anys d’evolucié
és més elevada en el grup d'observacié que en el grup sota tractament
(77 % vs b5 %) (350-351), E! paper del tractament amb CLB en estadis
avangats no estad encara ben establert. La progressi¢ de la malaltia sota
tractament amb CLB es relaciona amb una supervivéncia pitjor. Per tant,

sembia millor no tractar els pacients fins que la malaltia progressi (351),

La corticoterapia es pot utilitzar per controlar la xifra de leucdcits
i per tractar els fendmens autoimmnues associats. S’observa una reduccié
rapida de! tamany de les adenopaties i visceromegalies amb dosis de 30
a 60 mg/m* de superficie corporal de prednisona. No obstant el
percentatge de remissions és menor que I’obtingut amb altres farmacs.
La seva utilitzacié com Unic agent s’entén quan hi ha trombopénia o
anémia autoimmune o una faita de resposta a altres agents en malaltia

avangada (220,347),

La ciclofosfamida sembla menys efectiva que el CLB, perd ’abséncia
de reactivitat creuada amb ella la fa molt Gtil en malalts que no responen
al CLB (220). La dosi habitual és de 2 a 3 mg/kg de pes diari 0 20 mg/kg
cada 2 o 3 setmanes. El busulfan és actiu contra la LLC, si bé amb menor
poténcia que el CLB o la CFM (220).
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L’eficacia del CLB i dels glucocorticoides de forma aillada va conduir
a l’associacié dels dos agents. Els percentatges de respostes guan
s’empra la combinacié sén superiors, perd la resposta obtinguda no es
tradueix en una prolongacié significativa de la supervivéncla respecte de
fa monoquimioterapia (220). L’esquema intermitent (0,4 mg/Kg oral dies 1
i 2 de CLB i 40 mg/m? ora! de PDN dies 1 a 5, cada 2 setmanes) sembla
més efectiu i és menys tdxic que 'administracid diaria, si bé encara no
hi ha dades concluents al! respecte (220,347-348), Eis pacients no tractats
préviament responen millor a la combinacié, i els malalts en estadis poc

avancats semblen respondre millor que els estadis avangats (347).

En malalts en estadis avangats s’han utilitzat diverses combinacions
de farmacs: vincristina, prednisona i CFM (220), CFM, melfalan i
prednisona (352), CFM, PDN, vincristina i adriamicina (CHOP) (353-354)
cisplati, dexametasona i dosis elevades d’arabindsid de citosina (355),
entre altres. La proporcié de respostes amb els diversos esguemes
poliguimioterapics acostuma a ser superior o igual als obtinguts amb CLB
intermitent so! o associat a prednisona (220,353-354), Per tant, els
esquemes de quimioterapia combinada tenen maxima utilitat en el

tractament de malalts refractaris al CLB (220,352-353),

El grup cooperatiu francés per I’estudi de la LLC ha analitzat de
forma prospectiva ’efecte de I’esquema CHOP en malalts en estadi C.
Aguesta quimioterapia millora la supervivéncia dels malalts respecte de
'obtinguda amb altres esquemes terapéutics (318,351,356). De moment, és
la primera descripcié d’un esquema amb efectes positius en agquest grup
de malalts. No cura la malaltia, perd disminueix la velocitat de progressié

i allarga la superviveéncia.

L’increment de leucémies agudes mieloides després del tractament
amb agents alquilants, amb una incidéncia anua! del 8 ¥ en algun estudi,
junt amb els resultats terapéutics d’aquests esquemes, fan recomanable
deixar-los per fases avang¢ades i malalts refractaris (220,295),

El paper de la quimioterdpia de manteniment en aguesta entitat és
desconegut. El manteniment no és efectiu en malalties relacionades i la
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seva avaluacié correcta precisa de tractaments perllongats (220). En
aguest sentit, Foon et al (z95) refereixen una milloria en la supervivéncia
de malalts en estadi III i IV sotmesos a tractament quimioterapic
prolongat (>18 mesos) (295).

En resum, els pacients en estadis A (0,I) no sembien beneficiar-se
de! tractament respecte de la supervivéncia. L’esquema terapéutic inicial
en pacients en estadi avangats ¢ malaltia progressiva és la combinacié
CLB+PDN sense oblidar els bons resultats obtinguts amb la

poliquimioterapia tipus CHOP en els estadis més avang¢ats (III, IV o C).
(347),

2. Radioterapia

S’ha avaluat ’efecte de la radioterapia corporal total, la irradiacié
nodal total, la irradiacié hemicorporal i altres tipus de radioterapia en el
tractament de la LLC-B (347). L’aplicacié d’irradiacié corporal total en
pacients amb malaltia avancada (de 10 a 40 Gy repartits en dosis de 5 a
10 ¢Gy/d cada 3 dies) permet obtenir unes respostes superiors al 80%
dels pacients millorant la supervivencia en els que presenten resposta
completa (357). No obstanrt, la toxicitat d’aquest régim terapeéutic és
important, i estan lligats el grau de resposta i la toxicitat. A més, la
qualitat de la resposta no és superior a I'obtinguda en tractaments amb
clorambucil. Per tanrt, la radioterapia total pot ser util en algun pacient

en estadi avangat refractari a la quimioterapia.

La radioterapia local s’ha utilitzat quan les adenomegalies

comprometen la funcié d’drgans vitals o quan hi ha lesions doloroses
(295),

3. Altres mesures
L’esplenectomia és especialment atil quan ["andmia Iimmune o
trombopeénia no responen als glucocorticoides; quan existeix pancitopénia

o esplenomegalia dolorosa (220,358). L’esplenectomia no és curativa, perd
millora els parametres hematoldgics dels malalts amb esplenomegalia. El
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prospectius (347,

La leucaféresi s’ha emprat en pacients amb ofegament meduldar, i
major probabilitat de toxicitat per la quimioterapia, observant-se
increments en la xifra d’hemoglobina i plaguetes en alguns d’ells. Malgrat
I’efectivitat individual no és un tractament de primera linia, perd pot ser

util en situacions especials (220).

L’elevada incidéncia d’hipogammaglobulinémia i la seva relacié amb
els episodis infecciosos dels malalts amb LLC-B ha induit I'estudi de
I’aport d’Ig en aquests pacients. L’administracié d’Ig per via
intramuscular ha donat resultats equivocs. L’administracié d’lg
purificades per via intravenosa en malalts amb historia d’infeccions de
repetici® o amb elevat risc per elles ha conduit a una important reduccié

en el nombre d’infeccions i en la gravetat de ies mateixes (295,359),

4. Noves terapeéutiques

A. Anticossos monocionals.

L’efecte terapeutic de la infusié d’AcMo ha sigut investigat per
diversos grups (360-361), La infusié d’AcMo del grup CD5 provoca una
disminucié transitdria en la xifra de leucdcits sense alterar ganglis, moll
o altres drgans afectats (295,349), Els efectes indesitjables sén escassos,
perd el futur dels AcMo en la terapéutica de la LLC-B sembla encaminada
a Padministracié d’AcMo lligats a toxines o drogues citotdxiques o a

’administracid d’AcMc anti-idiotipus en estadis precogos de la LLC-B
(347,349),

B. Interferé
Existeixen encara pocs treballs que analitzin ’efecte de I’IFN en el
tractament de la LLC-B. El protocol que Foon et al/ (362) van aplicar a

malalts en estadis avangats i préviament tractats va donar uns resultats
poc esperangadors. L’administracié d’IFN en malalts no tractats
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préviament en estadis A i B va induir respostes en el 50 ¥ dels pacients
(363), En el mateix sentit, diversos treballs refereixen una disminucié de

la xifra de limfocits en els pacients (estadis 0, I, II) tractats amb IFN
(364-368),

C. Nous citotostatics

Fludarabina

Keating et a/ van assajar |'efectivitat de la fludarabina (9-
B-D-arabinosilfuranosil 2 fluoro-adenina monofosfat) en 75 pacients
de LLC-B préviament tractats (369). La taxa global de respostes va
ser del 56 ¥ amb un 36 ¥ de refractarietat. La supervivéncia esta
en relacié amb la resposta al tractament, sense que {a quimioterapia
prévia tingui influéncia en la mateixa. La fludarabina és efectiva en
malalts previament tractats, obtenint-se una resposta rapida (<3
cicles). Els resultats sén encoratjadors i sén necessaris més estudis
per clarificar el seu paper en la terapéutica de malalts de LLC-B,

tractats previament o no (295,369).

Decxicoformicina

La 2-deoxicoformicina, inhibidor de !’adenosina deaminasa,
s’ha mostrat també activa en malalts amb LLC-B. De 48 malalts
tractats amb aquest agent, 13 van respondre (370).

D. Transplantament de moll d’os

El nombre de casos de LLC-B sotmesos a TMO és moit escas (6
pacients). El TMO es va realitzar en pacients amb malaltia avangada. En
3 casos s’ha assistit a una prolongada supervivéncia sense malaltia i la
resta de malalts van morir (349), Aquests resultats suggereixen que la
radioquimiotergpia intensiva utilitzada en I’acondicionament de!
transplantament pot erradicar la clona leucémica. De totes maneres
aquesta opcid terapéutica esta limitada a un petit nombre de malalts.
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E. Promotors de la diferenciacié

Certes substancies capaces d’induir la diferenciacié in vitro dels
limfocits de la LLC-B s’han assajat com tractament d’aquesta malaltia.
L’acid retinoic no va ser eficag en pacients amb LLC~B i si en malalts amb
LPC-B (349). L’escas nombre de malalts i la curta experiéncia amb ells
obliguen a dur a terme més assaigs per la seva possible aplicacié futura.

B. Disseny de protocols i valoracié de la resposta

L’analisi de fa resposta obtinguda amb els diversos esqguemes
terapéutics s’ha fet mitjangant uns criteris establerts per cada grup. La

falta d’un criteri uniforme, entre altres de:

® !'eleccid dels pacients aptes per a ser inclosos en protocol
(diagndstic acurat de LLC-B, situacions clinigues determinades)
nombre de tractaments previs a I’actual protocol

B la valoracié de cada tipus de resposta (remissié completa -RC;
remissié parcial -RP; progressié de la malaltia -PM)

impedeix una valoracié i interrelacié dels assaigs terapéutics entre els
diversos grups.

Per aquest motiu el National Cancer Institute (NCI)-Sponsored
Chronic Lymphocytic Leukemia Working Group ha proposat uns criteris
estandard que permetin la comparacié dels assaigs entre els diversos
grups investigadors (371). La taula 3.B.4.1 recull els criteris de resposta
proposats pe! NCI. El Taller Internacional per I’estudi de la LLC-B també
ha proposat |’adopcié d’uns criteris uniformes per valorar la resposta
obtinguda (372) (taula 3.B.4.2).
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CRITERIS PER VALORAR LA RESPOSTA AL TRACTAMENT - NCI (371)

Remissié®
completa

Remissié”
parcial

Progressié
malaltia

Exploracié

Ganglis

Fetge/melsa

Simptomes

Sang periferica

Neutrofils
Plagquetes
Hemoglobina
(no transfés)

Limfocits

Moll d’os

Absents

No palpables

Absents

> 1,5x10%/L
milloria > 50 %

> 100x10%/L
milloria > 50 %
> 110 g/L

< 4X10%/L

< 30 % limfdocits

Reduccié 2 50 %
nous ganglis

Reduccid 2 50 %
palpables de nou

> 1,6x10°%/L &
> 100x10%/L 6
> 110 g/L 6

milloria > 50 %

Reduccié 2 50 %

Increment 250 %

Increment > 50 %

—————

Increment > 50 ¥

© La RC requereix tots els criteris durant un periode >2 mesos. Es necessari el mielograma o Jla
BMO per documentar la resposta com completa.

* La RP requereix tots els criteris mencionats per un periode >2 mesos

8 En abséncia d’altres indicis de progressié clinica,

la preséncia de reduccié 2 20 g/L

d’hemoglobina, o una reduccié 2 50 X en el recompte de plaquetes i/0 el recompte absolut de
granuldcits no exclourd la continuitat del pacient en 1’estudi.
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Taula 3.B.4.2

CRITERIS PER VALORAR LA RESPOSTA AL TRACTAMENT - IWCLL (372)

Resposta Criteri

Resposta Completa No evidéencia de malaltia#

Resposta Parcial Canvi d’estadi C a A ¢ B, o d’estadi
BaA

Malaltia estable No canvi en !'estadi de la malaltia

Malaltia progressiva Canvi de estadi A a B 6 C, o d’estadi
BaC.

# La resposta pot ser clinica o clonal. Inclou [’abséncia de signes de
malaltia, fimfocits <4x10%/L, granuldcits >1,5x10%/L, plaguetes >100x10%/L i
aspirat medullar i bidpsia normals. Si és possible s’incloura la normalitzacié
de les pobtacions T i B, de la distribucid kappa/lambdai la preséncia menor
al 25% de limfdcits B CD5*.
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ACTIVITAT NATURAL KILLER A LA LLC-B

L’any 1976, Behelak et a/ van realitzar els primers estudis d’ANK a
lta LLC-B (218y, Van comparar la citotoxicitat provocada peis leucdcits
totals de pacients amb LLC-B front a céllules espléniques de ratoli amb
Ja de controls. L'ANK dels pacients va ser mo!t inferior a la que

expressaven els controls.

E) 1980 Platsouscas et al van analitzar I’activitat litica de 12 malalts
amb LLC-B (373}, Els pacients tenien e! nombre de limfbcits T disminuit
percentualment, perd augmentat en termes absoluts. La citotoxicitat es va
estudiar amb cellules T purificades mitjangant el roseteig amb hematies
de mol!téd tractades amb neuraminidasa (limfdcits E*) i amb limfocits Tt
purificats per roseteig amb hematies humanes lligades amb sérum Ripley,
gue separa de forma especifica els limfdcits amb receptors Fc. L’activitat
litica produida per la poblacié E* o la poblacié Ripley* era inferior a la
normai. El tractament in vitro de la poblacié E* o de la Ripley* amb IFN

augmenta I’ANK sense aconseguir-se ia normalitzacid.

El 1981 Ziegler et a/ van estudiar la capacitat dels limfocits de 12
pacients per produir lisi espontania (217). Els malalts estaven en diversos
estadis clinics i alguns rebien tractament amb CLB i PDN. L’activitat NK
es va valorar front a diverses linies cellulars (K562, Molt4, HSB-2 | P~
815) i van emprar limfdcits purificats (E* o B™). La puresa de la poblacio
testada va osciltlar entre 93 % dels limfocits E* i el 70 % de la deplecci6
amb AcMo. L’ANK dels limfdcits E* dels pacients era molt inferior als
valors control, adhuc en proporcions D:E més elevades. La disminuci6é de
I’ANK s’observava en 11 dels 12 malalts i era independent de |'estadi de
la malaltia. Com que I’ANK de la fraccié E* representa aproximadament el
50% de I’ANK de la CMN, els autors van analitzar la citotoxicitat després
d’eliminar els limfocits B per acci6é d’un AcMo pan B més complement
(limfocits B7). L’ANK obtinguda amb els limfdcits B~ era similar a
I’obtinguda amb la fraccié E*. Un dels pacients va expressar citotoxicitat
amb aquest métode de purificacié mentre que no en posseia amb limfdcits
E*. La baixa ANK observada no semblava deguda a un efecte competetiu
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per part dels limfdcits de la LLC-B amb la Cél.lu[a diana marcada, ja que

el percentatge de limfocits que s’unia a la linia diana no variava amb
’addici6é de limfdcits leucémics. A més, van observar com el percentage
d’unié dels limfdcits dels pacients a la linia K562 era similar a la que
mostren els controils. Per tant la disminucié en I"ANK no podia explicar-
se per una dificultat en la unié amb !a diana. La perliongacié de ’assaig
de citotoxicitat a 18 hores aconseguia millorar, perd no normalitzar, I’ANK.
Finalment, van testar la citotoxicitat provocada després de {’estimuiacié
amb interferd. Dos pacients van millorar de forma notable la seva
capacitat litica, mentre gue els 3 restants practicament no la van
modificar. La reposta a l'interferd es va obtenir en pacients en estadi O

que no rebien tractament.

L’any 1982 Pattengale et a/ (374) van estudiar I’ANK de 16 pacients
amb LLC-B i, en una altra vessant, la sensibilitat a la lisi dels limfdcits
neoplasics per CNK normals. En els estudis de citotoxicitat van utilitzar
cetlularitat provinent de la fraccié E* i algun assaig es va realitzar
després de I'estimulacié amb interferé. En el primer aspecte de ’estudi,
I’ANK dels 12 pacients estudiats va ser inferior a ia control. L’interferd
va augmentar la capacitat de lisi sense normalitzar-la. En el segon
aspecte, la cellularitat neoplasica d’un grup de pacients era lisada per
CNK d’individus sans després de la incubaci®é amb IFN. Aquesta
caracteristica es va relacionar amb la forma estable de malaltia. D’aquesta
manera la lisi mitjana provocada en els limfocits B de 13 pacients amb
malaltia estable era de 12,8 ¥ * 1 enfront del 1 ¥ + 0,4 dels 4 pacients
amb malaltia progressiva.

Foa et al (375) el 1984, en una série de 20 pacients amb LLC-B van
observar també una disminucié en I’ANK desenvolupada per la fraccié E*.
L’interferé va provocar un augment de I’ANK sense arribar als nivells de
la poblacié normal. En contrast amb el descrit per Ziegler et al (217), la
capacitat d’unir-se a la diana dels pacients descrits per Foa et al és
inferior a la normal,
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Més tard, I’any 1984, Kay et a/ (376), coneixent la baixa citotoxicitat
gue provoguen els limfocits dels malalts amb LLC-B a pesar de tenir una
capacitat d’unié normal, van estudiar fa morfologia i el fenotipus dels
limfocits NK. La morfologia de les ceélules que s’uneixen a la linia K562
correspon a un limfécit gran, perd que de forma caracteristica i andmala,
no presenta granulacié atzurdfila. El fenotipus d’aquesta poblacié cellular
és similar a ’expressada pels controls. L’anéalisi de la morfologia de la
poblacié purificada CD11b* o FcR*, antigens expressats en CNK, correspon
a limfocits grans, perd agranulats., La disminucié de I’ANK observada en
els pacients amb LLC-B es va relacionar amb la manca de granulacié
observada en les cellules suposadament efectores. L’abséncia de granuls
no té un mecanisme conegut, perd eis autors proposen dues hipdtesis: i)
la poblacio NK esta en un estadi immadur, ii) la falta de granuls reflecteix
PPestat post-unié normal provocat per un augment de les cellules diana
en els malalts amb LLC-B (el limfdcit neoplasic actuaria com diana

permanent).

Posteriorment, ’any 1986 Alvarez de Mon et a/ (377) van analitzar
Pefecte del t-IFN i de sobrenedants que contenen IL-2 sobre I’ANK de la
fraccié E* de malalts amb LLC-B. L’estudi inclou 26 pacients en diversos
estadis i que no rebien tractament. L’ANK de la fraccié E* és inferior a
la de la poblacid control. La incubaci® amb sobrenedants gue contenen
IL-2 provoca un augment en la citotoxicitat amb un maxim a les 18 hores
d’incubacié. Elf T-IFN provoca un augment de citotoxicitat en els controis
sense observar-se aquest efecte o obtenint un increment minim en els
pacients. Per contra, la incubacié amb sobrenedants que contenen IL-2
provoca un augment significatiu en la citotoxicitat de la fraccié E* dels
pacients. L’increment és més acusat en els pacients sense citotoxicitat
espontania i sense resposta al t-IFN. Els autors examinen la capacitat de
produccié d’IL-2 per part de la poblaci® T dels malalts amb LLC-B per
valorar si la disminucié en I’ANK fos secundaria a una sintesi disminuida
d’IL-2. Els nou pacients examinats mostraven una sintesi IL-2 similar a
la dels controls. Més tard, aquest mateix grup (35) va analitzar I’ANK en
un grup de 28 pacients no tractats en diversos estadis clfnics I 7 malalts
en estadi 0 sota tractament amb CLB. El grup no tractat tenia una ANK
tant de la CMN de SP com de la fraccié E* significativament reduides
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respecte de la poblacié control. En canvi, els 7 malalts tractats
desenvolupaven una citotoxicitat similar a la de la poblacié control (tant
la CMN de SP com la fraccié E*). Els autors van descartar la preséncia
d’una poblacié inhibidora dintre de la fraccié E* dels pacients amb LLC-
B no tractats que expligués la baixa ANK respecte dels grup tractat i
control. Si bé no comparen I’ANK dels malaits en estadi O no tractats i
tractats, si que realitzen la comparacié entre els malalts no tractats
segons l'estadi clinic. No observen diferéncies entre els estadis 0, T i
I1I+11I per la qual cosa s’ha d’inferir que I’ANK dels malalts en estadi 0 no
tractats és significativament inferior a la del grup tractat.

L’efecte de la IL-2 sobre I’ANK en la LLC-B va ser estudiat també
per Kay et al (3v8). L’estudi inclou sis pacients amb poca citotoxicitat
contra diverses linies NK sensibles. El defecte era independent del seu
estadi o de tractament previ. La incubacié amb IL-2 va induir un
augment en la citotoxicitat. L’augment era evident a les 2-4 hores
d’incubaci®é amb una meseta d’efecte a les 24 hores. Aquests estudis es
van completar amb ’aspecte morfoldgic de poblacions de LGG purificades.
El grup de Kay et al havia descrit previament una desaparicié dels
granuls en els limfocits efectors de la LCC-B (376). Després de la
incubacié amb IL-2 es produeix un augment de la granulacié fins arribar
a la normalitat a les 24 hores.

L’any 1987 Khonina et a/ (125) van efectuar estudis de citotoxicitat
en malalts amb LLC-B. L’ANK era inferior a la pots!acié control, perd no
era indetectable com en altres estudis. El comportament de [TANK de la
CMN de controls i pacients no és el mateix. Mentre que en la poblaci6
contro! la incubacié de la CMN, la fraccié E* i la fracci6é no T provoca una
disminucié o desaparicié de I’ANK a les 24 - 48 hores, amb un efecte molt
més intens a la CMN, en els malalts amb LLC-B aquesta disminucié no
s’observa. En contra del referit per Kay et a/ (376,378), Konhina et a/
observen una ANK a la fraccié E™ (29,1 ¥ % 1,5) dels pacients similar a la
que té la fracci6 E* (27,9 % * 2). La pérdua d’activitat NK observada en
els controls durant la incubacié es relaciona amb la interaccié entre la
poblacié T i B, que provoca una diferenciacié de limfocits T | una perdua
de la capacitat citotdoxica. L’alteracié funcional de la poblacié B ala LLC-
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B pot causar !’abséncia d’interaccié i el manteniment de P’ANK., En un
estudi posterior, aquests autors van separar dues poblacions
diferenciades de CNK mitjangant gradients de Percoll. Van obtenir una
poblacié de baixa densitat que no respon a I'IFN i que lisa sobretot
céldules B leucémiques de LLC-B variant (379).

La disminucié de 'AN¥ en la LLC-B ha sigut referida també per
Srskaar et al (183). La purificacié de la poblacié E* provoca un augment,
perd no la normalitza. Consideren que la disminucié en I’ANK és deguda,
com a mimim de forma parcial, a creivement de poblacié leucémica. L’ANK

de! mo!l d’os dels pacierts no difereix de !z dels controls.

Aller e* al :112), motivats per estudis que demostraven 'efecte de
ta cimetidina sobre la funcié limfocitaria | el seu efecte antitumoral en
rates i algur tumor humad, van estudiar les modificacions que el
tractament amb cimetidina per via oral provocava en un grup de malalts
amb LLC-B. La cimetidina es va administrar a 7 pacients amb LLC-B i es
va mesurar la seva ANK en diverses ocasions. L’ANK basal de la fracci6
E* era baixa o indetectable. Als 28 dies de I’administracié de cimetidina
’ANK dels pacients era superior a la basal sense arribar a normalitzar-
se. Els controls mostraven una disminucié en I’ANK al 14% dia d’ingesti6
de cimetidina per retornar als valors basals el 28% dia. La cimetidina no
va provocar un augment del nombre de limfdcits totals ni de la fraccié E
en els pacients ni controls. A I’estudiar I’efecte de la cimetidina in vitro
també van observar diferéncies entre controls i pacients. Aixi, mentre en
els controls la incubaci® amb cimetidina durant 48 hores provoca un
augment de I’ANK, aguest efecte no s’observa en els pacients amb LLC-
B. Els autors creuen que la cimetidina no provoca un augment en el
nombre de conjugats a ia cellula diana ni augmenta la capacitiat de
reciclatge, perd si que incrementa el nombre de conjugats que
condueixen a la lisi.
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FENOTIPUS DE LES CNK A LA LLC-B

En els Gltims anys s’ha estudiat el nombre i el fenotipus de ies CNK
en pacients amb LLC-B, aixi com la distribucié de la resta de poblacions
limfocitaries.

Velardi et a/ (380) van observar un nombre similar de limfocits CD8"
en controls i pacients amb LLC-B. No obstant, el percentatge de limfdcits
CD8* que expressaven CD57 era més elevat en el grup de pacients amb
LLC-B que en el grup control. El nombre absolut de limfocits CD4* a la
LLC-B pot estar disminuit respecte dels controls amb un decrement en
el quocient CD4/CD8. Un altre fet destacat per aquests autors és
Pexpressi6é de forma molt superior a la poblacié normal de CD57 i CD11b
dintre dels limfocits CD4*. A més, els limfdcits CD4* dels pacients amb
LLC-B tenen morfologia de LGG. L’alteraci6é fenotipica de les poblacions
CD4 i CD8 s’acompanya també d’un augment en el nombre absolut de
limfocits CD57* respecte dels controls (589+90/uL vs 179%+24/ul ). Aquestes
alteracions fenotipiques en la distribucié de les poblacions limfocitaries
T podrien explicar de forma parcial el defecte del seu funcionalisme a la
LLC-B. De forma similar, ja ’any 1984 Foa et a/ van observar que el
nombre de limfocits E* que expressaven el CD57 era superior al que tenia
la poblacié normal, independent de I’estadi clinic (375). Més tard, els
mateixos autors (381) van examinar I’expressié de CD16 mitjangant 3 AcMo
(Leu-11, A10, AB8.28) en la fraccié E* en pacients amb LLC-B. De forma
independent de I’estadi clinic el percentatge de limfocits T dels pacients
amb LLC-B que reaccionen amb AcMo que reconeixen el CD16 és inferior
al que s’observa en la poblacié normal (Leuil 2,5%+1.9 vs 13.5%4.,5). Per
tant, existeix una distribucié6 andmala dels limfocits amb molecules
relacionades amb les CNK (131).

En un altre aspecte, Kay et a/ (376) van observar que el percentatge
de CD11b entre limfocits E* i FCR* de pacients amb LLC-B era similar a
la poblacié control, si bé la seva morfologia era diferent. Mentre que en
els controls I’aspecte era de LGG, en els pacients aquests limfdcits eren
grans, perd agranulats.
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Vuillier et al (273) van aprofondir en I’estudi de la poblacié T en eis
pacients amb LLC-B. L’analisi de la distribuci6 de ies poblacions
limfocitaries en 27 malaits de LLC-B va mostrar un augment del nombre
de timfocits CD3, CD4, CD8 i NK comparats amb 47 individus sans.
L’augment de CD8 era més acusat que el de CD4. Dintre de les
subpoblacions CD4 van observar sobretot un augment de la poblacié
CD4*CD29" (inductors de la cotlaboracié) mentre que s’assisteix a una
disminucié de la poblacié CD4*CD45r* (inductors de la supressié) en
I’estadi C. Dintre de les subpoblacions CD8* s’observa de forma preferent
un lleuger increment del fenotipus CD8*CD16°CD11b~ (citotdxic) amb un
lleuger decrement percentual, que no absolut, de la poblacié NK
(CD8% 4yp;,CD16%).

Kimby et a/ (382) també observen I’'increment de limfocits CD4, CDS8,
CD57 i CD16 i P’alteraci6 en el quocient CD4/CD8 en els pacients amb LLC-
B respecte dels controls. Quan analitzen el quocient CD57/CD16 en els
pacients amb LLC-B observen que !augment de limfdcits CD57 és més
acusat, produint un increment en el quocient respecte deils individus
sans. Un aspecte interessant del treball d’aquests autors és I’analisi de
les poblacions limfocitaries en uns pacients afectats de "limfocitosi B
monoclonal de significat indeterminat”. Aquest grup de pacients té unes
caracteristiques clinico-bioldgiques que permeten equiparar-ios ala LLC-
B quiescent. En aquest grup de malalts també existeix un increment dels
limfocits CD4, CD8, CD16 i CD57 respecte dels controls. No obstant,
I’increment de CD8 no és tant acusat, traduint-se en un quocient CD4/CD8
normal. Pel que fa referéncia a les poblacions NK, l’increment deis
limfocits CD16 és molt més acusat, provocant una disminucié del quocient
per sota de la unitat i sent significativament diferent dels controis i dels
pacients amb LLC-B, en els que el cocient és més elevat que en el grup
control. Les diferencies en la distribucié de les poblacions limfocitaries
observades entre el grup de LLC-B i els pacients inclosos sota la
denominaci6 de “limfocitosi B monocional de significat no determinat” pot
contribuir a la diferent evoluci6 clinica dels dos grups de pacients.
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ALTRES ESTUDIS RELATIUS A LES CNK EN PACIENTS AMB LLC-B

A. Hipogammagiobulinémia

Kay et a/ =+ v van estudiar l'efecte dels LGG de pacients amb
LLC-B sobre la sintesi d’1g i la proiiferacié dels limfocits B d’individus
controls., Eis LGG dels pacients van tenir dos comportaments sobre la
poblacié normal: un grup (CD3°CD16") va induir supressi6é en la sintesi
d’Ig i un segon grup (CD3' ~CD16') no va induir la supressié en la
sintesi. Els LGG amb efectes negatius en la sintesi d’'Ig s’havien obtingut
de malalts amb hipogammaglobulinémia, mentre que els no inductors van
ser obtinguts de malalts sense aquesta alteraci6. Per tant, sembla clar
que en un grup de pacients amb LLC-B existeix una poblaci® que exerceix
un efecte supressor sobre la poblacié B normal residual, la qual cosa pot

conduir a la hipogammaglobulinémia.

En un estudi practicat sobre 41 pacients diagnosticats de novo,
Apostolopoulos et al - correlacionen la hipogammaglobuilinemia amb el
guocient CD4/CD8 (amb una xifra discriminativa de 1,1) sense que I’estadi
de la malaltia influeixi en la preséncia de la hipogammagiobulinémia.

B. Regulaci6é de I’ANK pels limfocits B neoplasics

Recentment, Burton et al (4> han estudiat ’efecte de possibles
productes sintetitzats pels limfdcits leucémics de pacients amb LLC-B
sobre la funcié T i NK de controls. E! sobrenedant obtingut després de
cultivar durant 24-48 hores els limfocits B de la LLC-B va ser utilitzat
en estudis funcionals de limfdcits T i NK. E! sobrenedant induia una
disminucié en la proliferacié, en la produccié d’IL-2 i en estimulacié
per entrar en cicle cellular provocat per la PHA. A més d’alterar les
funcions T, inhibeix I’ANK, Aquest efecte inhibitori no s’observa amb el
sobrenedant de cultius de [imfocits B normals ni d’altres linies B. La
molécula o molécules responsables no es coneixen encara, perd sembla que
tenen un pes inferior als 5000 daltons i estructura biogquimica de
ganglidsid (1313,
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C. Reconeixement del |imfocit B neoplasic per la CNK

La sensibilitat dels limfocits B dela LLC-B a la lisi és controvertida.
Pattengale et a/ -+~ = van delimitar un grup de pacients amb célduies
leucemiques sensibles a les CNK, Khonina et a/ - -~ van delimitar dues
poblacions de LGG, una de les quals es capa¢ de lisar els limfocits B
neoplasics de la LLC-B. En canvi, Spitz et a/ - - van uJtilitzar els
limfocits de 37 pacients amb LLC-B i tots van ser resistents a la lisi NK.
El tractament dels limfdcits amb ésters de forbo! o neuraminidasa no e's
torna sensibles a la lisi NK com ho fa amb altres céllules neoplasiques.
En canvi, el tractament amb anti-IgM © amb pepsina converteix els
limfocits de la LLC-B en NK sensibles, mentre que aguest efecte no
s’observa en e!s limfocits B normals. Els autors conclouen que en els
limfdcite de la LLC-B existeixen de forma criptica estructures pe!

reconeixement de la CNK,

D. Resposta als estimuladors de 'ANK

Els estudis duts a terme en pacients amb LLC-B han inclés assaigs
gue valoren la resposta obtinguda després de la incubacié amb agents
estimuladors de I’ANK. Els resultats no sédn plenament concordants, Si bé
els autors que han analitzat {’efecte de la IL-2 estan d’acord en 'efecte
potenciador gue s’obté sobre I’ANK dels pacients ri:.77 =, 'efecte
produit per P'IFN és més variat. Uns autors no troben milloria de "ANK
ambt aquest agent 1171, 7 altres observen resposta només en un grup
de pacients : <, i un darrer grup constata una milloria després de la

incubacié amb IFN - w7

E. Neoplasies secundaries

La incidéncia de neoplésies sdlides en els pacients amb LLC-B és
més elevada que la que presenta la poblacié control. Aquest increment
s’observa tant en neoplasies cutanies com en altres tipus de tumors
malignes (. %7, No es coneix la causa que provoca una major aparicié
de neoplasies en aquests malats. L’efecte del tractament alquilant i I'estat
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d'immunodepressié que comporta la malaltia s’han involucrat en "augment
de segones neoplasies -~ . Degut al seu paper funcicnal en ['organisme,
la preséncia d’una citotoxixitat disminuida en els pacients amb LLC-B s’ha
relacionat, a nivell tedric, amb e! desenvolupament de neoplasies sdlides

i, acdhuc, amb Maparicid de la mateixa malaltia

E' arup d’Apostolopoulos et a/ . , aprofitant I'elevat nombre de
nacients amb LLC-B en estadis avangats que inciou el seu estudi,
analitzen la influéncia dels parametres immunoldgics i la freqgléncia
d’infeccions. Entre els pacients en estadi B i C delimiten dos grups
segons e! nombre d’infeccicns respiratdries anuals que necessiten
d’antibioterapia. Comparen els nivells de gammaglobulines i poblacions
Himfocitaries del grup amb un nombre d’infeccions superior a 5 per any
amb e' grup amb menor nombre d’infeccions. L’analisi univariada déna
com parametres amb significacié sobre les infeccions la xifra de
gammagl!obulines, el percentatge de limfocits CD16 i el quocient CD4/CDS8.
L’analisi muitivariada suggereix gue els parametres amb major poder
discriminatiu sén e! percentatge de CD16 i el quocient CD4/CDE&. Per tant,
fa determinaciz de les pehlacions T i NK en el moment del diagndstic pot
permetre delimitar e! grup de pacients amb més risc de presentar

complicacions infeccioses en ’evolucié.

- 105 -



objectius

OBJECTIUS

Les ceéllules natural killer acompleixen dintre de I’organisme
multiples funcions immunorreguladores. Controlen I’aparicié de neoplasies;
actuen com mecanisme de defensa contra les infeccions | regulen les
funcions de limfdcits B i T aixi com altres céllules hemopoétiques. A la
leucemia limfatica cronica existeix una important alteracié immunoldgica
cue afecta els imfocits B, T i NK, Els estudis sobre ANK a la LLC-B sén,
er genera'!, in vitro sense gue s’analitzin les caracteristigues cliniques
deis ma'alts. Si bé existeix consens en {’alteracié de ’ANK er aquest tipus
de malal*, nc s’ha investigat la localitzacié de! defecte ni el seu significat

prondstic.
Els objectius de 'a present tesi doctoral sén determinar:

1, Pefecte dels limfdcits B a ’ANK

2. ’activitat natura! killer en pacients amb LLC-B.

w

les relacions entre I’ANK | les caracteristiques dels malalts

4, fa influéncia de I’ANK en la supervivencia o progressié de la
malaltia
5. VPevolucié de I’ANK en el transcurs de la malaltia i la

influéncia de ’administracié de tractament alquilant o
immunomodulador.

6. les poblacions NK i T en els malalts amb LLC~B

7. la relacié6 entre les poblacions timfocitaries i les
caracteristiques dels pacients

8. la relacié entre I’ANK i les poblacions iimfocitaries.
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PACIENTS

En "estudi s’han inclés pacients diagnosticats de LLC-B | controlats
a I’'Mospita! Clinic i Provincial de Barcelona. Els criteris diagndstics
utilitzats sén els definits per {"International Workshop on Chronic

Lymphocytic Leukemia

De cada pacient ¢’ha recollit la informacid clirica gque se cita &

continyacio:

1, Edat | sexe

2. Data de diagrodstic de fa LLC-B i calcul de P’interval entre e!

diagnostic i la realitzacidé de 'estudi de citotoxicitat.

3. Dades clinigues a !'inici de la malaltia incloent-hi:
- exploraci¢ fisica: adenomegalies i nombre de territoris,
hepatomegalia, esplenomegalia i altres infiltracions
- estadi clinic segons la classificacié de Rai  »2:

- estadi clinic segons la classificacio de Binet -« =

4. Dades analitiques a l’'inici de la malaltia:
- valors hemoperiférics: leucdcits totals i recompte diferencial,
xifra d’hemoglobina, hematdcrit, VCM, recompte de plaquetes.
- bioguimica: funcié renal, hepatica, LDH, proteines totals i
proteinograma.

- dosificacid d’immunoglobulines

5. Exploracions compiementaries:
-~ grau d’infiltracié limfocitaria en el mielograma
- patré d’infiltracié meduldar =
- tipus de cadena lleugera expressada pels limfdcits
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6. Calcul del temps de duplicacié limfocitari (TDL).

E!l TDL es va calcular en tots els pacients dels que es

disposava com a minim de 3 hemogrames en un periode minim de 3

mesos sense rebre cap tipus de tractament. Ei calcul es va realitzar

per metode de regressi6 linea! «

7. Dades evolutives:

Data de !"UG'tima visita

Data | causa de I’exitus

progressié de la malaltia (Iimfocits >50x10 /L) i canvis d’estadi
tractament i tipus d’aplicacié (terapéutic o protocolitzat). Es
va considerar que el malalt no rebia tractament en el moment
de I'estudi de Pactivitat NK si en les sis setmanes prévies a
Pestudi no havia rebut cap mena de tractament.

protoco! clorambucil-interferd: durant el periode de
rea'itzaci® de la present tesi es va desenvolupar al Servei
d’Hematologia un protoco! terapéutic per malalts en estadi A
no tractats préviament que consistia en CLB a dosi de 0,4
mg/Kg els primers dos dies de cada quinzena fins obtenir una
xifra de limfdcits inferior a 10x10 /L o realitzar un maxim de
6 mesos de tractament. Un cop aconseguida la reduccié de la
massa tumoral s’inicia el tractament immunomodulador amb
a.. ~interferé a dosi de 3x10 U per via subcutania tres cops
a la setmana durant un periode minim de 4 mesos i maxim de

12 mesos.

8. Dades en el moment de realitzar {'estudi de citotoxicitat i de

poblacions limfocitaries:

estadi clinic de Rai

estadi clinic de Binet

dades exploratdries

realitzaci6 i tipus de tractament

valors hemoperiférics

dosificacié d’immunoglobulines (periode * 1 any de la data de
I’estudi).

- 108 -



material i métodes_

METODES
1. RECOMPTE DE LIMFOCITS GRANS GRANULATS A SANG PERIFERICA

MATERIAL: # Portes
# Solucié de May-Grinwald (pur i a! 50%) (MerckR)
# Solucié de Giemsa (a! 10%) (Fluka®)
# Aigua destillada
# Crondmetre
# Microscopi optic (Olympus BH-2)
# Comptador cellular (Clay Adams, Counter)
# Autoanalitzador Technicon H1

De cada pacient o contro! inclés en ['estudi es va obtenir una
extensié de sang periferica directa que es va tenyir amb May-Griindwald-
Giemsz (388)., Es va fer el recompte leucocitari diferencial habitual i el de
LGG sobre 100 limfocits en els controls i sobre 200 limfocits en els
pacients. Es van considerar LGG aguells limfocits de tamany més gran i
citoplasma més ampli que la resta de limfocits | que contenien granu's

atzurdfi'ls (3-4 com a minim).

De la mateixa venopunci® es va extreure sang per determinar els
parametres hematoldgics basics, per ’estudi de les poblacions
limfocitaries i 'activitat natural killer. Els parametres hematoldgics basics
es var realitzar de forma automatitzada en un autoanalitzador H1

(Techniconf),
2. DETERMINACIO DE L’ACTIVITAT NATURAL KILLER
A. Manteniment de la linia cellular diana (389)
La linia diana emprada (K562) prové d’una crisi blastica de LMC i
és altament sensible a la lisi NK. El servei d’immunologia de I'hospital

Clinic va cedir la linia diana, que es va mantenir en cultiu durant tot
’estudi.
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1. MATERIAL:

#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#

#

2. SOLUCIONS:

Linia eritroleucémica K562

RPMI 1640 (Eurobio®)

sérum fetal bovi (Gibco®)

L-glutamina (GibcoR)

Heppes buffer (Flow Laboratories®)

Gentamicima (NormonR)

Pipetes estérils (Corning)

Flascons de cultiu 25 cm? (Nunclon®, Nunc, InterMed)
Campana de flux laminar (Telstar)

Incubador de CO, humidificat (ASSAB, Medicin AB)
Filtres de 0,22 um (Millex-GS®, Millipore)

Tubs de criocongelacié (Nunc, InterMed)

DMSO (Merck®)

Bany Maria (37° | 56°)

Material de vidre estéril

Microscopi de llum invertida (Olympus Tokyo)
Agitador mecanic (AtomixerR, Atom)

# Medi de cultiu: RPMI 1640, 10% serum fetal bovi
descomplementat durant 35’ a 56°, 1% L-giutamina, 2,5%

heppes buffer, 400 ug/mL de gentamicina.

El medi de cultiu és conservat en ampolles de vidre esterils

i és manté a -20°C fins la seva utilitzacié.
# Solucié de congelacid: DMSO al 10% en tampd fosfat.

Aquestes solucions s’esterilitzaven en el flux de la campana fent-

los passar a traves de filtres de 0,22 um de porus.

3. METODE:

La linia K562 era mantinguda en fiascons de cuitiu a
Pincubador de CO, (37° i 100% humidificacié) en medi de cultiu.
Quan s’observava sobrecreixement cellular o acidificacié del medi es

procedia al reajustament de la celMularitat. Els canvis es realitzaven
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amb una periodicitat semisetmanal.

De forma periddica (quinzenal o mensual) es congelava part
de la cellularitat diana. Ef procediment de congelacié consisteix en
afegir un volum igual de fa solucié6 de DMSO al 10% (a 4°C) en
agitacié continua i gota a gota sobre les céllules K562 resuspeses
en medi de cultiu fred. La barreja es colloca en tubs de

criocongelacié i, rapidament, es guarda en un congelador a -80°C.

Quan existia sobrecreixement bacterid es tirava e! flascd

contaminat i es descongelava part de ia celfularitat emmagatzemada.

B, OBTENCIO DE LA CMN EFECTORA

1. MATERIAL: # PBS (150 mmol/L; pH 7.2) (Biomerieux®)
# Ficol'-Pague (Pharmacia®)
# Pipetes ajustables
# Tubs de 10 mL
# Centrifuga (Jouan CR 1000)
# Camara de Neubauer
# Aigua destillada

2. SOLUCIONS: # Tampd fosfat: s’obtenia de la dissolucié de les sals en
1 Hitre d’aigua destillada. La solucié és estable a 4°C.

3. METODE:

La sang heparinitzada es dilueix 1:1 - 1:3 en tampd fosfat.
Posteriorment, en tubs de 10 mL, es col.loca amb molta cura la sang
diluida sobre el ficoll {7mL: 3mlL) sense alterar el gradient de
densitat. Se centrifuguen els tubs a 2000 rpm durant 20 minuts i se
separa la interfase celdular mononucleada. La CMN es renta en tres
ocasions amb tampé fosfat i es calcula la celdularitat total per
recompte en cadmara de Neubauer (38s),
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C. TECNICA DE CITOTOXICITAT (389)

1. MATERIAL: # Linia K562
# CMN efectora
# Plaques de 96 pous (Microtiter®, Nunc, InterMed)
# Centrifuga per plaques (LabofugeGLR, Heraeus Christ)
# Tampdé fosfat (descrit a I’apartat B)

Medi de cultiu (descrit a I’apartat A)

Pipetes ajustables

Tubs de plastic

Camara de Neubauer

Estufa d’incubacié (ASSAB)

Na,®'CrO, (Amersham)

Nonidet P-40 (Fluka®)

Trité X-100 (Merck®)

Comptador de radiacions gamma (Packard 800-C)

*O¥ O O B ow B R B

2. SOLUCIONS: # Medi de cultiu (descrit en l'apartat A)
Tampd fosfat {descrit en 'apartat B)
Nonidete P-40 al 10%

Tritd X-100 al 10%

® O % n

3. METODE:

L’ANK és la citotoxicitat mediada per limfocits contra determinades
céllules diana sense participacié de memodria immune. Per quantificar la
citotoxicitat produida en ies céllules diana es necessita un procediment
que ens diferencii les dianes mortes de les vives. El procediment més
emprat és el marcatge de les cellules diana amb un isdtop radiactiu que

s’incorpora al citoplasma i s’allibera quan es produeix la mort celfular.
1. Linia celdular diana
Dels flascons de cultiu s’agafa una mostra pel calcul de la
celfularitat per mL. Un cop coneguda la concentracié cellular,

s’extreu el volum necessari per obtenir 2x10® céllules. Se centrifuga
la suspensié celdular (10’ a 2000 rpm) per extreure el volum sobrant.
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2. Céldules efectores

La CMN obtinguda segons |’apartat B es resuspén en medi de
cultiu i s’ajusta a la concentracié adequada per realitzar les

proporcions D:E necessaries.
3. Técnica de citotoxicitat
A. Marcatge de la linia diana amb *'Cr

Els 2x10% de céllules diana es resuspenen en 100 uL de medi
de cultiu. S’afegeixen 100 uCi de cromat sddic (Na,’'Ccro,, Amersham,
UK) i s’incuber durant 60 minuts a 37°C agitant suaument cada 15
minuts. Després de la incubacié amb ’isdtop es renten les céldules
amb tampé fosfat (50 mL) en 3 ocasions per arrossegar el crom no
ligat. Finalment, es resuspén el bot6 celdutar en 40 mL de medi de
cultiv per aconseguir una concentracié de 5x10* cellules per mL. Es
deixa reposar la linia diana uns 15-30 minuts abans de montar la

placa.
B. Proporcions diana:efectora

Depenent de la CMN total obtinguda dels pacients o controls
a testar s’adequava la suspensié a la maxima proporcié D:E possible
sense superar 1:800. De cada mostra a estudi es van realitzar com
a minim 4 proporcions D:E. Les proporcions D:E s’obtenen per
ditucié de la concentracié celiular prévia amb un volum igua! de

medi de cultiu per obtenir una proporcié meitat de |'original.
C. Muntatge de la placa

Un cop realitzades les dilucions de la mostra a estudi, i
completat el procés de marcatge de la linia diana, es procedia a! seu

enfrontament en plaques de 96 pous en "U". Cada proporcié es
testava per triplicat collocant a cada pou 100 ulL de ta suspensié
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diana i 100 ulL de la mostra a estudi. Per obtenir |'alliberament
espontani de 3'Cr durant el periode de realitzacié de I’assaig
s'incuben 100 ulL de la suspensié diana amb 100 uL de medi de
cultiu. En canvi, per congixer |’alliberament maxim de I’isdtop
s’incuba la suspensié diana amb 100 uL d’una solucié detergent
(Nonidet P-40 al 10 ¥ 6 Trito X-100 al 10%). Cada estudi inclou la
CMN d’'un control o donant d’ANK coneguda.

Quan s’han distribuit totes les mostres es coldoca la placa en
un incubador humidificat de CO, durant un periode de 4 hores, o
20 hores, segons ia modificacié descrita per Zaretskaya et a/ (209).
Posteriorment, se centrifuga la placa durant 10 minuts a 2000 rpm
per deixar el sobrenedant lliure de céllules. Amb molta cura de no
recollir el botd cellular, s’obtenen 100 uL de sobrenedant que es
colfoquen en tubs i es mesura la radioactivitat de cadascun d’ells
durant un periode de 60 segons en un comptador de radiacions
gamma (Packard 800-C).

D. Calcul dels resuitats

Per obtenir els valors de citotoxicitat de cada proporcié D:E

s’aplicava la formula segient:

(4 Experimental - u Espontani)
ANK (%) = x 100
(4 Maxim - y Espontani)

u= mitja dels valors

S’excloien del calcul de la mitjana aquells valors que
s’allunyaven de la mateixa * 20 %. Posteriorment els valors de
citotoxicitat experimental s’ajustaven a una corba sigmoide de tipus
von Krogh com es descriu a |’apartat 5.F.C.

3. POBLACIONS LIMFOCITARIES
A. MATERIAL: # PBS (Biomerieux®

# Pipetes ajustables
# Tubs de plastic
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# NaN; (Merck®)

# Seérum huma AB

# AlbUmina bovina (Sigma®)

# Centrifuga (Jouan CR 1000)

# Citofluorometre de flux (FACScanR, Becton Dickinson)
# Anticossos monoclonals (descrits posteriorment)

# Calibrite® (becton Dickinson)

B. SOLUCIONS: # Solucié de rentat: tamp6 fosfat (pH 7,2), 0,2% NaNg,
0,2% albdmina bovina, 2% sérum huma AB

descomplementat d’home.
C. METODE: (330

Part de la CMN del pacient o control es reservava per |'estudi dels
antigens de superficie mitjancant técnica d’immunofiuorescéncia directa.
La immunofluorescéncia posa de manifest la preséncia i ens permet
contabilitzar e! nombre de céllules gque expressen un determinat antigen.
Per posar de manifest Pantigen necessitem un AcMo o policional gque el
reconegui, Actualment existeixen un gran nombre d’AcMo comercialitzats
gile estan dirigite cortra molécules molt ben definides. En segon lloc es
nececsi*ta un fluorocrom que ens revell la reaccié. L’aplicacié del
fluorocrom pot ser un segor pas (técnica d’immunofiuorescencia
indirecta) després de la incubaci® amb I’AcMo primari, o bé pot estar
coniugat amb I’AcMo especific (técnica directa). La técnica directa és més

curta i permet amb molta facilitat la realitzacié de dobles marcatges.

El nombre de fluorocroms aptes per técniques d’'immuno-
fluorescéncia ha augmentat amb el temps, si bé I'eleccié dels fluorocroms
depén de les caracteristiques de ’'aparell en el que es realitzi la lectura.

1. Anticossos monoclonals, especificitat i fluorocroms

Els AcMo emprats es van obtenir de la marca Becton-

Dickinson. Mitjancant els AcMo es va analitzar la preséncia
d’antigens pan-B (CD19), pan-T (CD2) i de subpoblacions
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limfocitaries T (CD4, CD8) i NK (CD16, CD57, CD11b i CD56). Els AcMo
estaven conjugats a fluorocroms: fluoresceina (FITC) o ficoeritrina
(PE). La longitud d’ona que excita ambdds fluorocroms és similar,
perd el seu espectre d’emissi¢ és diferent. La diferéncia en I'ona
d’emissid permet la utilitzacié conjunta de dos AcMo diferents lligats
cadascun a un fluorocrom, i diferenciar les célfules positives per
algun dels decs o per tots dos . D’agquesta manera es va analitzar la
preséncia global de cada antigen i la coexpressié entre alguns
d’ells. Les caracteristiques dels AcMn utilitzats s’especifiquen en la

tauvla 5,D.1.

Les combinacions de monoclonals que es van realitzar per
’analisi de la coexpressid d’antigens en la CMN de controls i

nacients va ser:

CD4-FITC/CD16-PE

CD8-FITC/CD16-FITC FITC= fluoresceina
CD57-FITC/CD16-PE PEz= ficoeritrina
CD2-FITC/CD11b~PE

CD2-FITC/CD56-PE

2. Teécnica d’immunofiuorescéncia directa.

Cada mostra a estudi es va ajustar a una concentracié de
5x10% celfules/mL. En tubs convenientment retolats es dipositen
100 uL de la suspensi®, s’afegeix 2 mL de solucié de rentat (PBS +
0,2% d’albumina bovina + 0,2% d’azida sddica en els tubs que
s’incuben amb CD16) i se centrifuguen durant 7 minuts a 2000 rpm.
Es decanta el sobrenedant i es resuspén el boté en 50 uL de la
solucié de rentat. Al tub corresponent s’afegeix la gquantitat
necessaria d’AcMo (segons indicacions de la casa comercial)
barrejant bé amb la suspensié cellular, i s’incuba durant trenta
minuts a 4°C protegit de la llum. En un altre tub &’afegeix un
monoclonal irrelevant conjugat al fluorocrom emprat en els estudis
(tub control). Després es renta tres vegades amb la solucid de
rentat i les mostres estan a punt per la lectura.
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2. Lectura i interpretacié dels resultats

A. Citofluorometria de flux (381)

La lectura de les mostres es va realitzar en un
citofluordmetre de flux (FACScan®, Becton-Dickinson). De forma
esquematica, els citofluordmetres de fiux analitzen particules en
suspensid que, previ a la interseccidé amb una font de lium, disposen
de forma unicellar en un flux hidric. La interseccié de la particula
amb ta font de Hum produeix una alteracié en la [fum emesa:

1). A Pintercedir 1{a suspensié uJniceldular de forma
perpendicular a la llum es produeix un tall en el flux de llum
des del lloc on hi incideix la céllufa. La intensitat de la llum
posterior a la céltula és proporcional al seu tamany. El
detector que recull la senyal de tamany esta collocat a 0° de
la direccié de la font de [lum.

2). La llum que incideix sobre la céllula és reflectida en totes

direccions i pot canviar de longitut d’ona. La llum reflectida

és recolliida a 90° de la direcci6 de la font de llum.

2), Si la céllula esta lligada a algun fluorocrom, al passar pel

feix de llum s’excita i emet lfum en una altra longitut d’ona.

L’emissié de [lum és proporcional a la quantitat de fluorocrom

que presenta !a céllula. La senyal de fluorescéncies es recull

a 90°.

Després de recollits els senyals luminics en els detectors de 0° |
90°: atravessen una série de lents dptiques que permeten el pas de:
i) la longitud d’ona més propera a ia de la font de lium (488 nm) i,
ii) al maxim d’emissié dels fluorocroms (535 nm i 585nm). El senyal
filtrat arriba als detectors, que transformen I’energia luminica en
eléctrica i després la tradueixen a un llenguatge apte per a ser

processat per ordinador.
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B. Caracteristiques de ’aparell

E! citofluordmetre emprat utilitza un laser d’argé com font de
lum amb una poténcia de 15 mW que emet a 488nm. Poseeix un
sistema de lents cue produeixen un feix elliptic de Hum. La longitut
luminica arriba al detector, es fotomultiplica la seva poténcia, es
converteix el senyal luminic en eléctric | després en digital pel seu
processament informéatic. La llum emesa per les particules és
seleccionada abans d’arribar als detectors per una série de filtres
de banda de 530 nm (fluoresceina), 585 nm (ficoeritrina) i >650 nm

{vermell Texas).

La velocitat de pas de la mostra a través de! feix de llum
laser és de 6 m/s, podent ser analitzat un volum de 60 UL o 12 plL

per unitat de temps.

La sensibilitat de P'aparell permet detectar la preséncia de

1000 motécules per particula.

E! suport informatic recau en una computadora Hewlett-
Packard (HPS000, mode! 310) amb 1 Mbyte de memodria RAM. Les
mostres s’emmagatzemen en un HP model 9133H de 20 Mbytes de

capacitat o en disquets removibles de 720 Kbytes.

C. Interpretacié dels resultats.

Abans de [’adquisicié de les mostres es calibra el
citofluorometre. La calibracié situa els detectors i els amplificadors
de la senyal en la situaci6é Optima per cadascun dels parametres i
compensa la senyal rebuda en els canals de fluorescencia per evitar
falsos dobles positius, ja que els espectres d’emissié de la
fluoresceina | ficoeritrina se superposen en certes longituds d’ona
gue nho sén bloquejades pel sistema de lents dptiques (figura 5.0.1).
Per la calibraci6é s'utilitzen: i) particules sense fluorocrom per
localitzar els senyals de tamany i complexitat i ii) particules lligades
a cadascun dels fluorocroms per situar els senyals de fluorescéncia
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i compensar de forma electronica ’aparicié de falsos dobles positius
(Calibrite® i Autocomp , Becton-Dickinson). Un cop estd calibrat

Paparell, es poden passar totes les mostres a estudiar.

Pe~ valorar la positivitat de les mostres que s’han incubat
amb AcMo especifics s’ha de conéixer primer el senyal que ha
produit el control negatiu. Es considera positiu tot senya' que
supera el maxim senyal obtingut en e! control (figura 5.D.2a). Per
Pestudi de coexpressié d’antigens el sistema d’analisi és simila-,
perAd éa ur estudi biparametric (fluorescéncia 1 vs fluorescéncia 2)
(figura 5.0.2b),

El calew! de! percentatge de célfules positives per cadascun

dele AcMo de g mostra el realitza el software informatic.

D, Coexpressid d’antigens en CNK,

Uevpressi® dels antigens CD4, CD8, CD57 | CD2 per part deis
limfocits N¥, definite per la preséncia de CD16, CD11b ¢ CD56, es va
analitzar de forma especifica. Atés el baix percentatge de céliules
positives per antigens NK en els pacients amb LLC-B, es va fer una
analisi selectiva de les mateixes. La suspensié celtuiar marcada amb
la combinaci® d’AcMo s’analitza en un primer pas per localitzar les
cellules NK i, gracies al suport informatic del citdmetre, adquirir
unicament els limfdcits amb antigens NK. De cada mostra es va
adguirir com a minim 500 cellules positives pel marcador NK de

cadascuna de les combinacions d’AcMo realitzades.

4. PURIFICACIO DE LIMFOCITS B

Per valorar 'efecte dels limfocits B en I’ANK es van dissenyar
assaigs amb proporcions conegudes de limfdcits B purificats.

A. MATERIAL: # PBS (Biomerieux')

# Fibra de nylon
# Xeringues de plastic 5 mL (Becton-Dickinson™)
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# Medi de cultiu (descrit en 'apartat A)
# HC! 0,2 N (Merck®)

# Aigua destil-lada

# Bany maria

# Parafilm

# Estufa de 27°C

# Tubs i placa de Petri

# Balanga

B. METODE (382):

1. Obtercidé de la CMN de Jla forma descrita en lapartat B

ajustament a una concentraciod de 50x10%/mL

2. Preparacidé de la fibra de nylon. Es coldoguen 300 mg de fibra
dintre de la xeringa. Es renta deu vegades alternant 10 mL de HC!
0,2N i 10 mL d’aigua destillada. Aclarir amb & passades de 10 mL de
medi de cultiu calent (37°C). Tapar els dos extrems amb parafilm i

incubar durant 30 minuts a 37°C.

3. Incubacid dels limfécits, Destapar els dos extrems de la xeringa

i premsar la fibra de nylon amb I'embo! fins que ocupi un volum de
2,5 mL. Tapar "extrem inferior i collocar gota a gota la suspensid
de CMN deixant impregnar tota la fibra. Tapar ’extrem superior amb
parafilm i deixar-lo incubar en posicié vertical durant 30 minuts en

'estufa,

4. Recollida dels limfocits. Destapar els dos extrems de la xeringa i

eluir els limfocits T afegint gota a gota medi de cultiu calent (10mL).
Recollir els limfocits en un tub i conservar-los a la nevera. Rentar
la fibra de nylon amb 50 mL de medi de cultiu calent. Coldocar 15 mL
de medi de cultiu fred (4°C) en un placa de Petri. Connectar ’émbol
de ta xeringa i fer repetides aspiracions del medi de cultiu fred
sense agafar més d’un mL de medi en cadascuna de les aspiracions.
Recollir la suspensi6é de limfdcits B de la placa de Petri. La puresa
de la poblacié va ser superior al 90%.
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5. METODES ESTADISTICS

A. ESTRATEGIA DE L’ESTUDI

En primer lloc s’ha procedit a I’estandaritzacié de la técnica. Els
resultats de citotoxicitat experimental s’han analitzat respecte de la
reproductibilitat intrassaig i interassaig. La transformacidé dels valors
experimentals en tedrics per ajustament a una corba sigmoide de tipus
von Krogh ha motivat I’analisi de la bondat de I’ajustament obtingut
emprant els residuals d’ajustament proporcionats pel programa de calcul
i la proba de X? pels valors observats | esperats (experimentals i
tedrics). Aixi mateix s’ha efectuat la repeticié de [’estudi de
reproductibilitat intrassaig i interassaig pels valors tedrics. Per tots
aquests estudis s’han utilitzat les proves descrites a !’apartat F.2.B |
F.2.C.

Posteriorment s’ha analitzat "efecte dels limfocits B purificats sobre
I’ANK. Els valors experimentals i tedrics d’ANK obtinguts de les mostres
s’ha correlacionat amb la proporcié de limfocits B afegits, comprovant e!
seu ajustament a diverses corbes (exponencial, lineal, potencial,

logaritmica). S’ha triat el mode! d’ajustament més adient.

Respecte de les dades dels malalts que composen la present tesi
doctoral, {'estudi estadistic s’ha dividit en diversos punts:

1. Série aglobal

En aquest apartat s’han inciés tots els pacients amb LLC-B
als que s’ha realitzat I’assaig de citotoxicitat. En aquells malalts en
els que la citotoxicitat s’ha realitzat en més d’una ocasié, s’han
inclés les caracteristiques clinico~analitiques del primer estudi.

En primer lloc, dels malalts sotmesos a estudi s’ha fet la

descripcié de les caracteristiques cliniques i analitiques en el
moment del diagndstic de la malaltia i en el moment de realitzar la
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citotoxicitat (organomegalies, estadis clinics i la pertinenca al
subgrup de malalts amb LLC-B quiescent, xifra de Ilimfdcits,
hemoglobina i plaguetes, etc.). També s’ha fet una estadistica
descriptiva dels valors de citotoxicitat, experimental i tedrica, de fes
poblacions limfocitaries, en valor percentual | absolut, dels
quocients limfocitaric i de les poblacions definides per dos antigens
de superificie, Per aguests estudis descriptius es van utilitzar les

proves estadistiques de ’apartat d’estadistica descriptiva.

En una segona part s’han efectuat estudis evolutius valorant
la superviveéncia actuarial dels malalts i la progressié de la malaltia
considerant I’aparicio de limfocitosi superior a 50x10%/L i els canvis
a estadi clinic superior. La metodologia emprada es recull a ’apartat
5.F.2.C.3.

En tercer lloc es va realitzar un estudi comparatiu dels valors
de citotoxicitat i poblacions limfocitaries dels malalts amb LLC-B amb
els valors dels controls mitjangant els test paramétrics descrits en

I’apartat d’estadistica inferencial.

En quart lloc es van analitzar les caracteristiques cliniques
i analitigues, tant inicials al diagnostic de la malaltia com en el
moment de Pestudi, que tenien relaci® amb la citotoxicitat
desenvolupada pels malalts i les poblacions limfocitaries. S’han fet
servir les proves descrites en ['apartat d'estadistica inferencial. En
aquest apartat s’ha aralitzat també la relacié entre la citotoxicitat

i els valors de les poblacions limfocitaries.

L’estudi s’ha repetit incloent-hi Gnicament com univers els

pacients no tractats previament.

Finalment, per tal d’avaluar el valor prondstic de I’ANK i les
poblacions limfocitaries s’ha realitzat un estudi predictiu de la
supervivéncia i la progressi6é de la malaltia tal com es descriu en
I’apartat 5.F.2.E.c. Inicialment es va fer un estudi univariat, i les

variables que van resultar significatives o indiciaries de significacié
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{amb un risc comprés entre 0,05 i 0,1} es van incloure en mode's
multivariats adeguats conjuntament amb altres variables que ec var
considerar clinicament relevants en relaci¢é amb el descrit a la
literatura. Es va justificar la necessitat de restringir el nombre de
parametres avaluats er el desig de conservar la parsimdnia de!
model @ disminyir ! riszc o o de primera especie. S*han considerat
doc momente diferents per valorar els parametres amb efecte sobre
'a supervivencia ! la progressid: la data de! diagndstic i la date de

'a irclusid en Vestudl,

2, Comportament de la citotoxicitat ern incubacions prolongades

Per valcorar !z capacitat de reciclatge de les CNK es va

perliarcar e! periode d’incubacid ta! com proposa la bibliografia.

Er primer terme es va fer ur estudi de 'a estandaritzacid ta!
~nm es descriv a Papartat B, i ura descripcié dels valors de

citotoxicitat obtinguts en controls.

Fils valors de citotoxicita® a 20 horees d’incubacid ¢’han
comparat amb els obtincuts a 4 hores mitjancart les proves

descrites en ’apartat 5.F.2.E.a.

Er tercer lloc s’han comparat les variables cliniques i
anz'tiques d’aquest grup de pacients respecte de la poblacié que
composa la serie global, per conéixer si aguest grup de pacients és
representatiu de! la série inicial. Després s’ha estudiat la relaci6
entre fa citotoxicitat i les poblacions respecte de les variables
analitiques amb significacié en I’estudi realitzat a la série global.
Aquesta analisi s’ha realitzat per veure si es conserva la influéncia

sobre I’ANK de les variables després de la incubacié periiongada.

Finalment, s’han comparat els valors d’ANK a 20 hores dels
pacients amb els obtinguts en controls i els obtinguts en un grup
de pacients hemofilics politransfosos i infectats pel VIH en les
mateixes condicions d’incubacié. Aquest grup de malalts s’ha inclés
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com comparacié perqué esta descrit que presenten un defecte en la

capacitat de reciclatge de la CNK (78),

3. Estudis seqliencials de citotoxicitat i poblacions limfocitaries

Aquells pacients inclosos en la série inicial que van ser
estudiats de nou al cap de cert temps de la seva inclusidé en ’estudi
componen 'univers d’aguest estudi. Per !a seva analisi els pacients

s’han agrupat com segueix:

B pacierts no tractats al llarg de evolucid
B pacients sota tractament alquilant

B pacients sota tractament immunomodulador.

Aquest divisié s’ha realitzat per poder valorar:
B en el primer grup de pacients l'evolucié natural de I’ANK
en la LLC-B
B i en segon i tercer grup 'efecte que provoca la
guimioterapia sobre la citotoxicitat diferenciant dues
terapéutiques de mecanisme d’accié molt diferent: un citotdxic
(potencialment reductor de I’ANK) i un immunomodulador {amb

conegut efecte estimulador de I’ANK in vitro).

Quan es disposava de les dades, s’ha valorat la
relacié entre 'ANK | les poblacions limfocitaries a cadascun

dels grups.
Les proves estadistiques utilitzades en la realitzacié d’aquesta tesi
doctoral i els motius del seu Us es detallen a continuacié. Eis métodes de
calcu!l estan descrits en diversos texts (393-401),

B. ESTANDARITZACIO DE LA TECNICA

Per |’estandaritzacié de la taécnica s’ha avaluat fent servir els
estudis de reproductibilitat intrassaig, inter i global i s’han obtingut els
valors de normalitat per cadascuna de les poblacions estudiades.
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1. Reproductibilitat intrassaig

Es fa repetint varies vegades la determinacié d’una mateixa mostra
per comprobar la seva estabilitat en mesures repetides. Pe! calcul

s’empra la prova d’ANOVA unidireccionatl (402,

2. Reproductibilitat interassaig

Es determina e! valor de!l parametre per una mostra varies vegades
! repetint novament després de parar i calibrar el sistema (en agquest cas
processant la mostra en assaigs diferents). Permet comprobar {’estabilitat
del resultat depenent d’a'teracions aleatdories del sistema. El calcul es fa

per la prova d’ANOVA bidirecciona! (402).

3. Reproductibilitat global

Es una combinacié de les dues anteriors.

C. AJUSTAMENT A CORBES DE von KROGH

Per poder procedir al calcul matematic de!s resultats d’ANK els
valors obtinguts en I’assaig de citotoxicitat experimental es van ajustar
a una corba sigmoide de tipus von Krogh modificada (213,403) de fdrmula
f(x)=k/(1+(ax)™"], on k representa la maxima citotoxicitat tedrica, x la
proporcié D:E, f(x) el porcentatge de citotoxicitat, a és un parametre
d’escala i n un parametre de forma. Aquesta familia de corbes de tipus
von Krogh presenta avantatges respecte de la utilitzacié d’una corba de
tipus Michaelis-Menten que ha sigut emprada per altres autors (205-206),
La cinética de Michaelis Menten només és aplicable quan les corbes séon
aproximadament lineals prop de I’origen. Tot i aixi, la pendent de la corba
ha de ser determinada fent servir només aquelles proporcions D:E que
provoguen una citotoxicitat baixa (en general inferior al 25%). Per aixd,
ajustament a una cinética de Michaelis Menten que obliga a descartar els
punts d’ANK més elevats i fa que es menysprein part de les dades
disponibles i, a més, infraestima la citotoxicitat causada per limfdcits amb
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baixa activitat litica.

L’ajiustament de les dades experimentals a la corba tedrica de tipus
von Krogh referida es va fer mitjancant ’aplicacié d’un métode no lineal
per minims guadrats amb resolucié de ’equacidé aillant la k, n i a fent
servir el programa PAR del paquet estadistic BMDP (406). D’aquesta
manera, amb un métode de regressié no lineal, s’estalvia la transformacié
lineal de "equacié que obligaria a una estimacié prévia de la citotoxicitat

maxima (k).

Els resultats de citotoxicitat s’han expressat amb el valor predit
de la corba tedrica obtinguda per cada mostra quan la proporcié era 1:25,
1:50, 1:100, 1:200, 1:400 | 1:800. L’ajustament a la corba tedrica observada
es va valorar considerant:
1) la suma de residuals totals de {'ajustament (proporcionats pe!
programa PAR),
2 Pajustament grafic de la corba tedrica als valors experimentals
puntuals, i
3) emprant la prova de X? (per observats/esperats), on els valors
observats sén els valors de citotoxicitat experimentals, i eils
esperats son els valors tedrics calculats per cadascun dels punts

experimentals | el punt equivalent de la corba,

D. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

1. Variables continues

De les variables continues s’ha exposat, com a minim, una mesura de
centraiitzacié i una de dispersié. Entre elles:
Centralitzacié
B Mitja
B Mediana, d’aplicacié especialment U(til en variables amb una

recorregut molt ampli o amb una distribuci® no normal.
Dispersié
B Desviacidé estandard (D.S.) aplicada en variables amb distribucié
normal.
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B Extrems. Permet el calcul del recorregut i pot aplicar-se a les
variables de distribucié no normal.

Prova de normalitat

Es va utilitzar per saber si son aplicables determinades proves
d’estadistica inferencial a una variable concreta. S’ha utilitzat la
tendéncia a l’agrupament homogeni al voltant d’un valor central amb
'aplicacié de la prova del Skewness. En les variables amb lateralitzacid

s’ha aplica* 'a prova de Koimogoriov-Smirnov.
2. Variables categdriques

Les variables categoriques s’han representat pel valor de les seves

fregliencies absolutes o relatives.
3. Fendmens evolutius

S’har emprat en aquelles variables que succeixen de forma evolutiva

en funcié del temps de seguiment dels pacients.

is’han calculat utilitzant el métode de Kapian i Meier (397) per tragar
les corbes actuarials de {a série global i dels sugbrups de malalts. A I’eix
d’abscises es representa el temps transcorregut i a I’eix d’ordenades la
probabilitat acumulada de no que no hagi ocorregut el fenomen estudiat.
Els pacients en els que no ha succeit el fenomen sdn pacients
“"censurats”, perd gque aporten la seva informacié al ser inclosos en
"estudi. Aquestes corbes s’han representat mitjangant grafiques
actuarials esglaonades. Les corbes actuarials s’acompanyen dels valors
numeérics de: i) la mediana o temps que es requereix per a que el fenomen
es produeixi en el 50% de la poblacié estudiada, i ii) de la probabilitat
actuarial instantania i de la seva varianga i de ’'interval de confianga
d’aquesta probabilitat {(amb un risc unilateral de 0,05).

En aquest estudi s’ha valorat com fenomen evolutiu 1) la mort de!
pacient, ii) la progressié de la xifra de limfdcits fins superar els 50x10%/L
i iii) el pas a un estadi clinic superior. En el cas de la limfocitosi es van

excloure tots aquells malalts que havien presentat uns recomptes
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superiors a la mencionada xifra abans de la seva inclusié en 'estudi.

E. ESTADISTICA INFERENCIAL

Les proves d’estadistica inferencial s’han utilitzat per rebutjar o
acceptar la hipdtesi nubla (no s’observa diferéncia significativa) i la
hipdtesi alternativa (diferéncia significativa). El nivell de significacié
exigit ha siqut del 0,05 bilateral.

tes proves utilitzades es van escollir en funcié de les
caracteristigues de les variables, de la satisfacci® de les condicions

d’aplicacié i del nombre de grups a comparar.

a. Variables continues

Analisi de la variancia | Prova de 'a t de Student

Es van realitzar per comparar variables quantitatives que
seguien ura distribucié normal independent i tenien unes variancies
similars (aplicant la F de Snedecor). La t de Student es va utilitzar
per comparar dues poblacions i ’analisi de la variancia (ANOVA) per
comparar més de dues poblacions, reailitzant després t de Student
per definir les diferéncies amb la correccié de Bonferroni per
acceptar la significacié. Quan les proves d’aplicacié ho exigien, es
va aplicar la t per dades aparellades.

Prova de la U de Mann-Whitney i Prova de Kruskal-Wallis

Es van aplicar en aquells casos que les poblacions no
satisfeien les condicions d’aplicacié de les proves parameétrigues
descrites abans. La U de Mann-Whitney es va aplicar en I'estudi de
dues poblacions i la de Kruskal-Wallis per comparar més de dues
poblacions seguida de repetides U de Mann~Whitney amb correccié

de Bonferroni.

b. Variables categdriques o variables continues categoritzades

Les variables continues es van categoritzar amb la finalitat d’evitar

passar per alt relacions no proporcionals realitzant punts de tall a
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diversos nivells. Les zones de tall es van escollir per mantenir un
significat bioldgic, per ser valors numérics senzills o per proporcionar
una bona distribucié de la poblacié en estudi (ex: el valor mig o media).

Prova de la Chi quadrat i correcié de Yates

S’utiiitza per ’analisi de taules de contingéncia comparant el
valor observat amb el valor tedric esperat, si la distribuci6é fos
homogénia. Quan la mostra incloia menys de 50 individus, s’aplicava
la correci® de Yates. Si la poblacié estudiada era menor a 25 casos,
s’utilitza una tauia de contingéncia 2 x 2 emprant el Test exacte de
Fisher.

c. Estudis de corbes actuarials

Analisi univariada

Per les corbes de supervivéncia actuarial s’ha emprat el
meétode de Kaplan i Meier amb comparacié entre les corbes pel
meétode del log-rank.

Quan la variable independent era continua, es van fer
repetits talis de ia mateixa per tal de trobar el punt de maxima
significacié estadistica.

Les variables que van mostrar la seva significaci6 a I’analisi
univariada es van incloure en !’analisi multivariada.

Analisi multivariada

S’ha utilitzat el métode de Cox del risc proporcional amb
covariables o métode de Cox. En el model es van incloure totes les
variables significatives, o properes a la significacié (p<0,1),
obtingudes en |’estudi univariat i aquelles amb significacié clinica
o bioldgica referida a la literatura. Es va evitar incloure variables
amb poca representacié dintre de la série. L’estudi es va repetir
fins obtenir un model estable.

d. Estudis de correlacié

La seva aplicaci6é estad orientada a determinar si una variable es
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modifica en funcié del valor d'una segona variable. S’ha utilitzat el
meétode de regressid lineal amb ajustament pel meétode dels mimims
guadrats. Per aquest metode s’obté una recta tedrica de formula y=a+bx,
un coeficient de regressi¢ empiric (r) i, derivat d’ell, un valor de
significacié (p). E! valor de p és influit pel nombre de casos, i la relacié
entre les variables sera meés important com més g’aproximi a 1 el valor

der.

F. HARDWARE | SOFTWARE

L’emmagatzematge de les dades s’ha realitzat mitjangant u»
ordinador Epson PC J1. S’ha fet servir una base de dades amb el
programa informatic DBase III Plus. lLes dades s’han transferit a
programes per calculs estadistice d’ordinador personal {(Microstat o
Primer of Biostatistics) mitjancant la creacié d’arxius ASCII. Aixi mateix
ec va fer != transferencia per via modem utilitzant un ordinador IBM
PS/2-2" a un ordinador IBM XE-01 pertanyant al centre de caicul de la
Universitat de Barcelona. Amb l'ordinador del centre de calcul s’han
aplicat els programes de! software estadistic BMDP (especialment els
denominats P1D, P2D, P6D, P4F, P1L, P2L, P3D, P7D i PAR) (389). Pel calcul
de 'ajustament a lez corbes de tipus von Krogh [f(x)=k/{(1+{(ax)™ "], els
parametres de k, n i a s’han obtingut per aiustament no lineal (BMDP,
PAR) a ’ordinador connectat al centre de calcu! i la seva representacic
grafica, aixi com la interpolacié dels valors tedrics s’ha efectuat en un
ordinader HP S48 fent servir un programa escrit especificament per

agquest objectiu,
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Caracteristigues dels AcMo emprats en aguest estudi.

__material 1 métodes

Nom ch Especificitat Distribucio Fluorocrom
Le 5b ch2 LFA-3 (gp50) Limfocits T FITC

teu 12 CcD19 gp9s Limfocits B FITC

Leu 3 CD4 gp59 (r-HIV) Subpoblacié T FITC

Leu 2a cpg gp32a Subpoblacié T FITC

Leu 11c CD16 FcRIII NK, granuls,Mc PE

Leu 15 CD1tb C3bi-R NK, granuls,M. PE

Leu 7 CD&7 gp110 NK, T FITC

Leu 19 CD56  N-CAM NK, limf. act. PE

FITC = Fluoresceina, PE = ficoeritrina, M. = mondcits, Mc = macrafags
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Figura 5.D.1

Distribucié de |'espectre d’emissié de la fluoresceina i la ficoeritrina.
Existeix una zona de solapament malgrat els filtres optics.
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APC= Aloficoclanina
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Figura 5.D.2a

Representacié d’histogrames de fluorescencia:
1. fluorescéncia emessa pe! control negatiu | la coldocacié del {imit
de negativitat
2. distribucié d’una poblacié6 que conté ceéldules positives i
negatives, considerades a partir de la marca preévia

N 1. Control negatiu-FITC ; No| 2. cos7-FITC
<« 2% 38%
N J
107 402 10® 10 10! 402 103 10*

Figura 5.D.2b

Representacié biparamétrica de dues fluorescéncies:
1. fluorescéncia emessa pel control negatiu i collocacié de les
marques de negativitat
2. distribuci6é de fluorescéncies d’una poblacié que conté céldules
negatives, céljules positives per cadascuna de les fluorescéncies i
céllules positives per ambdues fluorescéncies.
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ESTANDARITZACIO DE LA TECNICA

A. Alliberament espontani de ’isdtop radicactiu

A cada assaig de citotoxicitat realitzat a' llarg d’aquest estudi s’ha
valorat ’alliberament espontani de !'isdtop radicactiuv obtingut a ’incubar
les céllules diana Unicament en medi de cultiu. La mitja i desviacié
estandard dels valors d’alliberament espontani de cromat sodic obtinguts
en els assaigs de 4 hores d’incubacié és de 12,68 %, amb una desviacié
estandard de 3,06 %. En els estudis de citotoxicitat a 20 hores d’incubacio
els valors augmenten fins una mitja de 26,64 %, amb una desviacid
estandard de 6,18 % (taula 6.A.1).

B. Anéalisi de la reproductibilitat experimental

1. Analis! de la variabilitat intrassaig:

Les dades corresponents a la reproductibilitat dels valors
experimentals de citotoxicitat es refiecteixen a la taula 6.A.2. El
coeficiert de variacié observat és del 11,05 %. Aquesta variabilitat

intrassaig s'ha considerat satisfactdria.
2. Ardlisi de la variabilitat interassaig

A Pefectuar-se el calcul de la reproducibilitat de les dades
experimentals de la técnica de citotoxicitat natural interassaig, el
valor del coeficient de variacié obtingut és del 11,24 % (taula 6.A.2).

Aguest valor també es considera adeguat.

C. Bondat de P’ajustament de les dades experimentals a la corba de von

Krogh tedrica

Els valors experimentals de citotoxicitat de pacients i controls
s’han ajustat a una familia de corbes tedriques de tipus von Krogh
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[f{x)=k/(1+(ax)™")] (206) mitjangant el programa informatic BMDF
(AR).

1. Residuals de {'ajustament.

Els residuals resultants després de 'ajustament pel métode
de regressié no lineal mostren un valor mig de 7,67; amb una
desviacié estandard de 14,6. La mediana dels residuals és de 12,6
amb uns extrems de 0 i 77,9.

2. Ajustament grafic dels valers tedrics

A la figura 6.A.1a es representa de forma grafica 'ajustament
dels valors de citotoxicitat experimental a la corba tedrica d’un

pacient amb LLC-B i ala 6.A.1b 'ajustament obtingut en un control.

3. Bondat de Pajustament a la corba tedrica

E! calcu! de la bondat de ’ajustament entre els valors
experimentals | els tedrics derivats de la corva de von Krogh
inferida no van mostrar diferéncies estadisticament significatives
entre s’ quan es va efectuar la comparacié mitjangant la prova de
X% considerant els resultats tedrics com els esperats i els valors
experimentals com observats (p sempre superior a 0,9 en pacients
i controls). D’altra banda, el calcui de regressié lineal entre els
valors experimentals | tedrics per cadascuna de les proporcions D:E
va mostrar sempre uns coeficients de correlacid (r) sempre
superiors a 0,97 (taula 6.A.3 | 6.A.4),
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D. Analisi de la reproductibilitat dels valors obtinguts després

QL
D

’ajustament tedric

1. Analisi de 'a variahilitat intrassaig

L'ajustament a una corba de tipus von Krogh permet calcular
uns valors tedrics de citotoxicitat per cadascuna de les proporcions
DB utilitzades. El coeficient de variacio dels valors d’ANK intrassaig
er el mode! tedric és de 11,234 %. Agquesta variabilitat intrassaig es

corsidera correcta (taula 6.A.2).
2. Andlisi de la variabilitat interassaig

L’estudi de la variacié dels valors tedrics d’ANK en assaigs

difererts déna un coeficient de variacié de 11,268 % (taula 6.A.2).

E. Oscil.lacions de I’ANK al llarg del temps en individus contro!

L’osciltacié de I’ANK en controls es reflecteix en les figures 6.A.2a,
on s’observen superposades les corbes de citotoxicitat obtingudes en un
periode de 18 mesos; i €.A.2b que mostra les variacions en el transcurs
de!s mesos observades en {"ANK en una proporcié D:E fixa. L’oscillaci6
observada en I'ANK dels controls en els assaigs realitzats en el transcurs

del temps va ser de 31,6%.

F. Valors de normalitat

Els valors de normalitat per la téchica de citotoxicitat s’han
obtingut després de testar 54 controls (28 homes | 24 dones). Les
proporcions D:E utilitzades van oscildar entre 1:25 i 1:200. El valor mig
de citotoxicitat tedrica a !a proporcié D:E 1:200 és de 40,2 % (D.S. 17,4).
(taula 6.A.4).
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Taula 6.A.1

ALLIBERAMENT ESPONTANI D’ISOTOP RADIOACTIU

(n= B3)
Mitja: 12,68 %
D.S.: 3,06 %

Mediana: 12,40 %
Extrems: 8,39 % - 24 %

ALLIBERAMENT ESPONTANI D’ISOTOP RADIOACTIU (20 hores)

(n=17)
Mitja: 26,64 %
D.S.: 6,18 %

Mediana: 27,50 %
Extrems: 19,29 % - 35,60 %
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Taula 6.A.2

REPRODUCTIBILITAT DE L'ESTUDI D’ANK

VALORS DE CITOTOXICITAT

EXPERIMENTALS TEORICS
CV intrassaig 11,05 % 11,34 %
CV interassaig 11,24 % 11,26 %

CV = coeficient de variacio¢
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Figura 6.A.1a

Representaci6 grafica de |'ajustament de la corba tedrica als valors de
citotoxicitat experimental en un pacient amb LLC-B.
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1:100 1:200 1:400 1:800
PROPORCIO D:E

Figura 6.A.1b

Representacié grafica de ’ajustament de la corba tebdrica als valors de
citotoxicitat experimentals en un individu control

ANK  (X)
60 17

501

401 *

30 4

20 J

10 4

1:25 1:50 11100 ;T;OO
PROPORCIO D:E
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Taula 8.A.3
BONDAT DE L’AJUSTAMENT DELS VALORS EXPERIMENTALS A CORBES DE
TIPUS VON KROGH, CORRE!ACIO ENTRE ELS VALORS EXPERIMENTALS I

TEORICS EN CADASCUNA DE LES PROPORCIONS DIANA:EFECTORA
ESTUDIADES EN ELS PACIENTS

ST
PLOIENTS

n r p
1:800 40 0,888 <0,001
1:400 54 0,994 <0,001
1:200 63 0,891 <0,001
1100 66 0,999 <0,001
1:E0 EZ 0,891 <0,001
Taula 6.A.4
CONTROLS
n r P
1:200 49 0,988 <0,001
1:100 53 0,972 <0,001
1:50 54 0,882 <0,001
1:25 54 0,976 <0,001
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Figura 6.A.2a

Superposici6 dels punts de citotoxicitat experimental | de les corbes de

citotoxicitat tedriques en un individu control obtingudes en un periode
de 18 mesos

ANK (X)
60 1

50 1
40

%0 | I

20 -

10 4

L]

) R
1:25 1:50 1:100 1:200
PROPORCIO D:E

Figura 6.A.2b

Representacid de les variacions en la citotoxicitat d’un individu control
a una proporcié D:E 1:200 en el transcurs de 18 mesos

AHK (X)
60
‘0]r———--——"'"‘.h~"'>-———-———""‘"—‘L —®
207
{ 1 1
Temps (mesos) 6 12 18
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Taula 6.A.4

VALORS DE CITOTOXICITAT EXPERIMENTALS OBTINGUTS EN ELS CONTROLS

D:E mitja *D.s. mediana extrems

1:200 38,5 15,6 34,9 13,7 - 73,7
1:100 31,7 15,5 29,8 6,7 -~ 72,4
1:50 23,5 * 14,0 20,3 1,8 - 59,8
1:25% 16,4 * 11,5 13,6 1,4 - 58,2

VALORS DE CITOTOXICITAT TEORICA OBTINGUTS

EN ELS CONTROLS (N=54)

D:E mitja T D.8. mediana extrems

1:200 40,2 1 17,4 35,5 13,6 - 80,3
1:100 32,6 * 15,5 31,7 7,0 - 68,5
1:50 24,3 T 13,8 21,8 0,5 - 60,6
1:25 16,3 ¥ 11,4 12,8 0,03 - 52,9
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RESULTATS DELS ESTUDIS DE L’EFECTE DILUTOR DELS LIMFOCITS B A
L’ACTIVITAT NATURAL KILLER DE CONTROLS

En cinc controls es va realitzar I’ANK a partir de ta CMN obtinguda
de sang heparinitzada i a partir de barrejes fetes entre aquesta CMN i
limfocits B normals purificats. De cada control es van realitzar barrejes
cellulars que contenien un 20%, 33%, 50 %, 66% i 80 ¥ de !imfocits B.
Cadascuna d’aquestes barrejes es va tractar com una mostra
independent, es a dir, es van ajustar diverses proporcions D:E i es van

testar per triplicat.

Er les mostres on existia barreja de limfocits B I’ANK era inferior
a la desenvolupada per la mostra pura en cadascuna de les proporcions
D:E. El descens produit en ["ANK augmentava a mesura que la
concentracidé de limfocits B era més gran, com s’observa en la seglent

taula:

Puresa
Proporcid D E 100 % 80 % 66 % 50 % 33 % 20%
1:200 64,45 57,03 53,30 52,68 46,45 33,05

L’efecte que |’addicié de limfocits B provoca sobre I’ANK es una
reduccié linial de citotoxicitat (figura 6.B.1). La r mediana d’ajustament
lineal obtingut ha sigut de 0,98 amb uns valors extrems entre 0,81 i 0,999,

Per cada una de les mostres, pura o mescla, es va realitzar
"ajustament tedric a una corba de von Krogh, i es van inferir els
resuitats tedrics de cadascuna de les proporcions D:E. En les mostres
en qué existia mescla de limfocits B es van calcular dues corbes:

1) considerant la mostra com a tal i,
2) considerant la puresa real de ia mostra
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[ex. per una barreja amb un 20 ¥ de limfocits B es va considerar per la
primera corba una proporcié 1:200 i per la segona corba una proporcié
real de 1:160, obtinguda de multiplicar el 200 inicial per la resta entre la

puresa tedrica i el % de limfocits B - 200(100-20)]. La comparacié entre
parelles de valors tedrics d’ANK obtinguts de la CMN pura i de la barreja,
un cop feta la proporcié real de limfocits, mostra una relaci6 lineal entre
els diversos valors (n=30, r=0,938). La mateixa comparacié s’ha realitzat
pels valors de citotoxicitat experimental obtenint~-se un resultat similar
(n=15, r=0,978).

Per tant, la disminucié d’ANK que provoquen els limfocits B és
secundari a un efecte dilucional. Aquest efecte dilucional es pot observar
molt bé en la representacié grafica de les corbes de citotoxicitat tedrica
(figura 6.B.2a i 6.B.2b). Les corbes obtingudes quan no es té en compte
la proporci6 de limfdcits B afegits a la suspensié cellular estan clarament
separades, mentre que al corregir I'efecte dilucional de la poblacié
limfoide B les corbes se superposen.
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Figura 6.B.1

Efecte de l'increment de limfdcits B en I’ANK d’individus controls
(proporcié D:E 1:200)

Puresa (%)
100+ Py

80 )

60 -

40-

204 @

1 1 4 |
20 25 30 35

ANK (%)

La recta assenyala la funcié de correlacié (y = 17,12781 + 0,205883 x)
r = 09646
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Figura 6.B.2a

Corbes de citotoxicitat tedrica i punts de citotoxicitat experimental
obtinguts de CMN pura i barrejada amb diverses proporcions de limfocits

B normals

ALK (%)
6C A
50 1
40 1 ¢
®
30
20
10 4
T T T T
1:25% 1:50 1:100 1:200

PROPORCIO D:E

Figura 6.B.2b

Corbes de citotoxicitat tedrica i punts de citotoxicitat experimental del
mateix individu després de realitzar la correccié segons la puresa real

de la CMN
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N ]

30 «

20

10

1:25 1:50 1:100 1?2—00

PROPORCIO D:E
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ESTADISTICA DESCRIPTIVA

1. Pacients

S’han incids 67 pacients afectes de LLC-B amb una edat mediana de
68 anys (30 anys - 92 anys). Trenta-sis eren homes (53,78%) i trenta-un
eren dones (46,27%). Les caracteristiques cliniques inicials i les del
moment de |’estudi estan recoliides en la taula 6.C.1, 6.C.2. La majoria de
pacients no presentava adenomegalies (59,7%) o visceromegalies en el
moment del diagnostic (77,6%) o en moment de l’estudi de citotoxicitat
(59,7% | 80,6% respectivament).

Les dades analitiques del moment del diagndstic i del moment de
’estudi estan exposades a les taules 6.C.3 i 6.C.4. La xifra mitja de
limfocits a SP en el moment del diagndstic era de 32,2x10%/L (248,4), la
d’hemoglobina de 140,9 g/L (*19,6), i la de plaquetes de 195,4x10%/L
(%#68,8). Catorze malalts (20,9%) tenien, en el moment del diagndstic, una
xifra de limfocits superior a 30X10%/L. Existia anémia (hemoglobina <120
g/L) en 6 pacients (8,9%) i plaquetopénia en 3 (4,5%). La infiltraci6
limfocitaria en el mielograma era superior al 30% de la cel.lularitat en la
majoria de pacients (93%). E| patré histoldgic predominant a la bidpsia de
moli d’os va ser el mixte, amb un gran predomini dels patrons no-difusos
(89%). Els valors d’immunoglobulines inicials (mitja + D.S.) eren per la Ig
G de 1063 mg/100mL (#414), per la Ig M de 102 mg/100mL ($94) i per la
Ig A de 172 mg/100mL (#103). A Pinici de la malaltia sis pacients (10,2%)
tenien disminucié dels nivells d’Ig G (<650 mg/100mL), disset malalts
(28,8%) tenien uns nivells d’Ig M Inferiors a 45 mg/100 mL i sis pacients
(10,1%) presentaven uns valors d'Ig A inferiors a 60 mg/100 mL. El| 85,7%
dels pacients (n=42) en els que es disposa de |'estudi de distribucié de
cadena lleugera expressen kappai el 14,3% lambda

El temps de duplicacié limfocitari s’ha pogut calcular en 50 pacients

ja que en els disset restants es va iniciar tractament abans dels tres
mesos del diagndstic o quan no es disposava dels tres hemogrames minims
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pel calcul. En la majoria de malalts el TDL és superior ais 12 mesos (68%).

La distribuci6 dels pacients segons els estadis clinics de Rai i Binet,
i el nombre de pacients que acompleixen els criteris de LLC quiescent,
s’observa a les figures 6.C.1 a 6.C.8. En el moment del diagnostic
predominen els pacients en estadis poc avangats (estadis A o estadis 0).
Aixi, trenta-tres malalts (49,3%) estan en estadi O de Rai i quaranta-nou
{(73,1%) en estadi A de Binet. Es va observar hepatomegaiia no atribuida
a la malaltia en tres pacients (num 6 i 11 per enoiisme, i num 37 per
hepatitis cronica per virus B). En els pacients numero 16, 21, 24, 25, 35,
41 i 54 no es disposava de les dades necessaries per poder classificar-
los dintre del grup de LLC-B quiescent o no-quiescent. De la série
global, dinou malalts (28,3%) acomplien criteris de LLC quiescent. Dintre
del grup de pacients en estadi A de Binet el 38,8% reunien eis criteris de
LLC quiescent.

La mediana de mesos entre el diagnostic i la inclusié en ’estudi és
de 32,36 mesos amb uns extrems de 0,1 a 139,7 mesos. Quaranta-sis
malalts no rebien tractament en el moment de I’estudi, tretze rebien
tractament amb CLB o CLB+PDN, un pacient rebia només PDN i quatre
seguien esquemes poliquimioterapics (dos pacients CHOP i dos CMP).

Els valors de citotoxicitat, experimentals i tedrics, obtinguts en els
67 pacients estan recollits, per cadascuna de les proporcions D:E, en les
taules 6.C.5. La citotoxicitat tedrica mitja (£D.S.) per la proporcié 1:200
és de 19,4 % (%16,2). E! valor minim d’activitat litica tedrica és de 0 %
d’ANK amb un maxim de 63,5%.

Els resultats de I’estudi de les poblacions limfocitaries es descriu
a les taules 6.C.6. La xifra mitja (+D.S.) de limfdcits CD2* va ser de
4,1x10%/L (23,6), que expressat en forma de percentatge va representar
entre el 3% i el 82% de limfdcits de SP. Dintre de les subpoblacions T, la
xifra mitja de limfocits CD4* va ser de 1,9x10%/L (%1,5) | de 1,2x10%/L
(£1,7) pels limfocits CD8*. Les poblacions limfocitaries amb antigens NK va
mostrar una mitja de 0,8x10%/L (#1,2) pel CD16, 1,2x10%/L (#1,7) pel CD57,
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1,8x10%/L (#2,4) pel CD11b i 0,6x10%/L (#0,8) pel CD56. Els limfocits B,
mesurats pe! I’expressié de CD19, estaven augmentats (31,8x10%/L +44,8)
amb un minim de 0,04x10%/L i un maxim de 188,2x10%/L.

La relacié entre les diverses poblacions limfocitaries, expressades
en forma de quocient es recullen a la taula 6.C.7. Per exemple, el quocient
CD4/CD8 té un vaior mig de 2,3 (#1,3) i el quocient CD2/CD19 un valor de
1,5 (%4,1). La taula 6.C.8 recull els valors percentuals i absoluts de
limfocits CD16* que coexpressen CD4, CD8 i CD57 aixi com el percentatge
de limfocits CD11b* i CD56* que coexpressen CD2.

En el moment de finalitzar I'estudi quatre pacients (6%) havien mort.
En tres casos la mort va ser deguda a processos infecciosos i en un cas
a transformacié de ia LLC-B en un limfoma no Hodgkin d’alt grau de
malignitat. La mediana de seguiment des de la realitzacié de I’ANK és de
12,2 mesos (extrems 0,01-19,5). La mediana de supervivéncia no s’ha
assolit tant si es considera la data de la inclusié a 'estudi com la data
del diagnodstic.

La progressioé de la limfocitosi fins superar la xifra de 50x10%/L s’ha
observat en 4 (7,5%) dels 53 malalts en risc de desenvolupar-la. El temps
d’evolucié des de la inclusi6 a I’estudi fins superar els 50x10%/L limfocits
ha sigut de 5,2 a 12,8 mesos.

La progressié a un estadi clinic superior s’ha valorat en els
pacients no tractats. Dels trenta-sis malalts quatre (11,1%) han
progressat. Els canvis d’estadi han sigut de A(0) a A(I) en dos pacients,
de A(0) a A(II) en un pacient | de A{(0) a C(IV) en un pacient. El temps
de progressid¢ ha sigut entre 0,8 mesos i 16,3 mesos.
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Principals dades caracteristiques

resultats

inicials i en el moment de 1’estudi

Mitja (DS)

Edat (anys)

Periode (mesos)

diagnostic~ANK 19,12 (36,31)

67,81 (12,10)

68 (30 - 92)

Mediana (extrems)

32,36 (0,1 - 139,7)

CARACTERISTICA INICIAL ACTUAL
n 4 n %
Sexe Masculi 36 (53,7%) - -
Femeni 31 (46,3%) - _—
Adenopat ies Si 27 (40,3 %) 27 (40,3%)
No 40 (59,7 %) 40 (59,7%)
Hepatomegalia Si 7 (10,4 %) 7 (10,4%)
No 60 (89,5 %) 60 (89,5%)
Esplenomegalia Si 14 (20,9 %) 13 (19,4%)
No 53 (79,1 %) 54 (80,6%)
Territoris Binet Cap 35 (52,2 %) 35 (52,2%)
1 15 (22,4 %) 16 (23,9%)
2 2 ( 3,0 %) 2 ( 3,0%)
3 8 (11,9 %) 11 (16,4%)
4 4 ( 6,0 %) 3 . ( 4,5%)
5 3 ( 4,5 %) 0 ——

- 149 -



Taula 6.C.2

resuitats

Distribuci6é segons la infiltracié limfocitaria medul-lar, el patré de

BMO i el TDL

Infiltracié limfocitaria al mielograma

Patré

Temps

<30 % 5 (7,46 %)
31 - 60 % 25 (37,31 %)
61 - 100 % 27 (40,30 %)
No practicat 10 (14,93 %)

d’infiltraci6 a bidpsia de moll d’os

Intersticial 2 ( 2,99
Nodular 22 (32,84
Mixte 24 (35,82
Difas 6 ( 8,95
No practicada 13 (19,40

de duplicaci6 limfocitari

< 12 mesos 16 (23,88
> 12 mesos 34 (50,75
No calculable 17 (25,37

%)
%)
%)
%)

%)

%)
X)

X)
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Taula 6.C.3

Descripcié dels principals parametres hematoldgics en el moment de I’estudi
de citotoxicitat

Parametrex Mitjat D.S. Mediana Extrems n
Leucdcits 45,8 + 50,8 27,0 3,56-294,0 67
Limfdcits 36,1 *+ 43,9 20,1 1,2-235,0 67
LGG"® 0,8+ 0,8 0,7 0 - 50 59
Neutrofils 6,3+ 5,4 5,2 1,6- 35,3 67
Mondcits 1,0 1,5 0,7 0 -11,8 67
Centrocits 20t 7,6 0 0 - 60,0 67
Centroblasts 0,5+% 1,2 0 0 - 7,2 67
Prolimfocits 0,03+ 0,2 0 0 - 1,8 67

* Els valors de leucdcits estan expressats en x109/L

° LGG = limfocit gran granulat
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resultats

Descripcié dels principals parametres bioguimics i immunoldgics inicials i en

el moment de ’estudi

Parametre Mitja * D.S Mediana Extrems n
INICIAL

Proteines totals (g/L) 71,2 + 6,8 72 51 - 90 67

AlbUGmina (g/L) 43,2 *+ 6,2 43,4 24 - 59 66

]

Gammaglobulina (g/L) 10,0 + 3,8 9,7 3,7- 26,7 66

Ig G (mg ¥ mL) 1063,9 + 414,8 963 250 - 3150 59

Ig A (mg % mL) 172,6 + 103,5 153 42 ~ 472 5%

Ig M (mg ¥ mL) 102,7 £ 94,5 59 32 - 420 59

LDH (UI/L) 386,6 + 266,9 342 206 - 2299 61
ACTUAL

Ig G (mg ¥ mL) 844.1 + 332,0 963 250 - 1510 28

Ig A (mg ¥ mL) 208,8 + 158,5 186 42 - 700 28

IgM(mg % mL) 83,6 + 87,3 57,5 12 - 420 28
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estadistica descriptiva

Figures 6.C.1, 6.C.2 i 6.C.3

DISTRIBUCIO DELS PACIENTS SEGONS ELS ESTADIS CLINICS

ESTADIS DE RAI ESTADIS DE BINET
Estadi IV Estadi C
n=% (7,5X) n=7 (10,4%)
. Estad. -.-I
%ie D n=3 (4,5%)
AREN SN Estadi 8
o Estadi II N nsE11 (16,4%)
F o L n=11 (16,4%) T
; W . . \l
! (5 S ARRNNENNENAINREN
\ Lo < )Estadi I _ )
N \;v L ﬁ,/ n=15 (22,4%) ’\ ]
.\\ y- o .J./, \ /,
N ' ,/)f/ s
\\‘“-_~_J;f*
Estadi 0 Estadi A
n=33 (49,3%) n=48 (73,1%)

COMBINACIO DELS ESTADIS DE RAT I BINET

A(0) n=_3 (49, %)
A(I) n=11 (16,4%)
A(II) | n=4 (6 X)
A(III n=1 (1,5%)
B(I) n=5 (7,5%)
B(II) n=6 (9 %)
C(III) n=2 (3 X)
c(IV) n=5 (7,5%)
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estadistica descriptiva

Figures 6.C.4 i 6.C.5
DISTRIBUCIO SEGONS ELS CRITERIS DE LLC QUIESCENT

SERTE GLOBAL

LLC NO QUIESCENT
n=41 (61,2%)

NO CLASSIFICABLE
n=7 (10,4%)

LLC QUIESCENT
n=19 (28,3%)
PACIENTS EN ESTADI A DE BINET

LLC NO QUIESCENT
n=23 (46,9%)

NO CLASSIFICABLE
n=7 (14,3%)

LLC QUIESCENT
n=19 (38,8%)
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estadistica descriptiva

Figures 6.C.6, 6.C.7 i 6.C.8
ESTADIS CLINICS EN EL MOMENT DE L’ESTUDI

ESTADIS DE RAI ESTADIS DE BINET

Estadi O
n=34 (50,7%)
Estadi C
™ =7 (10,4%)

e Estadi IV J
/ n=5 (7,5%) / o Estadi B
/ / oo/ AD=8 (13,4%)
/ Estadi III ; o L B
< =2 (3%) ! A

ORI NG . \ /
N 7 oo Eetadi T1 y
N VOUNYT n=10 (14,9%) \\\\\\\Mkﬁx_—-_ﬂﬂ’//////
Estadi I Estadi A
n=16 (23,9%) n=51 (76,1%X)

DISTRIBUCIO SEGONS ELS ESTADIS DE RAI I BINET EN EL MOMENT DE L’ESTUDI

A(0) n=34 (50,7%)
A(I) n=10 (14,9%)
A(II) n=7 (10,4%)
B(I) n=6 (8,9X)
B(II) n=3 (4,5%)
C(III) n=2 (3 X)
C(IV) n=5 (7,5%)
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estadistica odescriptiva

Taula 6.C.5

Resultats de !'estudi de citotoxicitat

Proporcié D:E Mitja + D.S. Mediana Extrems n

ANV EXPERIMENTAL (%}

1:80C 291 £ 17,8 31,2 5,4 - 66,4 40
1:400 23,1 £ 17,6 20,1 2,8 - 62,2 54
1:200 18,3 + 15,4 12,4 0 -861,5 63
1:100 14,0 + 13,7 7,9 0 - 57,3 66
1:50 8,6 * 38,4 4,1 0 ~ 384 53
ANK TEORICA (%)
1:800 29,5 + 22,1 27,7 2,8 - 90,2 67
1:400 24,5 £ 19,0 21,1 3,0 - 73,8 67
1:200 19,4 * 16,2 14,7 2,3 - 63,5 67
1:100 14,3 £+ 13,8 7,8 0 -57,4 67
1:50 10,1 £ 11,5 5,1 0 -572 67
1:25 7,0 £ 9,3 3,1 0 - 53,6 67
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Taula 6.C.6

Poblacions limfocitaries dels pacients en el moment de Pestudi

157

estadistica descriptiva

Poblacié Mitja * D.S. Mediana Extrems n
cb2 4,1 + 3,6 2,9 0,60 - 18,8 44
ch4 1,9t 1,5 1,4 0,03 - 6,6 56
cD8 1,2 £ 1,7 0,8 0,04 - 11,8 56
CD16 0,7 1,2 0,4 0,009 - 7,1 56
CD11b 1,8 £ 2,4 1,1 0 -16,5 56
CD57 1,2 £ 1,7 0,7 0,009 - 11,8 56
CD56 0,6 + 0,8 0,4 o - 23 17
CD19 31,2 £+ 44,4 17,3 0,04- 188,2 42

Les xifres de cadascuna de les poblacions estan expresades per 10%/L
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Taula 6.C.7

RESULTATS

158

estadistica descriptiva

DISTRIBUCIO DELS QUOCIENTS ENTRE LES DIVERSES POBLACIONS

LIMFOCITARIES

Quocient Mitja + D.S. Mediana Extrems n

CDh4/CD8 2,3+1,3 2,2 0,06 - 5,5 56
ch2/CD19 1,5 + 4,1 0,2 0,02 - 23,3 42
CcD16/CD2 0,2 0,2 0,2 0,01 - 0,7 44
cD16/CD8 0,9 + 1,1 0,5 0,02 - 7,6 56
cD16/CD57 0,9 +0,8 0,7 0,02 - 4,3 56
cD16/CD1tb 0,5 + 0,4 0,4 0,01 - 2,0 54
CD16/CD56 1,2 £ 1,9 0,6 0,07 - 8,0 15
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Taula 6.C.8

RESULTATS

158

estadistica descriptiva

DISTRIBUCIO DE LES POBLACIONS LIMFOCITARIES DEFINIDES PER DOS

DETERMINANTS ANTIGENICS

Poblacié Mitja * D.S. Mediana Extrems n

VALORS PERCENTUALS

cbie*cba? 10,2 £ 9,5 8,3 0,01 - 38,0 34
cDi6*CD8* 25,7 + 14,1 27,0 1,56 - 58,2 33
CD16*CD57* 47,5 * 20,5 48,6 2,00 - 82,4 33
CD11b*CD2* 62,4 * 14,1 63,9 27,5 - 84,0 17
CcD56*CD2* 59,1 + 22,8 60,1 13,2 - 91,4 10
VALORS ABSOLUTS

cDhi16*CD4* 0,08 * 0,28 0,03 0,00 - 1,6 34
cbi6*cbs* 0,19 £ 0,23 0,10 0,00 - 1,1 33
CcDh16*CD57* 0,54 + 1,18 0,22 0,01 - 6,5 33
CD11b*CD2* 1,10 % 1,09 - 0,86 0,13 - 4,6 17
cbs6*CD2* 0,55 * 0,68 0,27 0,03 - 2,1 10
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A. ACTIVITAT NATURAL KILLER
1. COMPARACIO AMB ELS VALORS CONTROL

L’activitat natural killer exercida pels pacients amb LLC-B és
inferior a la deis valors control en cadascuna de les proporcions D:E
analitzades. La citotoxicitat tedrica mitja dels 67 pacients a una proporcié
D:E 1:200 és de 19,4% (%16,2) enfront d’uns valors control per la mateixa
proporcié D:E de 40,2% (*17,4) (p<0,001). La relacid entre la resta de

proporcions D:E s’exposa a la taula 6.C.2.1.

Tretze malalts (19,4%) desenvolupen una ANK normal {(>30%).
D’aquests, vuit sén malalts no tractats préviament. Predominen els estadis
poc avangats (69,2% en estadi 0 de Rai) sense assolir significacid

estadistica.
2. ACTIVITAT NATURAL KILLER I CARACTERISTIQUES DELS PACIENTS
2.a. Caracteristiques clinigues i Estadis clinics

No s’ha trobat relacié entre I’ANK i cap caracteristica clinica dels
pacients (edat, sexe, preséncia d’adenopaties o esplenomegalia), excepte
la preséncia d’hepatomegalia en el moment de I'estudi. Els pacients sense
hepatomegalia en el moment de l'estudi (60 malaits) desenvolupen una
citotoxicitat superior que els pacients amb hepatomegaliia (7 malaits) (ex:
proporcié D:E 1:200 20,8% + 16,5 vs 6,9% * 4,4, p=0,03). Els malalts amb
hepatomegalia pertanyen a estadis avangats (quatre en estadi C) i
presenten una xifra de limfdcits elevada (66,6x10%/L +58,8 vs 32,56x10%/L
+41,0; p=0,05).

L’ANK que desenvolupen els pacients no va mostrar relacié amb
I’estadi clinic inicial segons la classificaci6 de Ral ni segons la
classificacié de I’'International Workshop on CLL. La citotoxicitat per
cadascuna de les diverses proporcions D:E va ser similar en tots els
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estadis clinics.

L’estadi clinic de Rai en el moment de 'estudi tampoc va mostrar
relacié amb I’ANK (taula 6.C.2.2). No obstant, si s’agrupen els malalts en
estadi preco¢ de Rai (0), estadi intermedi (1,I11) i estadi avancgat (II1I,IV)
PANK, en les proporcions D:E més elevades, mostra diferéncies
significatives entre el grup de pacients en estadi avangat respecte la
resta de malalts (taula 6.C.2.3). L’estadi de Binet en el moment de
realitzar 'estudi de citotoxicitat si que delimita un grup de pacients amb
menor citotoxicitat. Els malalts estadi C produeixen una citotoxicitat menor
que els malalts en estadis més precogos (11,3% *+ 9,9 vs 30,6% + 21,5 i
37,8% * 26, proporcié D:E 1:200) (taula 6.C.2.4). La diferéncia en la
citotoxicitat és només evident en les proporcions D:E més elevades.

2.b. Caracteristiques analitiques

L’ANK provocada pels malalts mostra relacié amb la xifra de leucdcits
i limfocits. Aquesta relaci®é s’observa amb els valors de |’hemograma
inicial i amb les xifres leucocitadries en el moment de [|’assaig de
citotoxicitat. La relacié entre la citotoxicitat i les xifres leucocitaries és
una relacié inversa i s’observa en cadascuna de les proporcions D:E
utilitzades (taula 6.C.2.5). Es poden definir dos grups de malalts amb
citotoxicitat diferent si s’efectuen divisions dels mateixos segons diversos
punts de tall de la xifra de leucdcits o limfacits (50x10%/L, 30x10%/L,
20x10%/L i 15x10%/L). La diferéncia significativa en la citotoxicitat
desenvolupada s’objectiva en proporcions D:E diferents segons el nivell
de tall escollit. Aixi, la maxima diferéncia de citotoxicitat s’obté en les
proporcions D:E més elevades (proporcié 1:800 a 1:200) quan el tall es
realitza a 50x109/L, mentre que al comparar la citotoxicitat dels grups de
pacients obtinguts al tallar a 15x10%/L limfocits la maxima diferéncia en
I’ANK s’obté en les proporcions D:E més baixes (1:200 a 1:25)
(tauta 6.C.2.6).

No existeix una relaci6 directa entre la citotoxicitat i el nombre de
LGG observats, perd el fet de tenir més de 0,5x10%/L LGG defineix un
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97,9x10%/L (+43,8) contra 25,8x10%/L (+25,5) dels 23 pacients restants
(p<0,001).

Els pacients amb una ANK normal tenen una xifra de limfdcits total
i CD19* inferiors a la resta de pacients sense assolir significaci6
estadistica (16,9x10%/L #12,4 vs 40,7x10%/L $47,5; 12,2x10%/L #12,3 vs
38,1x10%/L +49,6 respectivament). No s’han observat diferéncies en el
nombre de LGG.

3. ACTIVITAT NATURAL KILLER I POBLACIONS LIMFOCITARIES

L’activitat natural killer no ha mostrat una relacié directa amb les
poblacions limfocitaries T i NK, tant si es consideren de forma percentual
com absoluta. No obstant, el grup de pacients amb un percentatge de
poblacié limfocitaria T i NK superior a la xifra mitja de la série global és
capa¢ de produir una citotoxicitat més elevada que el grup de pacients
amb un percentatge de poblacions T i NK inferiors a la mitja (taula
6.C.2.8, 6.C.2.9). La diferéncia d’ANK segons el percentatge mitja
s’observa en totes les subpoblacions excepte per la poblacié CD8*. Pels
antigens CD11b, CD16 i CD57 també es poden delimitar dos grups de
pacients de citotoxicitat diferent considerant el grup amb un percentatge
normal d’aquests antigens versus la resta de malalts. Aquest fet no
s'observa pels antigens CD2 i CD4. El grup de pacients amb uns
percentatges superiors a la mitja de la série desenvolupen una
citotoxicitat que, a una proprocié 1:200, no difereix de la dels controls
per les poblacions CD2*, CD16* i CD57*.

E! comportament de la poblacié limfocitaria CD19* és la inversa de
les poblacions T i NK. Les diferéncies en I’ANK s’observen quan existeixen
diferéncies en valor absolut de la poblacié CD18*.

No s’ha observat relacié entre I’ANK | els quociente limfocitaris
excepte pel quocient CD16/CD11b. Eis malalts amb un quocient superior
a 0,4 (n=25) desenvolupen una citotoxicitat superior a la resta (n=23) en
les proporcions D:E 1:100 a 1:25 (ex: D:E 1:100, 17,24% * 16,4 vs 9,3% +10,0;
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p=0,05). Eis percentatges de limfocits CD16* que coexpressen els antigens
CD4, CD8 o CD57, aixi com el percentatge de limfdcits CD11b* o CD56* que
coexpressen CD2, no han mostrat relaci® amb ANK. Els valors absoluts
d’aquestes poblacions es comporten de forma similar.

Els pacients amb activitat litica normal tenen el mateix nombre
absolut en cap de les poblacions limfocitaries. En canvi, s’han observat
diferéncies significatives en el percentatge de limfécits CD2* (33,3% +24,8
vs 18,1% +17,4; p=0,003), CD4* (15,5% $9,4 vs 8% *9; p=0,02), CD16* (12,7%
+15,9 vs 2,5% %3,8; p<0,001), CD57* (11,4% *11,9 vs 4,3% *4,9; p=0,002),
CD11b* (18,1% 17 vs 6,3% +6,8; p<0,001) i CD56" (22,5% +30,4 vs 1,6% *1,4;
p=0,002).
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resultats

Comparacié entre |’activitat natural killer tedrica dels pacients i deis

controls

PACIENTS CONTROLS p
(n=67) (n=54)
ANK (%) 1:800 29,5 + 22,1 ——
ANK (%) 1:400 24,5 + 19,0 -
ANK (%) 1:200 19,4 *+ 16,2 40,2 * 17,4 <0,001
ANK (%) 1:100 14,3 + 13,8 32,6 + 15,5 <0,001
ANK (%) 1:50 10,1 + 11,5 24,3 * 13,6 <0,001
ANK (%) 1:25 7,0 + 9,3 16,3 * 11,4 <0,001
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ESTADIS DE RAI EN EL MOMENT DE L’ESTUDI EN RELACIO AMB L’'ANK TEORICA

resuitats .

ESTADI DE RAI
0 1 II II1 v
(n=34) (n=16) (n=10) (n=2) (n=5) p
PROPORCIO
D:E
1:800 32,0+21,6 {30,3%19,4 132,5+29,7 | 9,3+ 9,3 [12,2%11,1 NS
1:400 26,8+18,2 125,1+18,7 {26,3%25,0 | 7,8* 6,8 {10,9% 9,3 NS
1:200 21,2+15,7 119,6+16,4 120,6+21,0 | 5,9+ 3,9 | 9,3+ 7,5 NS
1:100 15,8+13,9 {14,1+13,5 |15,7+17,6 | 4,3+ 1,2 | 6,8+ 5,8 NS
1:560 11,3412,3 | 9,2+ 9,5 |11,8+14,7 3,2+ 0,6 | 5,0+ 4,8 NS
1:25 8,0+10,7 5,9+ 6,5 7,6%10,7 | 2,6% 1,7 3,9+ 3,7 NS
LEUCOCITS |44,3+54,8 |36,2+33,0 }35,9+42,3 {81,3+ 3,4 [92,9174,9 #
LIMFOCITS (34,6+46,5 |27,6+29,7 |31,5%40,9 |69,4% 3,3 |77,5%64,2 #i
LGG 0,8t 0,5 | 0,7t 0,6 0,4t 0,4 1,0+ 0,5 1,0t 2,4 NS
(31) (14) (8) (2) (4)
NS= no significatiu
# I vs IV p=0,02 ## 0 vs IV p=0,05, I vs IV p=0,02
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Taula 6.C.2.3

RELACIO ENTRE L’ANK I ELS ESTADIS DE RAI EN EL MOMENT DE L’ESTUDI AGRUPATS
EN POC AVANCAT (0), INTERMEDIS (I,II) I AVANGAT (III,IV)

ESTADI DE RAI
PRECOG INTERMEDI AVANGAT
(n=34) (n=26) (n=7) p
PROPORCIO D:E
1:800 32,0 £ 21,6 31,1 £ 23,3 11,3 £ 9,9 *0,02
£x0,04
1:400 26,8 + 18,2 25,5 + 20,9 10,0 + 8,2 *¥0,02
1:200 21,2 *+ 15,7 20,0 + 17,9 8,3 + 6,5 NS
1:100 : 15,7 * 13,9 14,7 * 14,9 6,1 £+ 5,0 NS
1:50 11,3 + 12,3 10,2 * 11,6 4,4 + 4,0 NS
1:25 8,0 + 10,7 6,5 + 8,2 3,5 + 3,2 NS
LEUCOCITS 44,3 + 54,8 36,1 £ 36,0 89,6 * 61,4 *0,05
*x0,006
LIMFOCITS 34,6 + 46,5 27,5 % 32,5 75,2 * 52,6 x0,04
xx0,005
LGG 0,8 + 0,5 0,6 + 0,5 1,3+ 1,9 NS
(31) (22) (6)

NS= no significatiu
* significacié entre preco¢ i avangat
*% significacié entre intermedi i avanc¢at
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Taula 6.C.2.4

RELACIO ENTRE ELS ESTADIS DE BINET EN EL MOMENT NK I L’ANK

ESTADIS DE BINET
A B C
(n=51) (n=9) (n=7) p
PROPORCIO D:E
1:800 30,5 * 21,5 37,8 + 26,0 11,3 + 9,9 *0,02
*x0,02
1:400 24,5 + 18,6 30,6 *+ 23,2 10,0 + 8,2 *x0,04
1:200 20,1 * 15,9 23,8 + 20,8 8,3 + 6,5 NS
1:100 15,0 + 13,6 17,3 * 18,1 6,1 + 5,0 NS
1:50 10,1 + 11,4 11,5 + 15,0 4,4 + 4,0 NS
1:25 7,3 9,4 7,8 + 11,4 3,5 + 3,2 NS
LEUCOCITS 39,9 *+ 47,0 45,1 * 52,1 89,6 * 61,4 x0,01
LIMFOCITS 30,6 * 40,0 36,7 * 48,0 75,2 + 52,6 x0,01
LGG 0,8 + 0,5 0,5 * 0,6 1,3 1,9 NS
(44) (9) (6)

NSz no significatiu
¥ significatiu entre estadi A 1 C
** significatiu entre estadi B i C
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resuitats

Relaci6 entre les xifres de leucdcits i limfocits amb I’ANK tedrica (n=67).

Leucdcits Limfocits
r p r p
PROPORCIO D:E
1:800 -0,367 0,002 -0,364 0,002
1:400 -0,363 0,002 -0,363 0,002
1:200 ~0,355 0,003 -0,357 0,003
1:100 -0,331 0,006 -0,336 0,005
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Taula 6.C.2.6
RELACIO ENTRE L’ANK 1 EL GRAU DE LIMFOCITOSI EN EL MOMENT DE L’ESTUDI

LIMFOCITS < 50x109/L LIMFOCITS > 50x109/L

(n=53) (n=14) p
1:800 34,5 £ 21,6 10,6 + 10,9 0,0002
1:400 28,6 + 19,1 9,0 + 7,0 0,0004
1:200 22,6 * 16,8 7,3 + 3,9 0,0013
g 1:100 16,8 + 14,5 5,1 + 2,0 0,0039
| 4.50 11,8 + 12,2 3,6 + 3,4 0,0161
1:25 8,0 * 10,0 3,0 + 3,9 0,0741

LIMFOCITS < 30x10%/L LIMFOCITS > 30x10°%/L

(n=44) (n=23) p
1:800 34,2 * 20,0 20,5 + 23,4 0,0145
1:400 28,9 + 18,8 16,2 + 17,0 C,0086
1:200 23,2 £ 17,1 12,0 + 11,6 0,0066
1:100 17,6 * 15,1 8,2 + 8,0 0,0075
1:50 12,6 + 13,0 5,4 + 5,5 0,0143
1:25 8,6 + 10,7 3,7 + 4,0 0,0388

LIMFOCITS < 15x10°%/L LIMFOCITS > 15x10°%/L

(n=26) (n=41) p
1:800 35,5 * 21,8 25,7 + 21,6 0,0779
1:400 29,3 * 20,6 21,5 + 17,5 0,1009
1:200 24,4 *+ 18,9 16,2 *+ 13,5 0,0438
1:100 19,3 + 16,8 11,2 + 10,5 0,0184
1:50 14,0 * 14,7 7,7 + 8,1 0,0266
1:25 9,8 + 12,6 5,2 + 5,8 0,0415
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ANK dels pacients en relacié amb la xifra de LGG de la SP

resultats

LIMFOCITS GRANS GRANULATS
<0,5(x10%/L) >0,5(x10%/L) p

PROPORCIO D:E

1:800 26,6 * 23,7 34,6 + 21,4 NS
(23) (36)

1:400 20,6 * 17,7 29,6 + 19,9 NS
(23). (36)

1:200 15,2 + 13,1 24,1 + 18,0 0,04
(23) (36)

1:100 10,4 * 10,1 18,6 + 15,9 0,03
(23) {36)

1:50 6,9 + 7,8 13,7 * 13,4 0,03
(23) (36)

1:25 4,0 + 4,8 9,9 + 11,2 0,02
(23) (36)
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Taula 6.C.2.8

RELACIO ENTRE L’ANK I EL PERCENTATGE MITJA DE LES POBLACIONS
LIMFOCITARIES T CD2* I CD4*

LIMFOCITS CD2* LIMFOCITS cD4*

CDh2 <21,6% cD2 >21,6% CD4 <9,3% ch4 >9,3%

n=27 n=12 n=35 n=15
1:800 22,9 % 18,9 43,0 + 28,2 21,6 * 17,7 43,1 * 26,0
p 0,01 0,001
1:400 18,2 * 15,2 36,5 + 25,6 17,2 + 13,3 35,5 * 24,6
p 0,008 0,001
1:200 14,4 + 11,7 30,1t + 23,7 12,9 + 9,9 29,4 + 22,0
p 0,008 0,0006
1:100 10,56 £+ 9,1 24,2 * 21,3 8,8 + 7,6 23,2 + 19,6
[} 0,007 0,0004
1:50 7,4 + 1,5 18,2 + 18,8 5,8 + 6,3 17,3 + 17,2
p 0,01 0,001
1:25 5,6 + 6,2 13,1 + 16,4 4,2 + 5,3 12,3 * 14,9

p 0,04 0,007
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Taula 6.C.2.9

Relacid entre 1’ANK i la xifra mitja de 1imfdcits que expressen antigens
natural killer

LIMFOCITS CD11B LIMFOCITS CD16 LIMFOCITS CD57
CD11b8,4% CD11b>8,4X CD164,3% CcD16>4,3% CD5755.6% CD57>5,6%
=34 n=16 n=40 n=10 n=36 n=4
1:800 21,3h18,4 42,3%24,5 23,1H18,9 47,5%26,5 22,748,9 41,7%26,0
p 0,001 0,001 0,006
1:400 17,2H14,1  34,5%3,3 18,5H15,6 39,6%23,6 18,94h5,6 32,5424,2
P 0,002 0,001 0,02
1:200 12,840,4 28,86%1,2 14,3012,5 32,0F22,1 14,8113,0 25,721,3
1:100 8,5+7,6 22,8h9,0 10,12 9,9 25,1%0,8 10,6111,4 19,5%7,9
P 0,0004 0,001 0,04
1:50 5,7t6,1 16,8%117,0 6,8t8,0 18,8h8,9 7,5400,8 13,7h3,7
P 0,001t 0,003 NS
1:25 4,025,0 12,0h14,7 4,8t6,3 13,8h7,0 5,7t 9,8 8,9+10,0
p 0,008 0,009 NS
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B. POBLACIONS LIMFOCITARIES
1. COMPARACIO AMB VALORS CONTROLS

La comparacié de la distribucié de les poblacions limfocitaries de
pacients i controls s’observa en la taula 6.C.3.1. Els valors percentuals
de les poblacions limfocitaries T i NK estan disminuits respecte dels
controls, mentre que el percentatge de limfocits B esta augmentat. Quan
s’analitza el valor absolut de les diverses poblacions limfocitaries
s’observa que els pacients amb LLC-B no sols tenen més limfocits B que
la poblacié control sind que les xifres absolutes de limfocits T i NK també
sén superiors a la del grup control (taula 6.C.3.1).

La relaci6 entre limfocits CD4* i CD8* no difereix dels valors control.
En canvi el quocient CD2/CD19 esta molt disminuit en els pacients amb
LLC-B respecte dels valors normals (1,5%4,1 vs 8,6%3,3; p<0,001). També
existeixen diferéncies en els quocients CD16/CD2 i CD16/CD8, que s&n més

elevats en malalts que en controls (taula 6.C.3.2).

L’analisi de la coexpressi6é d’antigens NK amb antigens de linia T
posa de manifest que existeix un increment percentual de la poblacié
CD16*CD57* en els malalts amb LLC-B, mantenint dintre de la normalitat
les poblacions CDi16*CD4*, cD16*cD8*, cDi11b*CD2* i CD56*'CD2* Quan
’analisi es realitza en valors absoluts, s’observa un increment en la
poblacié CD16*CD8*, CD11b*CD2* i CD56*CD2* (taula 6.C.3.3).
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2. POBLACIONS LIMFOCITARIES I CARACTERISTIQUES DELS PACIENTS
2.a. Caracteristiques clinigues i estadis clinics.

No s’ha observat diferéncies en les poblacions limfocitaries er
funcié de les caracteristiques cliniques dels pacients (edat, sexe,

presencia d’adenopaties o visceromegalies).

La classificacidé per estadis clinics de Rai o Binet no ha mostrat
diferéncies respecte de la distribucié percentual de les diverses
poblacions T, NK i B, La xifra absoluta de cadascuna de les poblacions
limfocitaries mostra diferéncies significatives segons I’estadi clinic de Rai
o de Binet, Fls estadis més avancats de Rai (IIl i IV) tenen una major
guantitat de limfdcits CD4* (p=0,05), CD2* (p=0,0007) o CD138* (p=0,027) que
la resta d’estadis (taufa 6.C.3.4). Els valors de les poblacions limfocitaries
es comperten de forma similar al considerar la classificacié de Binet
(taula 6.C.3.5).

La pertinenga ¢ no al grup de LLC-B quiescent no comporta una
distribucié diferent de les poblacions limfocitaries, considerades tant de
forma percentual com absoluta. La similitud en les poblacions limfocitaries
es manté tant si es considera el grup amb LLC-B quiescent contra la
resta de malalts com si es considera el grup amb LLC~B quiescent versus
el grup no quiescent en estadi A. Nogensmenys, quan s’analitza el nombre
total de limfocits CD19+ s’observen diferéncies significatives entre el
grup amb LLC-B quiescent i els malalts amb LLC-B no-quiescent en
estadi A: els pacients en estadi A quiescent tenen menys poblacié CD19*
respecte dels malalts en estadi A no quiescents (14,4x10%/L *10,0 vs
52,45x10%/L 63,4; p=0,040).

Els quocients limfocitaris no mostren diferéncies significatives
segons l’estadi clinic seguint de la classificacié de Rai o Binet, o el fet de
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pertanyer al grup amb LLC-B quiescent.
2.b. Dades analitiques

Les poblacions limfocitaries, tant en valors percentuals com en
absoluts, tener relacidé amb la leucocitosi i la limfocitosi en el moment de
Pestudi de citotoxicitat. El signe de la relacié difereix quan es consideren
les poblacions er valor percentual, on les poblacions T i NK tenen una
relacid inversa amb la xifra de limfocits i leucdcits, o quan es consideren
les poblaciors en valor absolut, llavors el sentit de la relacié és directe
(taula 6.C.3.6). També s’ha observat relacié directa entre la xifra de
fimfocits CD16*CD8* (n=33, r=0,530, p=0,001), de limfdcits CD16*CD57* (n=33,
r=0,592, p<0,001) i de limfdcits CD11b°CD2* (n=11, r=0,808, p<0,001) i la

xifra total de limfocits.

Els quocients limfocitaris no mostren diferéncies significatives

respecte de la xifra de Iimfdcits.

No s’ha observat relacié entre el percentual de les diverses
poblacions timfocitaries i el nombre de LGG. Nogensmenys, existeixen
diferéncies significatives en e! nombre absolut de limfdcits CD16*
(1,2x10%/L #1,8 vs 0,5x10°/L #0,6; p=0,04), CD11b* (2,8x10%/L #3,7 vs
1,3x10%/L #1,2; p=0,04) i CD57* (1,8x10%/L #2,6 vs 0,8x10%/L *0,8 ;p=0,05)
entre el grup de pacients amb menys de 0,5x10%/L LGG i el grup amb
major nombre de LGG.

No s’han observat diferéncies significatives en la xifra, percentual
o absoluta, de les diverses poblacions limfocitaries quan s’analitza la
xifra de gammaglobulina ni de les diverses immunoglobulines, excepte pel
que respecta als nivells d’Ig A actuals. El grup de pacients amb uns
nivells d’'Ig A superior a 60 mg¥mL tenen un nombre menor absolut de
limfocits CD19* (n=16, 15,3x10%/L $13,4 vs n=3, 97,4x10%/L 47,0
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p=<0,0001), aixi com un menor nombre de limfdcits CD2* (n=17 3,0x10%/L
+1,9 vs n=3, 8,8x10%/L #5,5; p=0,0022).

El tipus histoldgic d’afectacié meduldar per la LLC-B comporta
diferencies en el hombre absolut de la subpoblacié limfocitaria CD4* E!
patrd histoldgic difds té un major nombre de limfdcits CD4 que ef patrd
nodular o mixte (3,9x10%/L #1,6 vs 1,3x10%/L #1,0 i 2,x10%/L #1,2
respectivament),

La distribucié de pacients segons el TOL no condiciona diferéncies,
ni percentuals ni absolutes, en les diverses poblacions limfocitaries ni
en els quocients. S’observen diferéncies, que no assoleixen significacié
estadistica, en el percentatge de limfdcits CD4* i en el quocient CD4/CD8.
Els malalts amb un TDL superior als 12 mesos (n=30) tendeixen a tenir un
major percentatge de limfocits CD4* (11,1% #10,4 vs 5,6% +4,9; p=0,06) i un
guocient CD4/CD8& més elevat (2,6 #1,4 vs 1,8 *1,1; p=0,07) que els

pacients amb ur TDL inferior als 12 mesos (n=14).
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Taula 6.C.3.1

Comparacié entre les poblacions limfocitaries (% i x10%/L) dels pacients
i les dels controls (n)

PACIENTS CONTROLS p
VALORS PERCENTUALS
cD2 21,6 + 20,1 74,5 + 7,6 <0,001
(44) {(29)
CcD4 9,3+ 9,4 43,4 + 8,5 <0,001
(56) (32)
ch8 5,2+ 5,5 21,8 + 5,8 <0,001
(56) (32)
CD16 4,3 + 8.3 8,1 + 3,8 0,015
(56) (32)
CcD57 5,6 + 7,1 9,2 + 5,9 0,016
(56) (32)
CD11b 8,4 + 10,3 19,1 + 6,3 <0,001
(56) (32)
CD56 4,1 + 10,3 10,1 + 6,6 0,057
(17) (16)
CcD19 65,4 + 28,0 9,8+ 3,8 <0,001
(42) (28)
VALORS ABSOLUTS
cbh2 4,1 + 3,6 1,5+ 0,5 <0,001
(443 (27)
cDh4 1,9+ 1,5 0,9+ 0,4 <0,001
(56) (32)
CcD8 1,2 * 1,7 0,4 + 0,2 0,01
(56) (32)
CcD16 0,8+ 1,2 0,2 + 0,1 0,006
(56) (32)
CD57 1,2 + 1,7 0,2 + 0,2 0,001
(56) (32)
CD11b 1,8+ 2,4 0,4 + 0,2 0,001
(56) (32)
CD56 0,6 + 0,8 0,2 + 0,1 NS
(17) (15)
CcD19 31,8 + 44,8 0,2+ 0,1 <0,001
(42) (27)
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resultats__

Comparacié entre els quocients limfocitaris dels pacients i dels controls

(n)
PACIENTS CONTROLS p
CcD4/CD8 2,3+ 1,3 2,1 +0,7 NS
(56) (32)
CD2/CD13 1,6 + 4.1 8,6 + 3,3 <0,001
(42) (27)
cD16/CD2 0,2 £ 0,2 0,1 + 0,05 0,01
(44) (28)
cbh16/CD8 0,9 * 1,1 0,4 + 0,2 0,01
(56) (32)
CD16/CD57 0,8+ 0,8 1,0 + 0,5 NS
: (56) (32)
CD16/CD11b 0,5 + 0,4 0,4 + 0,2 NS
(54) (32)
CD16/CD58 1,2 + 1,9 0,9 +0,4 NS

(15)
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Taula 6.C.3.3

Comparacié entre els valors de les poblacions limfocitaries definides per
dos determinants antigénics dels pacients i dels controls. (n)

PACIENTS CONTROLS o]

VALORS PERCENTUALS

cpis*cp4t 10,2 £ 9,5 8,1 6,7 NS
(34) (25)

chis*chs?t 25,7 14,1 30,0 13,3 NS
(33) (24)

CD168*CD57* 47,5 20,5 36,0 +20,4 0,04
(33) (24)

CDh11b*cD2* 62,5 +15,5 63,7 *14,4 NS
(56) (32)

cbss*cD2* 59,1 #21,7 70,0 #10,6 NS
(10) (14)

VALORS ABSOLUTS

cb1s*cp4* 0,08 * 0,28 0,01 + 0,02 NS
(33) (24)

cbi1s*cps? 0,18 + 0,23 0,06 + 0,05 0,02
(32) {23)

cbie*CcD57* 0,54 + 1,18 0,08 * 0,09 NS
(32) (23)

CcDh11b*cD2* 1,12 £ 1,12 0,23 +* 0,10 0,002
(16) (18)

cbse*cp2? 0,61 * 0,70 0,08 * 0,07 0,007

(9)

(1%

- 180 -



resultats N

Taula 6.C.3.4

POBLACIONS LIMFOCITARIES (x10%L) SEGONS ESTADI DE RAI AGRUPANT
ELS MALALTS EN ESTADI PRECOG (0,I,II) O AVANGAT (IILIV) (n)

ESTADI DE RAI

PRECOG AVANGCAT
P

ch4 1,7 1,2 3,4t 2,4 0,05
(50) (6)

chs 1,0+ 1,6 2,2+ 1,9 NS
(50) (6) \

CD16 0,8 1,2 0,6 + 0,5 NS
(50) (6)

CD57 1,1+ 1,7 1,7+ 1,2 NS
(50) (6)

CD11b 1,8 2,5 1,9+ 1,2 NG
(50) (6)

CD2 3,5+ 3,1 9.5 + 3,0 0,0007
(40) (4)

CcD1g 26,4 * 41,1 77,3 + 64,4 0,03
(38) (4)

CD58 0,4 + 0,6 1,6 + 0,7 0,009

(14)

(3)
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resuitats

POBLACIONS LIMFOCITARIES (x10%/L) SEGONS L’ESTADI DE BINET

ESTADI DE BINET

B

C P

CcD4 1,7+ 1,3 1,4 + 1,2 3,4+ 2,4 *0,01
(42) (8) (6) *%0,06

cD8 1,1+ 1,8 0,6 + 0,4 2,3+ 1,9 NS
(42) (8) (6)

cD16 0,8+ 1,3 0,5+ 0,5 0,6 + 0,5 NS
(42) (8) 6)

CD57 124 + 1,9 0,7+ 0,5 1,7+ 1,2 NS
(42) (8) (6)

CD11b 1,8+ 2,6 1,8+ 1,9 1,9 + 1,2 NS
(42) (8) (6)

cD2 3,6 + 3,3 2,8+ 2.1 9,56+ 30 *0,002
(34) (8) (%) *%0,003

cD19 27,1 + 41,5 22,7 + 42,5 77,3 + 54,4 *0,03
(32) (6) O]

CD56 0,3+ 0,2 0,7+ 1,1 1,6 + 0,7 *<0,001

(10)

(4)

(3)
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resuitats

Relacié entre la xifra de leucdcits (x10%/L) i limfocits (x10%/L) i els valors

de les diverses subpoblacions limfocitaries

Leucdcits Limfdcits
r p r p
VALORS PERCENTUALS
CD4 (n=s6) ~-0,404 0,002 -0,416 0,001
CD8 (n=55) -0,328 0,013 -0,342 0,009
CD57 (n=56) ~-0,311 2,019 -0,321 0,016
CD11b (n=58) -C,312 0,019 -0,323 0,015
CD2 (n=24) ~0,424 0,004 -0,435 0,003
CD19 (n=42) 0,405 0,007 0,418 0,005
VALORS ABSOLUTS
CD4 (n=56) 0,545 <0,001 0,539 <0,001
CD8 (n=56) 0,730 <0,001 0,635 <0,001
CD16 (n=56) 0,497 <0,001 0,464 <0,001
CD57 (n=56) 0,654 <0,001 0,616 <0,001
CD11b (n=56) 0,684 <0,001 0,654 <0,001
CD56 (n=17) 0,668 0,003 0,674 0,002
CD2 (n=44) 0,752 <0,001 0,736 <0,001
CD18 (n=42) 0,985 <0,001 0,993 <0,001
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SUPERVIVENCIA DELS MALALTS

En el moment de tancar PPestudi (6-6-90) quatre dels seixanta-set
pacients (5,9%) eren morts. Un pacient va morir per transformaci6 a
limfoma d’alt grau i els altres tres per complicacions infeccioses. La
mediana de seguiment des del moment dei diaghdstic és de 32,2 mesos
(extrems 1,7 a 151,1) i des de la realitzacié de I’ANK és de 11,9 mesos
(extrems 0,01-19,5). La mediana de supervivéncia no esta assolida. Les
corbes de supérvivéncia des de la data del diagnostic i des de la inclusié
en Pestudi es reflexen a la grafica 6.C.4.1. La probabilitat de
supervivéncia a ’any des de la realitzacié de I'estudi és del 95,5% amb

uns intervals de confianga del 99,4% i 90,6%.

ANALISI UNIVARIANT DELS FACTORS QUE INCIDEIXEN EN LA
SUPERVIVENCIA

A. Des del moment de la inclusi®é en 'estudi

Les variables amb influéncia en la supervivéncia dels maiailts a

’analisi univariant sén:

B la xifra de prolimfdcits inicials (p=0,004)
@ la xifra de plaguetes inicials {p=0,02)
B 'estadi de Rai (p=0,01)
B ’estadi de Binet (p=0,005)

B I’ANK tedrica a proporcié D:E 1:800 (p=0,02)
@ ’ANK tedrica a proporcié D:E 1:400 (p=0,02)
B I'ANK tedrica a proprocié D:E 1:200 (p=0,02)
B I’ANK tedrica a proprocié D:E 1:100 (p=0,03)
B els nivells d’Ig G inicials (p=0,01)
B els nivells d’Ig A inicials (p=0,02)
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No es va poder analitzar la influéncia en la supervivénclia de temps
de duplicacié limfocitari ni dels valors, absoluts o percentuals, de les
diverses poblacions limfocitaries, per ’escas nombre de morts entre els
malalts estudiats per aquests parametres, D’altra banda, no va morir cap
pacient del grup amb LLC-B quiescent.

B. Des del moment del diagndstic
En P’analisi univariada, les variables amb significat prondstic a la

supervivéncia sén la xifra de plaquetes inicials, I’hemoglobina inicial i
PANK:

B plaquetes inicials (p=0,05)
8 hemoglobina inicial (p=0,05)
8 ANK (p=0,07)

ANALISI MULTIVARIADA SOBRE ELS PARAMETRES AMB INFLUENCIA SOBRE
LA SUPERVIVENCIA DELS MALALTS DE LA SERIE GLOBAL

A. Des del moment de la inclusié en Pestudi
En 'estudi no s’han inclés les dades dels anticossos monoclonals
perque no hi ha cap malalt mort entre eis que tenen estudi de poblacions

limfocitaries.

Les variables amb valor predictiu sobre la supervivéncia dels
malalts sén (taula 6.C.4.1):

8 la xifra de plaquetes inicial (kp=0,008)
B el valor d’hemoglobina inicial (p=0,02)
8 ANK en la proporcié D:E 1:100 (p=0,02)
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B. Des del moment del diagnodstic

Com en VPapartat anterior no s’han inclés en |'estudi de la
supervivencia les dades obtingudes de les poblacions limfocitaries, per
les raons anteriorment mencionades.

Analitzant la supervivénvia des del moment del diagnostic, les
variables amb significat prondstic sén (taula 6.C.4.2):

B la xifra de plaquetes inicial (p=0,05)
B el valor d’hemoglobina inicial (p=0,05)
B ANK en la proporcié 1:100 (p=0,07)

ANALISI UNIVARIADA I MULTI SOBRE ELS PARAMETRES AMB INFLUENCIA
SOBRE LA SUPERVIVENCIA DEL MALALTS AMB LLC-B NO QUIESCENT

A. Des del moment de la inclusié en I’estudi

L’analisi univariada i I’analisi multivariada han donat les mateixes
variables amb influéncia prondstica. En el grup de malalts amb LLC-B no
quiescent les variables amb significat prondstic respecte de la
superviveéncia sén les mateixes que en la série global (taula 6.C.4.3), és
a dir:

B la xifra de plaquetes inicial (p=0,01)
B la xifra d’hemoglobina inicial {(p=0,05)
B I’ANK en la proprocié D:E 1:100 (p=0,05)
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ANALISI DE LA PROGRESSIO DE LA MALALTIA

1. LIMFOCITOSI SUPERIOR A 50x10%/L DES DEL MOMENT DE LA INCLUSIO
EN L’ESTUDI

Dels seixanta-set malalts de la série global, catorze havien superat
els 50x10%/L limfocits abans de la inclusié en I’estudi. L’analisi de la
limfocitosi progressiva s’ha realitzat sobre els pacients restants.

L’estudi univariat i multivariat sobre els parametres amb influéncia
en la limfocitosi progressiva sé6n dos (taula 6.C.4.4):

B ’edat dels pacients (p=0,02)

B la limfocitosi en el moment de I’estudi (p=0,0007)
de manera que els malalts de més edat i amb major limfocitosi tenen més
probabilitats de sobrepassar la xifra de 50x10%/L limfdcits.

2. LIMFOCITOSI SUPERIOR A 50x10%/L DES DEL MOMENT DEL DIAGNOSTIC

Cap variable de les analitzades va tenir influéncia prondstica en el
desenvolupament d’una limfocitosi important tenint en compte la data del
diagnostic de la malaltia. Aixd esta probablement relacionat amb el fet que
els malalts amb més risc de progressar ja havien progressat abans de la
seva inclusi6 en 'estudi.

3. PROGRESSIO D’ESTADI CLINIC SUPERIOR
Dels 36 malalts no tractats quatre (11,1%) van progressar. £l temps

de progressié a un estadi clinic superior va oscillar entre 0,8 i 16,3
mesos. Els canvis d’estadi van ser:

- De A(D) a A(I) crrrvernecensnnees 2 pacients
- De A(D) =a A(IL) cvirreennens 1 pacient
- De A(O) a C(IV) wrirerenrnn 1 pacient
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A ’analisi univariada i multi I’4nic parametre amb infiudncia sobre
la progressié de la malaltia ha sigut la xifra del recompte plaquetari
{p=0,05).
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Taula 6.C.4.1

Analisi multivariada sobre la superviveéncia dels malalts de la série
general des de! moment de la inclusié en ’estudi.

Coeficient Log likehood X2 global p
Plaquetes inicials 00,0170 -10,0138 8,77 0,008
Hemoglobina inicial =0,5517 -7,2516 13,33 0,02
ANK 1:100 -0,4299 -4,5555 15,14 0,02
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Taula 6.C.4.2

Analisi multivariada dels factors amb influéncia sobre la supervivencia
des del diagnodstic de la malaltia

Coeficient Log likehood X2 global p
Plaquetes inicials 00,0104 -11,4538 4,77 0,05
Hemoglobina inicial =-0,3510 -9,5698 9,27 0,05
ANK 1:100 -0,0770 -7,9919 13,23 0,07
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Taula 6.C.4.3

Analisi multivariada sobre la supervivéncia dels malalts amb LLC-B no
quiescent de la série general des del moment de la inclusi6 en [’estudi.

Coeficient Log likehood X? global p
Plaquetes inicialis 00,0147 -7,8791 8,96 0,01
Hemoglobina inicial =-0,4330 -6,1909 10,38 0,05
ANK 1:100 -0,3734 -4,4799 11,29 0,05
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Taula 6.C.4.4

Analisi multivariada dels parametres amb influéncia sobre el
desenvolupament de limfocitosi progressiva que superi els 50x10%/L

Coeficient Log likehood X2 global p
Limfocits (x10%/L)  0,1759 -7,6975 14,22 0,0007
Edat (anys) 0,1502 -4,9568 19,51 0,02
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Figura 6.C.4.1a

Corba actuarial de superviveéncia de la série global: a) des de! diagndstic;
b) des de la inclusié a I'estudi

Figura 6.C.4.1b
Corba actuarial de superviveéncia de la série global en relacié amb I’ANK
a proporcié D:E 1:100
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ACTIVITAT NATURAL KILLER I POBLACIONS LIMFOCITARIES EN PACIENTS
QUE NO HAN REBUT TRACTAMENT

De la seérie global, trenta-sis pacients (53,7%) no havien rebut
tractament fins el moment de I’estudi de citotoxicitat. L’edat mediana és
de 72 anys (extrems de 30 a 82) amb una mitja de 68,9 anys (#13,2).
Divuit eren homes (50%) i divuit dones (50%).

I’estadi clinic inicial i enr el moment de I'estudi era de forma
predominant 0 (63,9% inicial i 61,1% en el moment de I'estudi) o A (83,3%
en el moment inicial i en el de 'estudi). Setze malalts (50%) acomplien els

criteris de LLC-RB guiescent.

El temps de duplicacid limfocitari era superior als 12 mesos en la
majoria dels pacients (78,6%). En set pacients el TDL no es podia calcular
per haver iniciat tractament abans dels tres mesos del diagndstic
(5 casos) o per perdua de control o exitus (2 casos).

Els valors dels parametres hematoldgics en el moment de ’estudi es
mostren a la taula 6.D.1. La xifra mediana de limfdcits és de 20,7x10%/L
(5,3-235,2), amb una mitja de 37,1x10%/L (245,7). La infiltracié limfocitaria
al mielograma era, per terme mig, de 57,1 % (£24,9). En la majoria de!s
malalts (89%) la infiltracié limfocitaria era superior al 30%. En trenta-un
pacients es va realitzar BMO i el patrdé histoldgic predominant era el mixte
(51,6%) seguit del nodular (38,7%).

La citotoxicitat, experimental i tedrica, desenvolupada pels malalts
no tractats préviament es recull en la taula 6.D.2. La citotoxicitat tedrica
mitja a una proporcié D:E 1:200 és de 18,8% {+15,5), amb una mediana de
11,9% (extrems entre 3% i 60,1%).
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ACTIVITAT NATURAL KILLER EN PACIENTS AMB LLC-B NO TRACTATS

Comparacié amb valors controls

Els pacients no tractats tenen una citotoxicitat, en cadascuna de les

proporcions D:E, inferior als valors contro! (taula 6.D.3).

ANK i caracteristiques dels pacients

No s’observen diferéncies entre el grup de pacients nc tractats
préviament i els tractats en la citotoxicitat tedrica desenvolupada en

cadascuna de les proporcions D:E,

De forma similar al que succeix en la seérie global, I'ANK que
desenvolupen els pacients amb LLC-B no tractats no té relacié amb les
principals caracteristiques cliniques dels pacients, ’estadi clinic segons
la classificaci® de Rai i de Binet, el patré de BMO, [’estat quiescent de la
malaltia ni el TDL. Els pacients en estadi C en el moment de Pestudi
desenvolupen una citotoxicitat tedrica a 1:200 de 8,1% (* 0,8) versus 19,56%
(+#15,7) en la resta de malalts. La manca de significacié es pot atribuir al
fet que Unicament hi ha dos pacients en estadi C que no han rebut

tractament.

La relaci®é que s’observa en la série global entre I'ANK i la
limfocitosi no es reprodueix en aguest grup de malalts, possiblement per
I’escas nombre de pacients. No obstant, la xifra de 50x10%/L limfacits
permet delimitar dos grups de pacients amb citotoxicitat diferent (taula
6.D.4). Finalment, el nombre de LGG mostra relacié directa amb I’ANK
desenvolupada a les proporcions D:E més baixes (D:E 1:25, n=34, r=0,344,
p=0,05). La xifra de 0,5x10°%/L LGG permet definir dos grups de pacients
amb una citotoxicitat diferent a les proporcions D:E de 1:200 fins a 1:25
(taula 6.D.5).

En els malalts no tractats s’observa una relacié directa entre la
citotoxicitat tedrica a 1:800 i el percentatge de limfdcits CD16, CD11b
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(r=0,34 i r=0,27, p<0,05). La xifra de limfdcits CD16+CD4+ mostra relacié
directa amb P’ANK tedrica a les proporcions 1:800, 1:400 i 1:200 (r al
voltant de 0,5 | p<0,05).

POBLACIONS LIMFOCITARIES

Comparacid amb valors control

La xifra de cadascuna de les pobtacions limfocitaries i dels diversos
quocients limfocitaris d’aguest grup de pacients es mostra a la taula
6.D.6, 6.D0.7 i €.D.8. Les xifres mitjes absolutes de les diverses poblacions
T s&n les seglents: CD2 3,9x10%/L (#3,4), CD4 2,1x10%/L (*1,2), CD#8
1,2x10%/L (21,9); de les poblacions amb antigens NK: CD57 1,3x10%/L (+2,0),
CD16 0,9x10%/L (#1,4), CD11b 2,0x10%/L (#2,8); i de la poblacid B: CD19
29,1x10%/L (242,9).

Els pacients no tractats tenen un major nombre de limfdcits T (CD2,
CD4 i CD8), NK (CD16, CD5R7 i CD11b) i B (CD19) gque els controls (taula
6.0.9). Les taules 6.D0.10 i 6.D.11 comparen els valors dels quocients
limfocitaris i de les dobles poblacions de pacients i controls. S'observen
uns valors significativament diferents en els quocients CD2/CD19,
CD16/CD8 i CD16/CD2 respecte deis controls,

Poblacions limfocitaries i caracteristiques dels pacients

No s’han observat diferéncies er fa xifra de limfdcits o el valor
absolut de les diverses poblacions limfocitaries entre els malalts tractats
i els no tractats. L’Unica diferéncia significativa s’observa en el quocient
CD2/CD19, que és més gran en el grup tractat préviament (n=13, 3,5 + 6,9
vs n=31, 0,6 * 1,1; p=0,027). Aquest fet també es déna quan es compara
el grup que no reb tractament amb el grup que n’esta rebent (n=34, 0,9
* 2,2 vs n=8 respectivament, 4,1 * 8,1; p=0,0464).

Les poblacions limfocitaries, valors absolut o relatiu, dels pacients
no tractats mostren relacié amb la xifra de leucdcits, limfocits i LGG (r
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entre 0,41 0,911 p entre 0,51 <0,001}.

Els estudis de correlacié entre les poblacions limfocitaries i les
diverses caracteristiques clinigues dels trenta-sis malalats no tractats
mostren relaci¢® directa entre e! guocient CD18/CD2 | la xifra de
gammagliobulina (r=0,38€, p=0,05}; el quocient CD16/CD8 i la xifra d’Ig G
actual {r=-0,592 p=0,02), e! guocient CD1E/CDI1L | la xifra d’Ig G (r=-
0,714, p=0,002) | d’Ig A actuals (r=-0,622, p=0,016). També existeix una
re'asid directa entre la xifra de limfocits CD4* | e! percentatge

d’infiltrazié a moll d’es (r=0,518, £=0,03).

P

o s’ha~ observat diferéncies estadisticament significatives en ia
distribucié de les poblacions limfocitaries respecte del sexe ni respecte

de ’estadi clinic de Rail i de Binet,
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Estadistica descriptiva dels principals parametres hematoldgics en el moment

de 'estudi de citotoxicitat

Parametrex Mitjat D.S. Mediana Extrems n
Leucocits 47,9 * 53,7 30,0 8,5-294,0 36
Limfocits 37,1 + 45,7 20,7 5,3-235,0 36
LGG" 0,8+ 0,5 0,8 0 - 1,9 32
Neutrofiis 7.0+ 6,9 5,2 1,8- 35,3 36
Mondcits 1,0 1,9 0,6 0 - 11,8 36
Centrocits 1,0+ 2,2 0 0 - 11,8 36
Centroblasts 0,4 & 0,9 0 0 - 4,2 36
Prolimfdcits 0,05+ 0,3 0 c - 1,8 36

* Els valors de leucdcits estan expressats en x109/L
LGG = limfdcit gran granulat

e
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Resultats de I'estudi de citotoxicitat

resuitats

Proporcié D:E Mitja = D.S. Mediana Extrems n

ANK EXPERIMENTAL (%)
1:800 27,6 + 17,1 26,8 7,5 - 66,4 23
1:400 20,4 + 16,6 11,0 4,0 - 61,2 30
1:200 17,8 + 14,0 11,9 3,8 - 53,6 33
1:100 13,4 + 12,1 7,9 3,8 - 53,6 35
1:50 9,2+ 9,6 4,1 0,3 - 31,9 25

ANK TEORICA (%)
1:800 28,2 + 21,7 23,2 4,3 - 90,2 36
1:400 23,3 + 18,7 18,4 4,0 - 68,5 36
1:200 18,8 * 15,5 11,9 3,0 - 60,1 36
1:100 14,2 + 12,5 8,4 0,3 - 44,9 36
1:50 10,2 + 10,1 5,1 0 -33,7 36
1:25 7,2 * 7,6 3,5 0 -26,5 36
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Taula 6.D.3

Comparacié entre |’activitat natural killer tedrica dels pacients no tractats i

dels controls

PACIENTS CONTROLS
(n=36) (n=54)
ANK (%) 1:800 28,2 + 21,7 -——
ANK (%) 1:400 23,3 + 18,7 —-——
ANK (%) 1:200 18,8 + 15,5 40,2 £+ 17,4 <0,001
ANK (%) 1:100 14,2 + 12,5 32,6 + 15,5 <0,001
ANK (%) 1:50 10,2 * 10,1 24,3 + 13,6 <0,001
ANK (%) 1:25 7,2+ 17,6 16,3 + 11,4 <0,001
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Taula 6.D.4

Citotoxicitat desenvolupada per pacients amb LLC-B no tractada segons la
xifra de limfdcits totals

LIMFOCITS
<50x10%/L >50x10%/L p
PROPORCIO D:E
1:800 31,8 + 21,9 13,5 + 14,4 0,05
(29) (7)
1:400 26,3 + 19,2 10,8 + 8,6 0,05
(29) (7N
1:200 21,4 + 16,1 8,3+ 4,2 0,04
(29) (&)
1:100 16,3 + 13,1 5,8 + 3,9 0,04
(29) (7
1:50 11,7 £ 10,6 4,3+ 4,6 NS
(29) (7)
1:25 8,0 + 8,0 3,7+ 50 NS
(29) (7)
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Taula 6.D.5

ANK exercida pels pacients segons la xifra de LGG que tenen a SP

LIMFOCITS GRANS GRANULATS

<0,5x10%/L <0,5x10%/L p
PROPORCIO D:E
1:800 22,9 + 24,0 33,6 + 20,4 NS
(12) (20)
1:400 17,6 + 17,6 28,4 + 19,1 NS
(12) (20)
1:200 12,8 + 12,6 23,9 + 16,6 0,05
(12) (20)
1:100 9.0 + 9,7 18,8 + 13,6 0,04
(12) (20)
1:50 6,5 + 8,4 13,8 + 10,8 0,05
(12) {20)
1:25 4,1 + 4,7 10,0 + 8,5 0,03
(12) (20)
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Poblacions limfocitaries dels pacients en el moment de I’estudi

Poblacid Mitja * D.S.
Cb2 3,9 £ 34
CDh4 2,1+ 1,3
cbs 1.2 1,9
CD16 0,914
CD11b 2,0+ 28
CcD57 1,3+ 2,0
CD56 0,4 £ 0,5
cD19 28,1 * 42,8

Mediana

3,0
1,8
0,9
0,4
1,2
0,8
0,4

17,4

resuitats

Extrems n
0,80 - 18,8 31
0,21 - 4,7 34
0,15 - 11,8 34
0,02 - 7,1 34
0 -16,5 34
0,10 - 11,8 34
o - 1,7 11
1,08- 188,2 29

Les xifres de cadascuna de les poblacions estan expresades per 10%/L
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Taula 6.D.7

DISTRIBUCIO DELS QUOCIENTS ENTRE LES DIVERSES POBLACIONS
LIMFOCITARIES

Quocient Mitja * D.S. Mediana Extrems n

CD4/CDS8 2,4 1,2 2,3 0,40 - 5,5 34
CcDb2/CD19 0,6 * 1,1 0,2 0,03 - 4,5 29
CcD16/CD2 0,2 * 0,1 0,2 0,01 - 0,5 31
Cbt16/CD8 0,9 £ 0,7 0,6 0,03 - 3,3 34
CD16/CD57 0,9 0,8 0,7 0,02 - 4,3 34
CD16/CD11b 0,56 0,4 0,4 0,01 - 8,0 33
CD16/CD56 1,6 £ 2,4 1,0 0,07 - 8,0 9
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Taula 6.D.8

DISTRIBUCIO DELS QUOCIENTS ENTRE LES DIVERSES POBLACIONS
LIMFOCITARIES

Quocient Mitja t D.S. Mediana Extrems n
VALORS PERCENTUALS

chi1s*Cb4? 9,9 + 10,4 8,0 0,01- 38,0 23
chis*CDs* 27,7 + 12,4 29,0 6,0 - 58,2 24
chti6*cD57* 46,1 + 19,7 43,4 18,0 - 92,4 24
CDttb*/CcD2? 60,3 *+ 15,7 63,0 27,6 - 84,0 12
cbhse*CD2* 57,8 + 14,5 59,5 35,4 - 78,1 6
VALORS ABSOLUTS

cbhis*CD4* 0,10 * 0,34 0,03 0,00 - 1,6 23
cbis*cbDs* 0,22 + 0,25 0,17 0,00 - 1,1 24
cD16*cD57* 0,59 + 1,32 0,23 0,01 - 6,5 24
CcD11b*/cD2* 0,84 + 0,45 0,87 0,13 - 1,5 12
cD56*CD2* 0,39 + 0,47 0,23 0,06 - 1,3 6
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Taula 6.D.9

Comparaci6 entre les poblacions limfocitaries (x10%/L) dels pacients no tractats
i dels controls

PACIENTS CONTROLS p
(n=34) (n=32)
CD2 3,9+ 34 1,6 + 0,5 <0,001
n=31 n=27
CD4 2,1+ 1,3 0,9+ 0,4 <0,001
cDs8 1,2+ 1,9 0,4 + 0,2 0,021
CD16 0,9+ 1,4 0,2+ 0,1 0,006
CD57 1,3%* 2,0 0,2 * 0,2 0,003
CD11b 2,0+ 2,8 0,4 £+ 0,2 0,002
CD56 0,4 + 0,5 0,2 + 0,1 NS
n=11 n=15
CD19 29,1 + 42,9 0,2 + 0,1 <0,001
n=29 n=27
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resuitats

Comparacié entre els quocients limfocitaris entre pacients no tractats i

controls
PACIENTS CONTROLS p
CcD4/CD8 2,4 + 1,2 2,1 +£0,7 NS
(34) (32)
Cb2/CD19 0,6 + 1,1 8,6 + 3,3 <0,001
(29) (27)
CcD16/CD2 0,2 + 0,1 0,1 + 0,05 <0,001
(31) (28)
cD16/CD8 0,9 + 0,7 0,4 +0,2 <0,001
(34) (32)
CD16/CD5A7 0,9 + 0,8 1,0 + 0,5 NS
(34) (32)
CD16/CD11b 0,5 + 0,4 0,4 £ 0,2 NS
(33) (32)
CD16/CD56 1,6 + 2,4 0,9 + 0,4 NS

(9)

(15)
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Taula 6.D.12

Comparacié entre els valors de les poblacions definides per dos determinants
antigénics entre pacients no tractats i controls

PACIENTS CONTROLS P

VALORS PERCENTUALS

CcD16*CD4* 9,9 #10,0 8,1 + 6,7 NS
(23) (25)

cbis*cbs* 27,7 12,4 30,0 13,3 NS
(24) (24)

cb16*cD57* 46,1 *19,7 36,0 £20,4 0,041
(24) (24)

cDi1b*cD2* 60,3 15,7 63,7 *14,4 NS
(12) (32)

cDbs6*cD2* 57,8 $14,5 70,0 #10,6 0,048
(6) (14)

VALORS ABSOLUTS

cb16*cp4* 0,11 + 0,34 0,01 % 0,02 NS
(23) (24)

cbis*cDs? 0,22 £ 0,25 0,06 * 0,05 0,004
(24) (23)

cD16*CD57* 0,59 + 1,32 0,08 + 0,09 NS
{24) (23)

cD11b*cD2* 0,84 * 0,45 0,23 ¢ 0,10 <0,001
(12) (18)

cbse*cp2t 0,39 + 0,47 0,08 * 0,07 0,018

(6)

(15)
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RESULTATS DE L’ASSAIG DE CITOTOXICITAT EN PERIODES D’INCUBACIO
PROLONGATS

Les modificacions induides en I’ANK per |la prolongacié de |’assaig
de citotoxicitat fins a 20 hores s’han analitzat en un grup de pacients
amb LLC-B, un grup de malalts amb hemofilia A i un grup d’individus
control. Cada mostra a testar es va collocar en dues plaques d’assaig
diferents que es van incubar la primera durant 4 hores i la segona
durant 20 hores.

ANK dels individus control en incubacions de 20 hores

Els valors control s’han obtingut de 12 voluntaris sans, set homes
i dues dones. L’edat mitja és de 39,4 anys (+12,2) (extrems de 28 a 61).
La citotoxicitat exercida, experimental i tedrica, en les diverses
proporcions D:E es recullen en la taula 6.E.1. L’ANK tedrica mitja a una
proporcié D:E 1:200 és de 53% (115,6) amb uns extrems de 29,6% a 78,5%.

A les 20 hores d’incubacié s’observa un increment significatiu de la
citotoxicitat respecte de la gque s’ha exercit a 4 hores, en totes les
proporcions D:E (taula 6.E.2).

Resultats en pacients amb LLC-B

S’han inclés trenta-set malalts amb LLC-B, amb una edat mitja de
64,4 anys (£12,7) i uns extrems de 30 a 87 anys. Vint-i-dos eren homes
(59,5%) i quinze eren dones (40,5%). La majoria de malalts estaven en
estadi 0 o I de la classificacié de Rai (40,5% i 43,2%, respectivament) o en
estadi A de la classificacié de Binet (75,7%).
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i LGG (0,7x10%/L #0,6) no difereix significativament dels obtinguts en la
serie global.

Eis valors de citotoxicitat experimental i tedrica obtinguts en
’assaig de 20 hores s’exposen en la taula 6.E.3, L’ANK tedrica mitja de
la proporcié D:E 1:200 és de 34,2% ($16,7) amb uns extrems de 1,1% fins
68,2%. La comparacié entre els valors de citotoxicitat a les quatre hores
i a vint hores es mostra en la taula 6.E.2. La citotoxicitat a les 20 hores
és significativament superior de !’exercida a 4 hores (p<0,001). Malgrat
Vincrement observat en la citotoxicitat dels pacients, aquesta no arriba

als valors d’ANK dels controls en incubacions de 20 hores (taula 6.E.4).

S’ha cbservat una relacié inversa entre ’ANK i la xifra de leucdcits
i timfocits, de forma similar al que succeeix en la série global (r al voltant

de -0,5, p<0,00*). No s’ha observat correlacié amb el nombre de LGG.

No s’ha observat relacié entre el valor absolut de les diverses
poblacions limfocitaries i ’ANK a 4 ¢ 20 hores, er canvi, si que existeix
una relacid directa entre e! percentatge de limfdcits CD16* (r al voltant
de 0,5, p entre 0,02 i <0,001) i CD11b* (r al voltant de 0,4, p<0,04) i I’ANK,
La relacié directa s’observa tant en els assaigs de 4 hores com en e! de

20 hores,

ANK en assaig de 4 i 20 hores en el grup d’hemofilics

S’han estudiat 12 malalts en assaigs de 4 hores i en cinc d’elis s’han
pogut realitzat assaigs de 20 hores d’incubacié. Tots els pacients eren de
sexe mascul!i amb una edat mediana de 27,5 anys (extrems de 10 a 68
anys). Set tenien hemofilia greu (factor VIII <0,01 U/L), tres hemofilia
moderada (factor VIII entre 0,01 i 0,05 U/L) i dos hemofilia lleu (factor
VIII >0,5 U/L). Tots els malalts eren politransfosos i, excepte un, estaven
infectats pel virus de la immunodeficiéncia humana.
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Els resultats de citotoxicitat tedrica obtinguts als assaig de 4 i 20
hores d’incubacié s’exposen a la taula 6.E.2 i 6.E.4. L’ANK mitja a 4 hores,
per una proporcié 1:200, és de 14,4 % (+16,4) i a 20 hores de 18,8% (+17,8),
La citotoxicitat exercida pel!s malalts d’hemofilia és significativament
inferior als valors controls tant en assaigs de 4 hores com de 20 hores
i, en "assaig de 20 hores, respecte dele pacients amb LLC-B. A més a
més, la citotoxicitat desenvolupada a les 20 heres d’incubacié no difereiv
de V'exercida a 4 hores, en cortra del que succeeix en controls i er
pacients amb LLC-B (taula 6.E.4),
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Taula 6.E.1

resyltats

Resultats de !'estudi de citotoxicitat en periodes d’incubacié de 20 hores en

controls (n=12)

Proporcid D:E Mitja # D.S. Mediana Extrems n
ANK EXPERIMENTAL (%)
1:200 52,2 + 16,8 52,2 20,2 - 79,9 12
1:100 44,3 + 16,9 46,4 22,4 - 64,5 12
1:50 28,5 + 150 28,5 5,4 ~ B2,8 12
1:25 18,7 + 12,3 18,1 3,5 - 39,0 12
ANK TEORICA (%)
1:200 53,0 + 15,6 51,4 29,6 - 78,5 12
1:100 42,0 + 14,6 44,0 21,5 -~ 59,8 12
1:50 30,1 *+ 15,8 31,4 8,0 ~ 56,1 12
1:25 19,7 + 13,3 20,1 0O -36,2 12
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Taula 6.E.2

resultats

Comparacié entre valors de citotoxicitat en 4 hores i 20 hores d’incubacié

obtinguts en controls, hemofilics i pacients amb LLC-B

ACTIVITAT NATURAL KILLER

4 hores 20 hores p

CONTROLS (n=12)

1:200 33,3 + 12,7 53,0 + 15,6 0,003

1:100 23,9+ 8,9 42,0 £ 21,5 0,013

1:50 16,1 £ 5,9 30,1 * 15,8 0,008

1:25 10,4 + 4,2 19,6 + 13,3 0,032
LLC-B (n=37)

1:800 30,21 % 19,1 46,9 * 20,0 <0,001

1:400 25,0 + 16,8 41,3 + 18,0 <0,001

1:200 19,2 + 14,5 34,2 + 16,7 0,001

1:100 13,3 + 11,1 26,6 * 16,0 <0,001

1:50 89+ 8,9 19,9 + 15,0 <0,001
HEMOFILICS (n=5)

1:200 9,9 + 8,2 18,8 + 17,8 NS

1:100 6,7 + 5,9 15,4 £ 13,7 NS

1:50 4,1+ 3,5 11,8 + 9,5 ‘NS
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Taula 6.E.3

resultats___

Resultats de !'estudi de citotoxicitat en incubacions de 20 hores en pacients

amb LLC-B

Proporcié D:E Mitja = D.S. Mediara Extrems n

ANY EXPERIMENTAL (%)
1:800 42,F + 19¢ 49,0 2,6 - 69,8 31
1:400 42,4 + 16,9 48,7 4,3 - 66,6 31
1:200 35,2+ 17,2 38,4 0,0 - 73,9 37
1:100 26,7 £ 16,8 28,1 0,0 - 70,9 36
1:80 19,9 + 14,6 18,5 0,0 - 57,8 36

ANK TEORICA (%)
1:800 46,9 *+ 20,0 50,7 3,7 - 83,5 37
1:400 41,3 + 18,0 44,4 3,7 - 78,7 37
1:200 34,2 + 16,7 36,4 1,1 - 73,6 37
1:100 26,6 + 16,0 26,2 0,0 - 68,2 37
1:50 19,8 *+ 15,0 18,6 0 - 62,7 37
1:25 14,7 *+ 13,8 11,1 0 -57.1 37
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Taula 6.E.4

resuitats

Comparaci6é entre 1’ank de 11lc i1 controls en assaigs de 4 hores i 20 hores

d’incubaci6
ASSAIG DE 4 HORES ASSAIG DE 20 HORES
Lte P CONTROLS LLe P CONTROLS
n=37 n=12 n=37 n=12
1:200 19,2 * 14,5 0,004 33,3 * 12,7 34,2 + 16,7 0,001 53,0 * 15,6
1:100 13,3 * 11,1 0,004 23,9 * 8,9 26,6 * 16,0 0,011 42,0 * 21,5
1:50 8,9 t8,9 0,012 16,1 * s§.,9 19,8 * 15,0 0,049 30,1 15,8
HEMOFILICS p CONTROLS MEMOFILICS p CONTROLS
n=12 n=12 n=5 n=12
}
1:200 14,4 16,4 0,005 33,3 12,7 18,8 * 17,8 0,001 53,0 ¥ 15,6
1:100 12,9 * 15,0 0,014 23,9 + 8,9 15,4 13,7 0,023 42,0 * 21,5
1:50 | 7,2 * 9,8 0,004 16,1 * 5,9 11,8 9,5 0,030 30,1 * 15,8
LLe P HEMOFILICS LLC P HEMOFILICS
n=37 n=12 n=37 n=5
i
1:200 19,2 + 14,5 NS 14,4 2 16,4 34,2 + 18,7 0,056 18,8 + 17,8
1:100 13,1 11,1 NS 12,9 £ 15,0 26,6 * 16,0 NS 15,4 + 13,7
1:50 8,9 t8,9 NS 7,2 ¥ 9,6 19,9 * 15,0 NS 11,8 * 9,5
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EVOLUCIO DE L’ACTIVITAT NATURAL KILLER I LES POBLACIONS
LIMFOCITARIES AMB EL TRANSCURS DEL TEMPS. MODIFICACIONS
SECUNDARIES AL TRACTAMENT.

En aquest apartat s’exposen els resultats sequencials de
citotoxicitat i de les pobiacions limfocitaries en un grup de vint-i-sis
pacients | les modificacions induides en ella pel transcurs del temps o
per efecte de la medicacié anti-leucémica. Els resultats de citotoxicitat es
comparen amb els resultats obtinguts la primera vegada que els pacients
es van incloure a P’estudi. Aguests vint-i-set malalts es divideixen en
tres grups: un primer grup que no reb tractament al llarg de |’estudi,
un segon grup que sempre esta sota tractament alquilant o que I’inicia
un cop inclés a 'estudi, i un tercer grup constituit per malalts inclosos
en un protocol terapéutic seqliencial de clorambucil i a-interferd.

A. EVOLUCIO DE L’ACTIVITAT NATURAL KILLER I LES POBLACIONS
LIMFOCITARIES EN ELS PACIENTS NO SOTMESOS A TRACTAMENT.

Aguest grup el composen un total de vuit malalts amb una edat
mediana de 67 anys (extrems 52 a 80), la meitat sén homes i I’altra dones.
Sis malalts estan en estadi O de Rai (75%) i dos en estadi I (25%). Tots els
pacients excepte un estan en estadi A de Binet (87,5%). E| temps
transcorregut entre la primera determinacié de I’ANK i la seglient té una
mediana de 2,65 mesos (extrems 0,1 i 4,93). Cap pacient va canviar
d’estadi en el transcurs de temps entre les determinacions d’ANK.

La xifra mitja de limfocits en el primer estudi és de 52,7x10%/L *45,3
sense observar-se modificacions significatives quan es van realitzar els
estudis posteriors (52,69x10%/L *45,3 vs 61,3x10%/L +67,9). Tampoc es van
observar variacions en la xifra de LGG.
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En tres malalts no s’observen modificacions en |’activitat natural
killer en el transcurs del temps. En quatre pacients augmenta i en un
pacient disminueix. En dos dels pacients en els que la citotoxicitat
augmenta I'increment és molt notable, passant de valors basals a una
proprocié 1:200 de 5,74% i 3,0% a 36,37 % i 26,69% respectivament. En un
dels malalts la primera determinacié coincideix amb un episodi infecci6s
greu. Les modificacions en I’ANK estan recollides a la grafica 6.F.1.1.

Les variacions en les poblacions limfocitaries es poden analitzar en
sis malalts. No s’observen variacions a nivell global tant en el percentual
de cadascuna de les poblacions com en la seva xifra absoluta. En cinc
pacients es mantenen estables | en un s’assisteix a un increment
percentual de ia poblacié CD2* i NK (CD16*, CD57* i CD11b*). Aquest uitim
pacient mostra un increment de ’activitat natural killer entre les dues
determinacions (proporcié 1:200 de 38,36% a 50,89%). Quan s’analitzen les
pobiacions de forma absoluta la situacié es similar que en [’analisi
percentual on Unicament un pacient augmenta la xifra de limfdcits CD16*
de 0,47x10%/L fins a 1,89x10%/L i de forma similar incrementa el nombre
de limfocits CD57* i CD11b".

B. EVOLUCIO DE L’ACTIVITAT NATURAL KILLER I LES POBLACIONS
LIMFOCITARIES EN ELS PACIENTS SOTMESOS A TRACTAMENT.

Nou dels pacients estudiat de forma sequencial estan sotmesos a
tractament al llarg de I’estudi. L’edat mediana és de 67 (extrems 52 a 83
anys), sis sén homes i tres dona. Quatre malalts estan en estadi O de Rai
(44,4%), quatre en estadi II (44,4%) i un en estadi IV (1,1%). Si es
classifiquen d’acord amb el sistema de Binet, sis pacients estan en
estadi A (66,6%), dos en estadi B (22,2%) i un en estadi C (11,1%). El
tractament que rebien era CLB o CLB+PDN en set casos, poliquimioterapia
amb ciclofosfamida, melfalan i PDN en un cas, i CLB seguit de PDN i
ciclosporina A en el darrer malalt.
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El temps transcorregut entre la primera | les seglents
determinacions és de 5,24 mesos (1,28 i 12,85). Vuit pacients es van
mantenir en i’estadi en el que van entrar dintre de l'estudi i un va
progressar a un estadi superior (de AI a BII). La determinacié es va
repetir entre 2 i 4 vegades.

La xifra mitja de limfocits inicial és de 28,9x10%/L (+23,2) amb una
reducci® que no assoleix significacid estadistica al llarg de [|’estudi

(20,0x1%/L *20,7).

L’evolucié de I’ANK, de la xifra de limfocits i de seves poblacions
d’aquests vuit pacients s’exposa a continuacié:

i) En _dos malalts: I’ANK és baixa i es manté estable. La xifra de

limfocits es manté superior a 50x10°/L en el transcurs del seguiment
seqlencial.

ii) En _tres malalts: la citotocixitat augmenta en el transcurs del

tractament. El primer pacient no redueix de forma important la xifra
de limfocits (1,6x10%/L a 1,4x10%/L), perd si que incrementa de forma
percentual i absoluta la xifra de limfocits CD16*, CD57* i CD11b*. En
els altres dos pacients 'augment en I’ANK coincideix amb una
reduccié de la xifra de limfocits (de 9,5x10°/L a 6,6x10%/L i de
8,1x10%/L a 5,1x10%°/L, respectivament). Només es disposa de la
determinacié de poblacions limfocitaries de P’ultim assaig de
citotoxicitat en un d’agquests malalts, on s’observa un percentatge
de limfdcits NK elevat (CD16* 6,7%, CD57* 18%, CD11b* 21%). En un
dels malalts s’assisteix, en una determinacié posterior, al retorn als
valors basals de citotoxicitat coincidint amb una elevacié de la xifra
de limfdcits al doble dels valors inicials (18,4x10%/L).
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ili) En tres malalts: la citotoxicitat disminueix en el transcurs de

tractament. En el primer cas es produeix una disminucié moderada
en la xifra de limfocits (de 33,5x10°/L a 25,4x10°/L) sense que es
disposi de les poblacions Ilimfocitaries. En el segon malalt
disminueixen transitoriament els valors de citotoxicitat per retornar
als valors basals als tres de tractament, Els limfocits baixen
inicialment de 22,9x10°/L a 6,3x10%/L i es mantenen estables quan
s’observa el retorn de I’ANK als nivells basals. En aquest pacient
no s’observa un canvi percentual en les poblacions limfocitaries amb
antigens NK. Del tercer malalt d’aquest grup es disposa de quatre
determinacions d’ANK en el transcurs de 13 mesos. Inicialment
s’assiteix a una disminucié en la citotoxicitat que s’acompanya d’un
increment en la xifra de limfocits (de 29,9x10°/L a 41,8x10%/L) amb
uns valors percentuals de poblaci® NK quasi indetectables.
Posteriorment, i coincidint amb una disminuci® dels limfdcits totals,
incrementa I’ANK. L’increment en [’activitat NK s’acompanya de
i’augment percentual en les poblacions NK (figura 6.F.2.1).

iv) En_un malalt: es disposa de determinacions de citotoxicitat

durant un periode de vuit mesos en el que rep tractament amb CLB
i suspen el farmac. L’ANK es manté estable mentres rep CLB dintre
d’uns valors normals (40,9% i 34,2%). Al suspendre el tractament no
s'observa cap canvi en I’ANK malgrat que la xifra de limfdcits
s’incrementa lleugerament (de 4,7x10%/L a 8,1x10%/L). Després de
suspendre el tractament s’objectiva un increment percentual en
els limfocits NK (CD16* de 2% a 9%, CD57" de 6% a 13%, CD11b* de 10%
a 19%).
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C. EVOLUCIO DE L’ACTIVITAT NATURAL KILLER I LES POBLACIONS
LIMFOCITARIES EN ELS PACIENTS SOTMESOS A TRACTAMENT SEQUENCIAL
AMB CLORAMBUCIL I a-INTERFEROQ.

Aguest grup es*a conctituit per nou malalts estudiats i controls de

forma similar, @ per tant, formen un grup homogeni per Pandlici,

Flz malalte inclosos teren unz mediana d’edad de 60 anve (evirems
N-82 arvs). Tinc dels pacients eren homes i quatre dores., Tots estaven

"

er ectad’ A de la classificacid de Binet, & Vinici de estudi dos paciernts
estaven en ectadi 0 de RPal oia er ectadi T 1 ur en estadi IT. ’estratégia
de! nrotoce! terapdotic ectd degcorita a Vapa~tat de material | métodes i
rancictaly aen dieminyir inicialment I massa tumora! mitiangart urn agert

almiitans (0t RY 1 desprée assalar  'efecte anti-tumoral d’un

,,,,,

immyunomndiulador (a-TFN),

Ele mou malalte inclosos gé* pacients que no han rebut tractament
nraviament i en els que <’avalua clinica | analiticament (incloent-hi
Pectidi de citotoxicita®t) a! llarg de! protocol., Un cop finalitzat el

tractament es repeteix 'avaluacis,

Per aconseguir la reduccié de limfocits fins el nivell exigit es va
requerir una mediana de 4 tandes de CLB (extrems 4-12). La mediana de

mescs d’administracié d’interferd és de 6 mesos (extrems 4-12),

L.es principals caracteristiques clinigues i analitigues es recullen a
la taula 6.F.3.1. Al finalitzar ’estudi el nombre de pacients en estadi 0
de Rai era de vuit., El CLB va provocar la disminuci6é de la xifra de
limfocits i ques es va mantenir durant el tractament amb interferé. La
xifra de neutrdfils, hemoglobina i plaguetes es va reduir per efecte del
tractament, sense que la seva reduccié tingués significacié clinica.
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Quan s’analitza de forma global I'evolucié de I’ANK en aquest grup
de pacients s’observa que I’ANK basal dels malalts era, a una proprocié
1:200, de 21,4% * 11,5, La citotoxixitat global basal és baixa, perd el 44,4%
dels malalts tenen una citotoxicitat normal. Després de la reduccié de
limfocits aconseguida pel CLB la citotoxicitat es va mantenir en uns
nivells similars (21,7% *7,1). No obstant, el 75% deis pacients amb ANK
basal baixa la normalitza després del CLB i el 50% dels que la tenen
normal la disminueixen malgrat el descens en el nombre de limfocits.
Despres del tractament amb a-IFN la citotoxicitat efectuada pels pacients
es va normalitzar (44,3% * 19,1). Només un malalt manté una citotoxicitat
inferior al normal. La grafica 6.F.3.1 recull ’evolucié de la citotoxicitat
d’aquest grup de pacients. Si s’analitza de forma individualitzada el
comportament de I’ANK (figura 6.F.3.2) observem que cinc pacients
incrementen la seva citotoxicitat al llarg de {’estudi, en dos la
citotoxicitat es manté estable, en un PPANK augmenta després de
I’administracié del CLB si bé no es manté amb IFN i, finalment, en un
pacient disminueix despreés del CLB sense disposar-se de la determinacié
després de I’IFN.

L’evolucié de les poblacions limfocitaries s’exposa a la grafica 6.F.3.3
i 6.F.3.4. De forma percentual s’observa un increment en la poblacié T i
NK i un decrement de la poblacié limfoide B. En valors absoluts s’observa
una reduccié de la totes les poblacions limfocitaries analitzades després
del tractament amb CLB que retornen als nivells basals després de
I’administracié d’a-IFN. La poblacié CD19* mostra un descens continuat
al llarg de I'estudi sense obtenir-se diferéncies significatives entre la
xifra de limfocits CD19* post-CLR i post-alFN.
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Taula 6.F.3.1

Descripci6 de les principals caracteristiques dels pacients inclosos en un

protocol de tractament seqlencial amb CLB i a-IFN.

Basal Post-CLB  Post-IFN
Rai [0/1/11] (n) 2/6/1 3/5/1 8/1/0 *xx
Limfocits (x10%/L) 22,4+ 4,5 7,243,2 7,024,101 x
Neutrofils (x10%/L) 4,7+ 1,8 3,3%1,0 3,3+1,1 %
Hemoglobina (g/L) 153,1+ 9,4 144,819,3 148,048,6 *
Plaquetes (x10%/L) 188,91+50,4 177,9+47,4 162,1%+32,6 %

* p significativa entre els valors basals i els post-CLB i post-IFN.
*% p significativa entre els valors post-IFN i els basals i post-CLB.
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Figura 6.F.1.1

Evolucid de ’ANK en els pacients amb LLC-B no tractats
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Figura 6.F.2.1

Evolucié de I’ANK, ia xifra de limfdcits totals | de les poblacions limfoides
en unh pacient sota tractament amb CLB
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Figura 6.F.3.1

Evoluci6 de les xifres mitges de citotoxicitat, limfdcits totals i poblacions
en els periodes basal (B), post-CLB (CLB) i post-a-IFN (IFN).
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Figura 6.F.3.4

Canvis en els valors migs de les poblacions limfocitaries al llarg de
protocol de CLB-IFN
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Figura 6.F.3.2

Canvis en la citotoxicitat exercida per cada malalt, representats per un
simbol diferent, al llarg del protocol terapéutic CLB-IFN
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Figura 6.F.3.3

Evolucié dels limfdcits totals de cada malalt, cadascun representat per un
simbol diferent, al llarg del protocol terapéutic CLB-IFN
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