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Introduccion

INTRODUCCION

La leucemia linfatica crénica (LLC) es el tipo de leucemia mas
frecuente en los paises occidentales y su incidencia aumenta
progresivamente con la edad, afectando principalmente
pacientes en la sexta década de la vida (1). En el area geografica
del Baix Llobregat (4drea de referencia del Institut Catala
d’Oncologia, Hospital Duran i Reynals; ICO-HDIR) es la neoplasia
linfoide mas comun con una incidencia estimada de cinco casos
por 100.000 habitantes/afio (2). Se caracteriza por una
proliferacién clonal de linfocitos pequefios de estirpe B en sangre
periférica (SP), médula 6sea (MO), bazo y ganglios linfaticos. Estos
linfocitos tienen un aspecto maduro al microscopio, con escaso
citoplasma y cromatina cuarteada y presentan un fenotipo de
membrana caracteristico que incluye CD19, CD5 y CD23;
expresion negativa o débil de CD22, CD79b y FMC-7, ademas de
poca expresién de cadenas ligeras de superficie (3). La figura 1

muestra linfocitos de LLC en una extension de SP al microscopio.
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Figura 1: Linfocitos de LLC en una extension de SP al microscopio. Las
flechas negras corresponden al tipico linfocito maduro, pequefio, de
cromatina cuarteada. Las flechas azules sefialan sombras de
Gumprecht, muy caracteristicas de la LLC y que corresponden a los
mismos linfocitos de la enfermedad que se rompen al realizar la
extensién de SP.

Desde 2008, la definicidon de LLC exige la presencia de mas de 5 x
10°/L linfocitos B monoclonales en SP detectada por citometria de
flujo. Los casos con afectacidn ganglionar y/o hepatoesplénica y
menos de 5 x 10°/L linfocitos de LLC en SP se denominan linfoma
de linfocito pequefio (LLP), mientras aquellos con menos de 5 x
10°/L linfocitos B monoclonales y sin ningtn signo de enfermedad
(asintomaticos, sin citopenias, sin adenopatias o visceromegalias)
se clasifican como linfocitosis B monoclonal (LBM) (4). Sin
embargo, el limite de 5 x 10°/L linfocitos B monoclonales es
arbitrario, ya que no ha sido validado en estudios prospectivos
para separar distintas formas clinicas de la LLC con diferentes

prondsticos.
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Aproximadamente un 70% de casos de LLC se diagnostican en
fases iniciales (5), como linfocitosis aislada en una analitica de
rutina, estando el paciente asintomatico. El curso clinico de la
enfermedad es heterogéneo. La mayoria de pacientes presenta
una progresion lenta a lo largo de afos hasta presentar criterios
de tratamiento (tabla 1). Estos criterios estan definidos vy
consensuados por expertos desde hace décadas pero aun son
vdlidos en la actualidad (4, 6). Se basan en esperar los signos de
progresion o “actividad” de la enfermedad, ya que tratar el
paciente en estadios iniciales o con LLC estable no mejora su
supervivencia (7, 8). La figura 2 muestra adenopatias cervicales
visibles por exploracién fisica en un paciente con LLC ademas de
adenopatias y esplenomegalia voluminosas por tomografia

computadorizada (TC) como criterios para iniciar tratamiento.

Cuando se presenta alguno de estos criterios, el tratamiento de
los pacientes con LLC puede aportar beneficio clinico y tiene
como objetivo la remisién completa o parcial de la enfermedad o
simplemente el control de sintomas, todo ello en funcién de la
edad y comorbilidades del paciente. A partir de aqui, la historia
natural de la LLC se caracteriza por recaidas, que pueden ser mas
tardias o mas tempranas, con o sin criterios de tratamiento pero

con periodos en remision progresivamente mas cortos.
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Tabla 1: Criterios para iniciar tratamiento en la LLC (4, 6).

Signos de insuficiencia medular progresiva: aparicion o empeoramiento

de anemia o trombocitopenia

Esplenomegalia masiva (> 6cm reborde costal) o progresiva o

sintomatica

Adenopatias voluminosas (> 10cm de diametro) o progresivas o

sintomaticas

Linfocitosis progresiva: aumento de 50% en un periodo de 2 meses o

TDL* inferior a 6 meses

Anemia o trombocitopenia autoinmunes que no responden a

tratamiento corticoideo

Sintomas constitucionales relacionados a la enfermedad:

- Pérdida de peso igual o superior al 10% del peso corporal en un
periodo de 6 meses;

- Astenia significativa atribuible a la enfermedad (ECOG* 2> 2);

- Fiebre de 38°C o mas continua por un periodo superior a 2 semanas
sin causa infecciosa que la justifique;

- Sudoracién nocturna por mas de 1 mes sin causa infecciosa que la

justifique.

*TDL: tiempo de duplicacién linfocitario; ECOG: Eastern Cooperative Oncology
Group (ver anexo 1)
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Figura 2: Adenopatias cervicales voluminosas y hepatoesplenomegalia
como criterios de tratamiento en un paciente con LLC.

Sin embargo, hay una minoria de pacientes que a pesar de
diagnosticarse en estadios iniciales de la LLC, presentan una
rapida progresidn y requieren tratamiento de forma precoz. Hay
una serie de variables clinicas y de laboratorio descritas en la
literatura que, cuando estan presentes al diagndstico de la

enfermedad, pueden ayudar a predecir la evolucién de la misma.
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Las variables que tienen valor prondstico se pueden dividir en:

(1) Factores prondsticos disponibles en la practica clinica habitual,
gue se subdividen en (a) variables cldsicas y (b) variables
bioldgicas;

(2) Factores prondsticos no facilmente disponibles en la practica

clinica habitual.

En el primer grupo, las variables clasicas corresponden a variables
clinicas o facilmente evaluadas mediante analiticas
convencionales. Rapidamente se han ido desplazando por las
variables bioldgicas, que comprenden las alteraciones genéticas y
la expresidon de antigenos y proteinas de membrana celular. Estas
variables se estudian mediante técnicas de citogenética y
citometria de flujo, disponibles también en la rutina diaria de la
mayoria de centros. El segundo grupo corresponde a marcadores
descritos mas recientemente a nivel genético y molecular que,
aunqgue parecen tener mucha relacion con el pronéstico de la LLC,
aun no estan disponibles en la practica clinica en la gran mayoria

de laboratorios de rutina.
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Introduccion

1. Factores prondsticos disponibles en la practica clinica

1.1. Variables clasicas

1.1.1. Esquemas de estadiaje de Rai y Binet

Los esquemas de estadiaje propuestos por Rai y Binet (tablas 2 y
3) en los afios 70-80 son capaces de separar los pacientes con LLC
en diferentes grupos con diferentes supervivencias en funcion de
la carga tumoral en el momento del diagndstico (tabla 4) (9, 10).
Son baratos y facilmente aplicables en la practica clinica ya que
solo requieren la exploracién fisica y un hemograma. Sin
embargo, fallan en identificar aquellos casos en estadios precoces
gue presentaran una progresion rapida de la enfermedad, por lo
que en la actualidad no son la mejor herramienta pronostica en el

momento del diagndstico en la mayoria de pacientes.

24



Factores prondsticos en LBM o estadios iniciales de la LLC

Tabla 2: Esquema de estadiaje de Rai.

0 Linfocitosis aislada

| Linfocitosis con adenopatias

I Linfocitosis con esplenomegalia o hepatomegalia

]| Linfocitosis con anemia (Hb* < 110g/L)

[\V Linfocitosis con trombocitopenia (plaquetas < 100 x 10°/L)

*Hb: hemoglobina

Tabla 3: Esquema de estadiaje de Binet.

A Hasta dos areas linfoides afectadas , Hb > 100g/Ly plaguetas =
100 x 10°/L

B Tres o mas &reas linfoides afectadas’, Hb > 100g/Ly plaquetas >
100 x 10°/L

C Hb < 100g/L y/o plaquetas < 100 x 10°/L, independiente del

numero de areas linfoides afectadas.

*Cuentan como un drea linfoide: (1) cabeza y cuello (incluyendo anillo de
Waldeyer), (2) axilas uni o bilateral, (3) ingles uni o bilateral, (4) bazo palpable
e (5) higado palpable.
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Introduccion

Tabla 4: Mediana de supervivencia en meses segun
estadiaje de Rai y Binet.

Mediana de supervivencia (meses)

Rai

0 >150

1 101

2 71

3 19

4 19
Binet

A Comparable a la poblacién control

B 84

C 24

1.1.2. Variables relacionadas a los linfocitos en SP

a. Morfologia linfocitaria atipica

Los criterios elaborados por la French American British
morphological classification (FAB) en 1989 aun se utilizan en la
actualidad para clasificar la LLC en tipica o atipica de acuerdo con
la morfologia de los linfocitos en SP (11). Segun estos criterios, la
morfologia atipica puede ser de dos subtipos: (1) subtipo
LLC/leucemia prolinfocitica, con mas de 10% de prolinfocitos
circulantes y (2) subtipo mixto, con mas de 15% de linfocitos

linfoplasmaciticos o centrocitos circulantes. La figura 3 muestra
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prolinfocitos y centrocitos en la extensidn de SP de un paciente

con LLC atipica.

Figura 3: Extension de SP de um paciente com LLC de morfologia
atipica. Las flechas negras corresponden a prolinfocitos (tamafio mayor
y aspecto inmaduro con nucledlo central). La flecha azul sefala un
centrocito.

Disponible en practicamente todos los centros y de bajo coste por
consistir un paso basico para el diagnéstico de la enfermedad, la
morfologia de los linfocitos se ha correlacionado con el
prondstico de la LLC (12-15). Sin embargo, la descripcidon de
nuevos marcadores inmunofenotipicos y citogenéticos ha
sustituido rapidamente el interés por esta herramienta pronostica
gque puede conllevar a algo mas de subjetividad entre
observadores, de forma que no se han llegado a realizar estudios

prospectivos sobre el tema.
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b. Numero absoluto de linfocitos al diagndstico

Varios estudios retrospectivos sugieren un numero absoluto de
linfocitos B al diagndstico de alrededor de 10-11 x 109/L como el
limite que mas se correlaciona con la necesidad de tratamiento y
con la supervivencia en la LLC (16-19). Aunque el valor de
linfocitos B clonales que separa la LBM de la LLC Rai 0 segun las
NCI (National Cancer Institute) Guidelines de 2008 sea inferior, no
hay estudios prospectivos que analicen si esta clasificacion

diagnostica tiene un algun valor prondstico.

c. Tiempo de duplicacién linfocitario (TDL)

El TDL es el periodo de tiempo en el que el numero de linfocitos
absolutos tarda en duplicarse en un paciente con LLC. Estudios de
los afios 80-90 describieron el valor pronéstico de un TDL de
menos de 12 meses (13, 20, 21). Facilmente disponible, refleja la
actividad de la enfermedad y en la practica clinica se utiliza como
criterio para iniciar tratamiento cuando es inferior a 6 meses (4,
6). Sin embargo, tiene la desventaja de ser una herramienta
retrospectiva, no evaluable en el momento del diagndstico del

paciente con LLC.
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1.1.3. Marcadores séricos

a. Lactato desidrogenasa (LDH)

La LDH es una enzima implicada en la formacion de lactacto para
su utilizacion como fuente de energia por las células normales y
tumorales (22). Los niveles séricos de LDH estan frecuentemente
elevados en varios tipos de cancer y diferentes sindromes
linfoproliferativos. Se ha descrito su correlacion con la carga
tumoral en estadios avanzados de la LLC, con situaciones de
trasformacion a linfomas agresivos (sindrome de Richter) y con
una necesidad de tratamiento mds precoz (23-27). No hay sin
embargo, estudios prospectivos que analicen el valor prondstico

de este marcador sérico en los estadios precoces de la LLC.

b. Beta 2 microglobulina (B2M)

Los niveles séricos de B2M probablemente se correlacionen con la
carga tumoral de la enfermedad, ya que es una proteina
secretada constantemente por los linfocitos de la LLC (28).
Muchos autores han descrito la correlacidn entre niveles séricos
elevados de B2M y un peor prondstico (17, 29-32), posiblemente
incluso en estadios iniciales de la enfermedad (33). De nuevo, la

mayoria de estudios son retrospectivos.
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c. Timidina kinasa (TK)

La TK es una enzima que participa en la sintesis del DNA y que es
un marcador de proliferacién celular ya que se encuentra
principalmente en células en division (34). Niveles séricos
elevados de TK se han asociado con enfermedad avanzada y/o
progresiva en neoplasias linfoides (34). También se ha descrito su
correlacién con un peor prondstico en pacientes con LLC en
estadios iniciales (35). A pesar de tener un posible papel
prondstico, no estd disponible de forma rutinaria en la gran

mayoria de laboratorios.

d. CD23 soluble

CD23 es un antigeno de membrana presente en los linfocitos B
del que se pueden identificar fragmentos solubles de diversos
tamafios y con diferentes funciones, entre ellas inhibir la
apoptosis de la propia célula B (36). Se han encontrado niveles
séricos elevados de CD23 en pacientes con LLC en fases
avanzadas, con enfermedad activa asi como con un TDL inferior
(37). También se ha descrito su correlacién con mayor riesgo de

progresidon en pacientes con LLC en estadios precoces (36). Asi
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como la TK, su determinacién tampoco esta disponible en

laboratorios de rutina.

1.1.4. Biopsia de medula ésea (BMO)

Se han descrito cuatro patrones histolégicos de infiltracion de MO
en la LLC: intersticial, nodular, mixto (nodular-intersticial) y difuso
(38). Algun estudio ha encontrado correlaciéon entre el patrén
difuso de infiltracién de la MO con un curso clinico mas agresivo
de la LLC cuando se compara con los demas patrones histolégicos
de infiltracion (39, 40). Otros estudios posteriores no han podido
reproducir estos resultados (41, 42). Con el avance de las técnicas
de citometria y citogenética, que permiten estudios en muestra
de SP, la realizacion de la BMO ya no es imprescindible para el
diagnostico de la LLC aunque puede aportar informacién
relevante sobre el grado de infiltracion medular (4, 6) y sigue
siendo interesante evaluar su valor prondstico real en estudios
prospectivos. La figura 4 corresponde a una preparacidon en
hematoxilina-eosina de una BMO con un patréon de infiltracion

difuso por LLC.

31



Introduccion

Figura 4: Preparacién en hematoxilina-eosina de una BMO con un
patrdn de infiltracién difuso por LLC.

1.2. Variables bioldgicas

1.2.1. Inmunofenotipicas

La citometria de flujo es una técnica de analisis celular
multiparamétrico que permite la caracterizacidon analitica y
cuantitativa de células. Permite obtener informacién simultdnea
de varios parametros celulares (tamafio, complejidad del
citoplasma, antigenos y proteinas de superficie) a través de la
incubacidén de las células con anticuerpos monoclonales marcados
con fluorocromos y su posterior lectura y analisis por un
programa informatico en un citdmetro. El score propuesto en los
anos 90 por Matutes et al para el diagndstico de la LLC es el que

se utiliza hasta la actualidad. Se basa en la presencia de hasta
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cinco caracteristicas inmunofenotipicas en la célula estudiada.
Aproximadamente 90% de las LLC presentan 4 o 5 puntos en el
score (4/5 o 5/5) (3). Los casos con puntuacién 3/5 o menos

tienen una baja probabilidad de tratarse de una LLC.

Tabla 5: Score inmunofenotipico para el diagndstico de LLC segun
Matutes et al. La célula de la LLC debe presentar positividad para
CD19 ademads de las caracteristicas descritas en la tabla abajo.
Cada una de ellas confiere 1 punto en el score.

Positividad para CD5

Positividad para CD23

Negatividad o expresién débil de FMC-7

Negatividad o expresion débil de inmunoglobulinas de superficie

kappa o lambda

Negatividad o expresion débil de CD22/CD79b

a. CD38

Es un antigeno de membrana presente en gran variedad de
células hematopoyéticas y no hematopoyéticas. Funciona como
molécula de adhesién celular y participa en la transduccién de
sefiales intracelulares por lo que tiene un importante papel en la
supervivencia del linfocito (43, 44). A pesar de no ser Util para el
diagnodstico en la LLC, se ha descrito que la coexpresiéon en la

célula clonal de CD19 y CD38 confiere mal prondstico a la
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enfermedad, (17, 45-50). Algunos autores han descrito cambios
en la expresion de CD38 a lo largo de la evolucién de la
enfermedad, dato que hace mas interesante la realizacion de
estudios prospectivos para determinar su valor pronostico en
muestras recogidas en el momento del diagnéstico (25, 46, 51,

52).

b. Zeta associated protein 70 (ZAP-70)

ZAP-70 es una proteina de la familia de las tirosin kinasas
presente en linfocitos T y natural killer (NK). Se ha descrito su
expresion en aproximadamente 57% de los casos de las células de
LLC cuando analizada mediante citometria de flujo (53). Varios
estudios retrospectivos han establecido la correlacidn entre la
expresion de ZAP-70 y un peor prondstico en la LLC (16, 32, 49,
50, 54), asi como una posible concordancia entre la expresién de
ZAP-70 y el estado mutacional de la region variable del gen de la
cadena pesada de las inmunoglobulinas (IgVH) (53, 55, 56). El
estado mutacional de la IgVH es uno de los factores prondsticos
mas fiables en la LLC (ver apartado 2.1 de esta introduccidn), pero
su estudio no estda disponible habitualmente en la practica clinica
en la mayoria de centros. ZAP-70 es un antigeno intracelular con
expresion generalmente débil en la LLC, lo que hace que su

determinacidn sea variable y poco reproducible. No hay consenso
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sobre el mejor método para estudiarlo (57). También algunos
autores han sugerido cambios en la expresion de ZAP-70 a lo
largo de la evolucién de la enfermedad (58, 59) por lo que sigue
poco definido el papel prondstico de la ZAP-70 en la LLC y es

interesante estudiarlo de forma prospectiva.

1.2.2. Citogenéticas

Los linfocitos de la LLC son células en la fase GO del ciclo celular
que tienen una supervivencia prolongada por defecto de la
apoptosis (60). Este hecho dificulta bastante la aplicacion de las
técnicas citogenéticas convencionales debido a la dificultad en
obtener células en divisién para andlisis del cariotipo, por lo que
es necesaria la estimulacién in vitro con mitégenos. Entre los
pacientes a los que se puede realizar el cariotipo,
aproximadamente el 55% presentan anomalias cromosdmicas por
citogenética convencional (61). Con la introduccion de las técnicas
citogenéticas de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH), que
permiten el andlisis cromosdmico de células en interfase, se han
podido documentar anomalias citogenéticas en 77-82% de los
pacientes con LLC (24, 62). Sin embargo, para utilizar la FISH uno
“debe saber la anomalia que se busca” ya que no se obtiene el
analisis de todos los cromosomas como en el cariotipo

convencional.
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Las alteraciones cromosOmicas mas frecuentemente encontradas
por FISH en la LLC son: (a) deleccién del brazo largo del
cromosoma 13 (13g-) en 55-64% de casos, (b) trisomia del
cromosoma 12 (+12) en 16-25% de casos, (c) deleccion del brazo
largo del cromosoma 11 (11g-) en 15-18% de casos, (d) deleccion
del brazo corto del cromosoma 17 (17p-) en 7-8% de casos y (e)
deleccién del brazo largo del cromosoma 6 (6g-) en hasta 6% de

casos (24, 62).

Mas de una alteracidon pueden coexistir en el mismo paciente, por
lo que se utiliza el modelo jerdrquico de cinco categorias
pronosticas propuesto por Dohner et al, que se resume en la
tabla 6. Asi, una FISH sin anomalias o la presencia Unicamente de
13g-se correlacionan con una mayor supervivencia. Las dos
alteraciones de mal prondstico son 11g- y 17p- (24, 62, 63). La
region del cromosoma 17 donde ocurre 17p- puede afectar el gen
TP53, un importante regulador del ciclo celular e inductor de la
apoptosis (64), mientras 11g- incluye varios genes supresores de
tumores, entre ellos ATM, que también funciona como regulador
del ciclo celular activando TP53, y que puede estar mutado en
hasta un tercio de pacientes con 11g- (65). La +12 sin 11g- y sin

17p- confiere un prondstico intermedio a la enfermedad.
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Tabla 6: Modelo jerarquico de cinco categorias pronosticas en LLC
segun analisis de FISH.*

Categoria Frecuencia Mediana de supervivencia
(%) (meses)
17p- 7 32
11g-sin 17p- 17 79
FISH normal 18 111
+12 sin 11g- 0 17p- 14 114
13qg- aislada 36 133

*Modificado de Dohner et al

Mas recientemente algunos autores han estudiado el papel
pronodstico del cariotipo complejo en la LLC y se ha visto que
incluso los casos con 13g- aislada por FISH presentan una
evolucidn mas desfavorable cuantas mas alteraciones presenten
en el cariotipo (66). También se ha descrito la presencia de
anomalias en el cariotipo en hasta un 35% de aquellos pacientes
que presentan una FISH normal si se estimulan las células con
nuevos mitdégenos, y estos casos también tienen peor prondstico
(67). Ya que muchas de estas alteraciones citogenéticas son
adquiridas a lo largo de la evolucién de la LLC (63, 68), es
interesante evaluar su papel prondstico al diagndstico en los

estadios precoces.
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La figura 5 corresponde a un cariotipo convencional donde se

observa una +12. La figura 6 muestra la presencia de 11g- en un

analisis por FISH.
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Figura 5: Trisomia del cromosoma 12 en un cariotipo convencional.
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Figura 6: Deleccidon 11qg- por FISH en tres nucleos en interfase. Una
sefial verde significa la pérdida de uno de los alelos del gen ATM. Las
dos sefiales rojas confirman la presencia de los dos alelos del gen TP53.

2. Factores prondsticos no facilmente disponibles en la practica

clinica

2.1. Estado mutacional de la IgVH

Poco mdas de la mitad de los pacientes con LLC presenta
mutaciones en la IgVH, dato que sugiere que el clon leucémico se
originaria de células B maduras post germinales. Esto confiere un
prondstico mas favorable (69-71). En el resto de casos las células

de la enfermedad se derivarian de los linfocitos virgenes o naive

39



Introduccion

gue no han pasado por el centro germinal del foliculo linfoide y
consecuentemente no han estado en contacto con los antigenos
del mismo. Estos pacientes no presentan mutaciones en la IgVH y
suelen requerir tratamiento de forma precoz, evolucionando
desfavorablemente (25, 33, 52, 72). El analisis de estas
mutaciones requiere técnicas caras y laboriosas por lo que aun no
se realiza de forma rutinaria en muchos centros. Se ha intentado
buscar la correlacion entre el estado mutacional de la IgVH y otras
variables pronosticas en la LLC, pero hasta el momento ninguna
se puede utilizar como un fiable subrogado (53, 55, 71, 72). Se
han publicado algunas propuestas de score pronéstico en LLC
basadas en andlisis retrospectivos, y el estado mutacional de la
IgVH es uno de los factores que puntia en todos ellos, sea
juntamente con variables clasicas, con bioldgicas o con otras
variables moleculares mas novedosas (27, 50, 73, 74).
Precisamente por la dificultad en disponer de este analisis, estos
scores prondsticos no son utilizados en la practica clinica de forma

generalizada.

2.2. Mutaciones en otros genes

Mas recientemente, a raiz de la secuenciacién del genoma de la
LLC, sabemos que hay algunos genes que estan mutados de forma

recurrente y que probablemente puedan tener valor prondstico
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(75). Asi, se encuentran mutaciones de TP53, ATM, BIRC3,
NOTCH1, SF3B1 y MYD88 en porcentajes variables en la LLC, y
parecen correlacionarse con un curso clinico desfavorable aunque
se requieren estudios prospectivos y con largo seguimiento para
que se pueda determinar el valor real de esas alteraciones y su
correlacién con otros datos clinico-biolégicos en la LLC (76-78). Su
analisis tampoco esta disponible en la practica clinica diaria de la

mayoria de centros.

En resumen, la naturaleza indolente pero heterogénea de la LLC
hace que sean necesarios estudios prospectivos, con largo
seguimiento y enfocados en los estadios iniciales de la
enfermedad para buscar variables en este grupo de pacientes que
se correlacionen con el prondstico y poder asi identificar el
subgrupo de mayor riesgo y que podria beneficiarse de
tratamiento de forma precoz. Existen muy pocos estudios en la
literatura con estas caracteristicas, muchos se basan en cohortes
heterogéneas de pacientes con LLC en varios estadios y con
muestras recogidas a lo largo de la evolucidén clinica de los
mismos, en algunos casos incluso después de tratados. Las pocas
series prospectivas que estudian factores prondsticos han dejado
de lado las variables clasicas y no las analizan de forma conjunta
con las bioldgicas, o incluyen muy a menudo variables muy

nuevas no disponibles en la practica clinica. A pesar de la

41



Introduccion

descripcién mas reciente de varios posibles marcadores genéticos
y moleculares con valor prondstico, sigue siendo interesante
determinar el papel de variables que realmente podemos utilizar

para tomar decisiones en el manejo clinico del paciente con LLC.

Por todo lo anteriormente explicado, se considerd que el analisis

de los factores prondsticos en pacientes con LLC en estadios

precoces y con un seguimiento prospectivo era de gran interés.

Para ello, se han realizado dos trabajos que se corresponden con

las dos publicaciones presentadas en este documento:

1. Estudio de los 135 pacientes diagnosticados entre 2003 y
2006 con analisis de los factores prondsticos en los pacientes
con estadios precoces 0-1 de Rai.

2. Estudio de los 307 pacientes diagnosticados entre 2003 vy
2010 con analisis de factores prondsticos en los pacientes con
linfocitosis clonal con fenotipo de LLC sin ningun otro signo o

sintoma de la enfermedad: LBM y estadios O de Rai.

La tabla 7 resume las variables y marcadores prondsticos

analizados en el presente estudio.
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Tabla 7: Factores prondsticos presentes al diagndstico analizados

en el estudio.

Factores
prondsticos
disponibles en la

practica clinica

Variables

clasicas

Estadiaje de Rai

Relacionadas con los

linfocitos en SP:
- Morfologia linfocitaria

- Numero de linfocitos

Marcadores séricos:
- LDH
-B2M

Patron de infiltracion en

la BMO

Variables

bioldgicas

Inmunofenotipicas:
- CD38
- ZAP-70

Citogenéticas:
- FISH: 13q, +12, 11q9-, 17p-

- Cariotipo complejo

43



Hipdtesis

HIPOTESIS

La mayoria de los casos de LLC presentan un comportamiento
indolente y no requieren tratamiento pero un porcentaje de
pacientes tienen una evolucién clinica desfavorable con
progresion de la enfermedad y necesidad precoz de tratamiento.
En la actualidad, un ndmero cada vez mayor de pacientes se
diagnostica en fases muy tempranas de la enfermedad. La
identificacion de aquellos casos de mal prondstico aun en las
fases iniciales de la LLC podria permitir que se beneficiaran de
tratamiento precoz y por lo tanto, cambiar el curso de la

enfermedad.

Hay multiples estudios retrospectivos en la literatura que valoran
diversas variables pronosticas en la LLC. Sin embargo, en la
mayoria de ellos se analizan series de pacientes en diferentes
estadios de la enfermedad y muchos incluyen variables no
disponibles en la practica clinica diaria. Hay muy pocos estudios
prospectivos disefiados para evaluar factores prondsticos en

pacientes con estadios iniciales de la LLC.

Desde 2008 se utiliza el limite de 5 x 10°/L linfocitos B clonales en
SP para separar LBM de las formas mas iniciales de LLC. Muchos

estudios retrospectivos sugieren que este nimero es arbitrario y
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que el limite de linfocitos B clonales que podria tener impacto en

el prondstico podria ser mas elevado.

Nuestra dos hipdtesis son:

1. Existen variables clinicas y biolégicas presentes en el paciente
con LLC en estadio precoz que pueden ayudar a identificar un
subgrupo de mal prondstico. Algunas de estas variables son
facilmente analizables y disponibles en la practica clinica
diaria.

2. El nimero de linfocitos B clonales al diagndstico utilizado
actualmente para definir LBM y LLC puede no tener un real
impacto en el prondstico y por lo tanto, no ser el mas
adecuado para separar las dos formas clinicas de |Ia

enfermedad.

Para analizar ambas hipodtesis, hemos realizado un estudio
prospectivo de los pacientes diagnosticados de neoplasias con
fenotipo de LLC en nuestro centro con un largo seguimiento y

centrado en los estadios precoces de la enfermedad.
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OBIJETIVOS

1. Valorar de forma prospectiva que variables presentes en el

momento del diagndstico tienen valor prondstico sobre la
evolucidon posterior de la LLC en pacientes en estadios

precoces.

Valorar de forma prospectiva que variables presentes en el
momento del diagndstico tienen valor prondstico en
pacientes con linfocitosis B clonal con fenotipo de LLC sin

otros sintomas o signos de enfermedad.

Identificar qué numero de linfocitos B clonales al diagndstico
permite diferenciar los pacientes con linfocitosis B clonal con
fenotipo de LLC y sin otros sintomas o signos de enfermedad

en dos grupos con diferentes comportamientos clinicos.

46



47



Pacientes y métodos

PACIENTES Y METODOS

1. Identificacidn de pacientes y recogida de datos clinicos

La identificacidén de los casos se hizo a través del hemograma que
se realiza de forma rutinaria a todos los pacientes que se visitan
por primera vez en el Servicio de Hematologia Clinica del ICO-
HDIR o a través de las biopsias ganglionares remitidas al
Laboratorio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitari de
Bellvitge (HUB). En el estudio se incluyeron de forma prospectiva
todos los pacientes en los que se detecté una poblacién de
linfocitos con fenotipo compatible con LLC y/o una biopsia
ganglionar compatible con LLP en el Servicio de Hematologia
Clinica del ICO-HDIR desde enero de 2003 a diciembre de 2010 y
que al menos acudieron a una segunda visita en el centro
(n=307). Una vez identificados, en la primera visita se recogieron
los datos demograficos, clinicos y de laboratorio al momento de
diagnodstico y se introdujeron en una base de datos que se
actualizé periddicamente durante el seguimiento prospectivo con
datos evolutivos principalmente relacionados con la progresién
de la enfermedad, inicio de tratamiento o exitus. El tratamiento
se inicid en el momento en que el paciente presentaba criterios

para ello (4, 6).
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El estudio fue aprobado por el comité ético del hospital, los
pacientes fueron informados de la participacion en él y firmaron

la hoja de consentimiento informado.

Se han realizado 2 estudios. En el primer trabajo se analizaron los
pacientes diagnosticados de LLC entre los afios 2003 y 2006, y en
el segundo se analizaron los pacientes diagnosticados entre 2003

y 2010.

El diagndstico de LLC se hizo segun las guias de la NCI de 1996 (6)
para el trabajo 1 y de 2008 (4) para el trabajo 2. En este trabajo,
los casos diagnosticados antes de 2008  fueron

retrospectivamente reclasificados segun las guias del mismo afio.

Al diagnostico, todos los pacientes fueron estadiados segun los
esquemas clasicos de Rai y Binet. La valoracion de la presencia de
adenopatias o visceromegalias se hizo por exploracién fisica. La

BMO no se realizé de forma obligatoria.
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Definiciones

Progresion de la enfermedad: cambio a un estadio superior de
Rai o Binet o aparicion de criterios de enfermedad activa
segun las guias de la NCI no presentes en la visita previa (tabla
1) (4, 6).

Supervivencia libre de progresién (SLP): tiempo entre el
diagnéstico y el primer signo de progresion de la enfermedad.
Supervivencia libre de tratamiento (SLT): tiempo entre el
diagnéstico y el primer tratamiento administrado.
Supervivencia global (SG): tiempo entre el diagndstico de la

enfermedad y el exitus.

Recogida de muestras

Se recogieron muestras de SP de todos los pacientes y en algunos

casos también de MO al diagndstico. Se analizaron en el

Laboratorio de Citologia Hematoldgica del HUB, donde se realizd

hemograma, morfologia de los linfocitos, recuento de linfocitos B

monoclonales por citometria de flujo e inmunofenotipo completo

de los linfocitos incluyendo CD38 y ZAP-70. La morfologia

linfocitaria se evalud en todos los casos siempre por los mismos

dos o tres expertos y de acuerdo con la clasificacion de la FAB

(11).
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El analisis de LDH y B2M se hizo en el Laboratorio de Bioquimica
del HUB. Los casos con muestra de BMO y/o biopsia ganglionar se

estudiaron en el Laboratorio de Anatomia Patoldgica del HUB.

Finalmente, el estudio del cariotipo y de las alteraciones
citogenéticas por FISH se hizo en los Laboratorios de Citogenética
del Hospital de Mar hasta 2005 y del Hospital Germans Trias i
Pujol a partir de 2005.

4. Procesamiento de las muestras

4.1. Estudio inmunofenotipico por citometria de flujo

Se trabajé con muestras de SP anticoaguladas con EDTA. La
preparacion de la muestra se realizd por la técnica estandar,
incubando la misma con los distintos anticuerpos monoclonales.
Se hicieron triples marcajes combinando los tres fluorocromos
FITC, PE y Percp mediante técnica directa, salvo el ZAP-70 que se
hizo por técnica indirecta. Se utilizé un control de fluorescencia
(1gG1/1gG2, Dako).

Las células sanguineas fueron procesadas por el citdmetro de
flujo FACScan (Becton-Dickinson) y estudiadas con los programas

CellQuest y Paint-a-gate. La maquina realizd la adquisicion de
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10.000 eventos (células) sobre la ventana de linfocitos y se
analizaron los distintos anticuerpos monoclonales aislando las
células CD19 positivas. Se considerd positividad para un
anticuerpo monoclonal cuando presente en mas de 20% de la
poblacién celular (30% en el caso del CD38) y se valoré la
intensidad del mismo segun su disposicion en logl (débil), log2
(media) y log3 (intensa). La tabla 8 resume el protocolo de
estudio inmunofenotipico de la LLC. Sobre la ventana de células
CD19 positivas, se analizaron las distintas combinaciones de

anticuerpos.

Tabla 8: Protocolo de estudio
inmunofenotipico de LLC.

CD5/CD23/CD19

CD5/CD23/CD19

FMC-7/CD79b/CD19

CD20/CD54/CD19

CD5/CD38/CD19

CD25/CD11c/CD19

CD103/Igb/CD19

IlgM/CD19

CD27/CD19

CD10/CD19

Kappa/Lambda/CD19

CD3/ZAP-70/CD19 (técnica indirecta)
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4.2. Citogenética convencional

Los estudios citogenéticos en SP se realizaron mediante
incubacion de las células durante 72h en un medio de cultivo con
75% de RPMI 1640, 2.5% de antibiotico, 2.5% de L-glutamina, 20%
de suero fetal ademads de TPA (forbol 12-miristato 13-acetato), un
mitégeno especifico para linfocitos de linea B. Después de la
incubacion, se afiadié el antimitético Colcemid, con finalidad de
interrumpir la division celular, y posteriormente se hizo
tratamiento hipoténico durante 25-30 minutos a 37°C para
obtener la separacion de los cromosomas. Se realizé la fijacion de
los mismos con el fijador Carnoy y se realizaron extensiones
celulares que se introdujeron en cdmara caliente a 100°C durante
una hora y posteriormente se tifieron con solucion de Wright. Se
analizaron como minimo 20 metafases por caso. El cariotipo se
describié segun la nomenclatura ISCN (79). Para el analisis
posterior de los datos, los cariotipos se clasificaron en normal,
anormal no complejo o anormal complejo (tres o mds anomalias)

(80).
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4.3. Técnica de FISH

Sobre los frotis fijados se aplicaron las sondas de DNA especificas
para las cuatro alteraciones mas frecuentes en la LLC: la sonda
centromérica del cromosoma 12, la sonda para 13g14 (D13S319),
para 17p13/p53 y para 11q/ATM. Los frotis se incubaron a 37°C
durante una noche y a oscuras. Posteriormente se contra tifieron
con 4’6-diamino-2-fenilindol (DAPI-Il) y se analizaron con un
microscopio de fluorescencia. Se contaron 200 nucleos y se
reportd el porcentaje de células positivas. Se considerd
positividad para +12 cuando la alteracidén estuvo presente en mas
de 5% de los nucleos analizados. Para las otras tres anomalias el
cut-off de positividad fue el 10%. Los resultados de la FISH
también se informaron segun la nomenclatura ISCN. Para el
analisis posterior, estos resultados se agruparon en las categorias
descritas segin Dohner et al: (1) FISH normal, (2) presencia de
13g- aislada, (3) presencia de +12 sin 11g- o 17p-, (4) presencia de
11g- sin 17p- y (5) presencia de 17p- con o sin otras anomalias

(24).
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5. Andlisis estadistico

Las caracteristicas clinico-bioldgicas de los pacientes se analizaron
de forma descriptiva. Para contrastar la relacién entre las
variables se utilizaron las tablas de contingencia y el test de Chi-
cuadrado. Las curvas de supervivencia se estimaron con el
método de Kaplan Meier. Con el test de log-rank se analizaron las
diferencias de supervivencia entre subgrupos. El analisis
multivariante de supervivencia se realizd con el modelo de

regresion de Cox.

Para identificar el limite optimo de linfocitos B clonales en
relacion a SLP y SLT se evaluod el riesgo de cada aumento de 1 x
109/L linfocitos, empezando desde un recuento de 1 x 109/L
linfocitos B clonales al diagndstico hasta 20 x 10°/L y para eso se

calcularon las curvas ROC (81).

Todo el andlisis se hizo con un intervalo de confianza de 95% y se
consideraron estadisticamente significativas las diferencias con
un valor de p<0.05. El paquete estadistico utilizado en el estudio

fue el SPSS version 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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1. Trabajo 1 — Correspondiente al primer articulo publicado:

ORIGINAL ARTICLE: CLINICAL

Prospective study of clinical and biological prognostic factors at
diagnosis in patients with early stage B-cell chronic lymphocytic
leukemia

ANA C. OLIVEIRA', ESMERALDA DE LA BANDA? EVA DOMINGO-DOMENECH!,
MAITE ENCUENTRA?, SANTIAGO MERCADAL', ALICIA DOMINGO?,

ESTHER ALONSO? BLANCA ESPINET?, JAVIER GRAU”,

ALBERTO FERNANDEZ DE SEVILLA!, & EVA GONZALEZ-BARCA'

Leukemia & Lymphoma, 2011;52(3):429-35
Se identificaron 135 pacientes diagnosticados de LLC entre enero
de 2003 y junio de 2006. Se realizd un seguimiento prospectivo

con una mediana de seguimiento de 39 meses.

1.1. Datos clinicos y bioldgicos al diagnostico

La tablas 9 y 10 muestran los datos clinicos y de laboratorio de los

pacientes en el momento del diagndstico.
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Tabla 9: Caracteristicas clinicas al diagndstico en 135 pacientes.

n %
Sexo masculino 88 65.2
Edad (afios) Mediana 67 Limites 28-94
Estadio
Rai

0 89 65.9

1 25 18.5

2 16 11.9

3 3 2.2

4 2 1.5

Binet

A 108 80

B 24 17.8

C 3 2.2
Enfermedad 8 5.8
voluminosa
Esplenomegalia 16 11.9
Hepatomegalia 6 4.4
Adenopatias 39 28.9
Sintomas B 6 4.5
Morfologia atipica 51 37.8
B2M elevada 43/98 43.9
LDH elevada 26/133 19.5
Proteina monoclonal 15/131 11.5
Patrén difuso en BMO 11/77 14.3
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Tabla 10: Caracteristicas inmunofenotipicas y citogenéticas al
diagnostico en 135 pacientes.

Inmunofenotipo n %

CD38 42/133 31.6
ZAP-70 47/131 35.9
FISH n %

Normal 41/ 129 31.3
13g- aislada 50/ 129 38.5
+12 sin 119- 0 17p- 16/ 129 14.8
11g- sin 17p- 11/ 129 8.5
17p- 11/ 129 8.4
Cariotipo n %

Normal 68/ 98 69.4
Anormal 20/ 98 20.4
Anormal complejo 5/ 98 5.1
Sin metafases 5/ 98 5.1

La mediana de linfocitos absolutos fue de 7.6 x 10°/L (limites 2.1 —
127.3). Quince pacientes tenian menos de 5 x 10°/L linfocitos al
diagnostico pero 13 de ellos presentaban mads de 30% de
infiltracién medular por linfocitos de LLC y los otros dos, ademas
de tener adenopatias al diagndstico, desarrollaron linfocitosis
superior a 5 x 109/L a los 6 meses de entrar en el estudio, de

forma que los 15 se clasificaron como LLC y no LLP (6).
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1.2. Andlisis de supervivencia y estudio de los factores

prondsticos

Con una mediana de seguimiento de 39 meses, 13 (9.6%)
pacientes fallecieron, (cinco [3.7%] de ellos por progresién de la
LLC), 31 (22.9%) pacientes presentaron progresion de la
enfermedad y 34 (25.2%) necesitaron tratamiento, 14 (10.4%) de
ellos en el momento del diagndstico. La figura 7 muestra las

curvas de Kaplan Meier de los 135 pacientes para SG, SLP y SLT.

Figura 7: Curvas de Kaplan Meier para 135 pacientes: (A) SG, (B) SLP y
(C) SLT.
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Se realizd el andlisis de los factores prondsticos al diagndstico en
los 114 pacientes con estadios iniciales de la LLC (Rai 0-1). Como
solo siete pacientes necesitaron tratamiento a lo largo del
seguimiento, no se estudiaron factores prondsticos para SLT.

Veinte y cuatro (21.1%) pacientes presentaron progresion de la
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enfermedad en algun momento del estudio. La tabla 11 muestra

los resultados del analisis univariante para SLP en 114 pacientes.

Tabla 11: Andlisis univariante de factores prondsticos al
diagndstico para SLP en 114 pacientes con LLC Rai 0-1.

SLP

Variables clasicas n (%)
p

Adenopatias 25(21.9) <0.001
Morfologia atipica 38 (33.3) 0.001
LDH elevada 17 (15.2) 0.67
B2M elevada 30 (36.6) 0.02
Patrén difuso de la 4 (6.9) 0.14
BMO
Variables bioldgicas n (%) p
CD38 positivo 36 (31.9) <0.001
ZAP-70 positivo 36 (32.7) 0.005
FISH normal 36 (32.7) 0.10
13qg- aislada 39 (35.8) 0.30
17p- 8(7.3) 0.05
11g- sin 17p- 10(9.3) 0.004
+12sin11g-017p 15 (14) 0.84
Cariotipo anormal 25(30.4) 0.04
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En el andlisis multivariante para SLP se incluyeron las variables
con significacion estadistica en el analisis univariante: presencia
de adenopatias, morfologia atipica, CD38, ZAP-70, 17p-, 119- vy
cariotipo anormal. Solo disponiamos de niveles séricos de B2M en
82 (71.9%) pacientes por lo que esta variable fue excluida del

analisis.

El Unico factor prondstico significativo en el andlisis multivariante
para SLP en los pacientes con LLC Rai 0-1 fue la presencia de
adenopatias al diagnéstico (odds ratio [OR] 7, intervalo de

confianza [IC] 95% 2.2-22).

Cuando realizamos el analisis multivariante con las variables
bioldgicas significativas del andlisis univariante, la expresién de
CD38 se correlaciond con una peor SLP y la presencia de 17p- casi

alcanzé significacién estadistica (tabla 12).

La figura 8 muestra la SLP de los 114 pacientes con estadios 0-1
de Rai en funcién de la presencia de adenopatias, la positividad

para CD38 vy la presencia de 17p- al diagndstico.
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Tabla 12: Analisis multivariante de factores prondsticos bioldgicos
al diagndstico para SLP en 114 pacientes con LLC Rai 0-1.

Variable biolégica p OR IC
CD38 0.03 3.2 1.1-9.3
ZAP-70 0.34 - -
17p- 0.05 3.5 0.95-13.1
119- 0.26 - -
Cariotipo anormal 0.535 - -

Figura 8: Curvas de Kaplan Meier para SLP en 114 pacientes con
estadios 0-1 de Rai en funcion de: (A) presencia de adenopatias al

diagndstico (p<0.001),

(B) positividad para CD38 al
(p<0.001) y (C) presencia de 17p- al diagndstico (p=0.05).
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Abstract

Retrospective series have reported many clinical and biological significant prognostic factors in chronic lymphocytic leukemia
(CLL). We describe a prospective cohort of 135 patients with CLL homogeneously studied at diagnosis for prognostic
factors. Biological variables analyzed were CD38 and ZAP-70 expression, fluorescence in sitw hybridization (FISH) for
13q—, +12, 11g—, and 17p—, and conventional cytogenetics. Univariate and multivariate analysis for progression-free
survival (PFS) were performed in patients with early stage (Rai 0-1) CLL. CD38 was positive in 42 (31.6%) patients and
ZAP-70 in 47 (35.9%). The most frequent FISH finding was isolated 13g— in 50 (38.5%) patients, and 17p — was found in
11 (8.4%). Among 135 patients, 114 (84.4%) were Rai 0-1 at diagnosis and 39 (28.9%) presented adenopathies. With a
median follow-up of 39 months, the presence of lymphadenopathy in patients with Rai 0-1 stage CLL was the only significant
variable for predicting PFS in multivariate analysis (odds ratio [OR] 7, 95% confidence interval [CI] 2.2-22, p=0.001).
When only biological factors were analyzed, CD38 expression (OR 3.2, 95% CI 1.1-9.3, p=0.03) and 17p— (OR 3.5, 95%
CI 0.95-13.1, p=0.05) correlated with worse PEFS. A longer follow-up is necessary to analyze the prognostic value of these
variables regarding overall survival.

Keywords: Prospective, prognostic factors, early stage, CLL

Introduction

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a hetero-
geneous disease in which two groups of patients can
be set apart: the first group shows a longer survival
and no treatment requirement, while the latter
presents a rapidly progressive disease and -early
need for treatment. The Rai [1] and Binet [2]
clinical staging systems clearly separate patients with
early stage disease from those with advanced disease

but are not capable of predicting, at the time of
diagnosis, which patients will progress and require
treatment rapidly.

Many prognostic markers, both classic and novel,
have been extensively described in retrospective
studies. Among the classic markers, an atypical
lymphocyte morphology seems to be related to an
aggressive clinical course of the disease [3,4]. Other
classic variables associated with a poor prognosis in
retrospective series are elevated lactate dehydrogen-

Correspondence: Ana Carla Oliveirs, Servei d'Hematologia Clinica, Institut Catala d’Oncologia, Hospital Duran i Reynals, Gran Via Km 2.7, Hospitalet,
Barcelona, Spain. Tel: +34-93-260-7750. Fax: +34-93-260-7353. E-mail: acoliveira@iconcologianet

ISSN 1042-8194 print/ISSN 1029-2403 online © 2011 Informa UK, Ltd.
DOI: 10.3109/10428194.2010.545463

RIGHTS LI N K

65



430 A. C. Oliveira et al.

ase (LDH) and f,-microglobulin (B2M) [5,6], as
well as a diffuse bone marrow infiltration pattern
[7].

The biological prognostic markers mostly studied
and available for clinical practice are the expression
of CD38 and ZAP-70 in CLL lymphocytes detected
by flow cytometry and the chromosomal abnormal-
ities seen by fluorescence i situ hybridization
(FISH). Expression of CD38 has been associated
with shorter overall survival (OS) and treatment-free
survival (TFS) in many retrospective studies [4,8-
10]. Some studies also report that CD38 expression
may vary through the course of the disease from
positive to negative and vice versa [9,11]. It is thus
very important to validate its prognostic value in
prospective series and determine CD38 expression at
diagnosis. Zeta associated protein (ZAP-70) is
described as a surrogate for the mutational status of
the immunoglobulin heavy chain (IGVH) gene [12],
one of the strongest predictors of survival in CLL.
This makes the protein a very interesting marker, as
the IGVH gene sequencing assay is difficult to
perform in a routine laboratory, being unavailable
for most centers. Some studies report that the
simultaneous presence of both CD38 and ZAP-70
is associated with a worse prognosis [13,14].

Cytogenetic studies using FISH have contributed
to identifying current abnormalities in patients with
CLL and stratifying them into separate prognostic
groups. Dohner et al. [15] defined a hierarchical
survival model to assign patients to risk categories
according to FISH findings in a retrospective study.
Patients with 17p or 11q deletion (17p— and 11—,
respectively) seem to have a shorter survival period
and a shorter treatment-free interval. These two
abnormalities were also associated with more ad-
vanced disease and poor response to treatment
[16,17]. It is important to remark, however, that
clonal evolution occurs in CLL, and chromosomal
abnormalities can be acquired in untreated patients
during the course of the disease [18,19]. This, again,
makes prospective studies necessary to confirm the
prognostic value of FISH abnormalities in samples
collected at the time of diagnosis.

Our study describes a cohort of 135 consecutive
patients newly diagnosed with CLL and studied
homogeneously at our hospital. We analyzed classic
and biological prognostic factors at the time of
diagnosis in 114 patents with Rai 0-1 CLL and
their impact on progression-free survival (PFS)
during a prospective follow-up.

Design and methods

One hundred and thirty-five consecutive patients
diagnosed with CLL in a single institution between

Resultados

January 2003 and June 2006 were included in this
study. Patients read and signed a written informed
consent. Diagnosis of CLL was made in peripheral
blood and/or bone marrow samples and/or nodal
tissue according to National Cancer Institute (NCI)
1996 CLL Working Group criteria [20].

Complete clinical data were reported at the time of
diagnosis, including disease stage according to Rai
and Binet systems. Adenopathies were described by
physical examination, since diagnostic imaging tech-
niques were not mandatory. All patients were
classified as having typical or atypical CLL according
to lymphocyte morphology [21]. Although also not
mandatory, for those cases in which bone marrow
biopsy was performed, the infiltration pattern was
evaluated as diffuse or non-diffuse [7]. Biological
variables analyzed included peripheral blood lym-
phocyte morphology and flow cytometry immuno-
phenotype, conventional karyotype, and FISH
analysis. Mutational status of the IGVH gene was
not available in this study.

Patients were prospectively followed for progres-
sion, treatment requirement, or death, at least once
every 6 months until December 2008. Progression
was defined as change to a higher Rai stage or the
onset of active disease according to NCI treatment
criteria [20] not present at the previous medical visit.
PFS was considered the time between diagnosis and
the first sign of disease progression, and TFS was
defined as the time from diagnosis until the first
treatment was required.

Immunophenotypic study

Immunophenotypic study of B-lymphocytes in blood
samples was performed using a Becton Dickinson
FACScan flow cytometer, as previously described
[10]. The following antibody-fluorochrome combi-
nations were used: fluorescein isothiocyanate
(FITC)-labeled antiCD5 (clone L17F12), phycoer-
ythrin (PE)-labeled antiCD23 (clone EBVCS-5),
peridinin-chlorophyll protein (PerCP)-Cy5.5-la-
beled antiCD19 (clone SJ25C1), PE-labeled an-
tiCD38 (clone HB7) (all the above from Becton
Dickinson [BD], Franklin Lakes, NJ, USA), PE-
labeled antiCD79B (clone CB3-1; Beckman Coulter,
Brea, CA, USA), FITC-labeled antFMC7 (clone
FMC7; DAKO, Glostrup, Denmark), antiZAP-70
(clone 1E7.2, Alexa Fluor 488; Calgat Laboratories,
Burlingame, CA, USA), and restriction surface light
chains anti-k-FITC (clone TB28-2; BD) and anti-/i-
PE (clone 1-155-2; BD).

ZAP-70 analysis was performed using flow cyto-
metric assay as follows. Cells were incubated with
CDI19-PE (clone 4G7) for 10 min in the dark at
room temperature; cell pellets were resuspended,

66



Factores prondsticos en LBM o estadios iniciales de la LLC

fixed, and permeabilized (Fix & Perm Kit; DakoCy-
tomation, Glostrup, Denmark). The permeabilized
cells were incubated with ZAP-70 fluorescein iso-
thiocyanate (clone 1E7.2, Alexa Fluor 488; Caltag
Laboratories) for 15 min in the dark at room
temperature, and thereafter cells were washed and
acquired in the flow cytometer. ZAP-70 levels were
expressed as the percentage of positive events in
relation to the isotype control (immunoglobulin G1
[IgG1] Alexa Fluor 488 conjugate; Caltag Labora-
tories) [22].

Data were analyzed with CellQuest and Paint-A-
Gate programs. CD19-positive cells were gated and
studied according to the Royal Marsden Score
system [23] in all cases for the abovementioned
markers. Positivity was considered when at least 20%
of pathologic lymphocytes expressed a particular
antibody [12], except for CD38, which was con-
sidered positive above 30% [8,10].

Conventional cytogenetics and FISH

Conventional cytogenetic studies were performed in
peripheral blood from 24 h cultures, and karyotypes
were described according to the ISCN (International
System for Human Cytogenetic Nomenclature),
1995 [24].

Standard interphase FISH was performed in blood
sample cells. Vysis centromeric probe for chromo-
some 12 and locus specific probes for 13q14, 17p13,
and 11922 deletions were employed (Vysis CLL
Probe Panel, including Probe Set 1 LSI ATM/LSI
p53 and Probe Set 2 CEP 12/LSI D13S319/LSI
13g34). Two hundred nuclei were analyzed for each
probe.

FISH results were divided into the five hierarchical
categories classically proposed [15]: (1) normal
FISH; (2) presence of isolated 13q deletion
(13g—); (3) presence of 17p — with or without other
abnormality; (4) presence of 11q— with or without
other abnormality but 17p—; and (5) presence of 12
trisomy (+12) alone or with 13q—.

Statistical analysis

Main characteristics of patients including biological
data are shown descriptively. Survival curves were
plotted using the Kaplan-Meier method and the log-
rank test was used to identify differences in survival
between subgroups. Multivariate analysis for survival
was performed with a Cox regression model. All
analyses were performed at a 95% confidence level
and differences were considered statistically signifi-
cant when p < 0.05. Statistical analysis was done
using SPSS software, version 17.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).
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Table I. Clinical features at diagnosis in 135 patients.

n %
Male gender 88 65.2
Age (years) Median age 67 Limits 28-94
Staging
Rai

0 89 65.9

1 25 185

2 16 11.9

3 3 2.2

4 2 1.5

Binet

A 108 80

B 24 17.8

C 3 2.2
Bulky disease 8 5.8
Splenomegaly 16 11.9
Hepatomegaly 6 4.4
Adenopathy 39 28.9
B symproms 6 4.5
Atypical morphology 51 37.8
Elevated B2M 43/98 439
Elevated LDH 26/133 19.5
Monoclonal protein 15/131 115
Diffuse BM pattern 11/77 143

B2M, fi;-microglobulin; LDH, lactate dehydrogenase; BM, bone
marrow.

Table II. Biological features at diagnosis in 135 patients.

Immunophenotype
CD38 42/133 31.6
ZAP-70 47/131 359
FISH
Normal 41/129 313
Isolated 13g— 50/129 38.5
+12, not 11g— or 17p— 16/129 14.8
11q—, not 17p— 11/129 85
17p— 11/129 8.4
Karyortype
Normal 68/98 69.4
Abnormal 20/98 20.4
Abnormal complex 5/98 5.1
No metaphases 5/98 5.1
FISH, fi in situ hybridi
Results

Clinical and biolog 4

One hundred and thirty-five patients diagnosed with
CLL were analyzed. Clinical and biological data at
diagnosis are summarized in Tables I and II.

The median absolute lymphocyte count at diag-
nosis was 7.6 x 10° cells/mm’> (range 2.1-127.3).
Fifteen patients had fewer than 5 x 10° lymphocytes
in peripheral blood at diagnosis, although 13
of them presented more than 30% of CLL

! data at di
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Figure 1. Kaplan-Meyer curves for 135 patients: (A) OS curve
(OS=85% with a median follow-up of 39 months); (B) PFS
curve; (C) TFS curve (TFS = 68%).

lymphocytes at bone marrow examination. The
other two patients had lymphadenopathy at diag-
nosis, and were enrolled in the study at 6 months
from diagnosis when increasing lymphocytosis
reached 5 x 10° cells/mm>.

Resultados

‘Table III. Univariate analysis of p ic factors at di is for
PES in patients with Rai 0-1 CLL (n=114).
n (%) p-Value
Classical prognostic markers
Adenopathy 25 (21.9) 0.000
Atypical morphology 38 (33.3) 0.001
Elevated LDH 17 (15.2) 0.67
Elevated B2ZM 30 (36.6) 0.02
Diffuse BM pattern 4 (6.9) 0.14
Biological prognostic markers
Positive CD38 36 (31.9) 0.000
Positive ZAP-70 36 (32.7) 0.005
Normal FISH 36 (32.7) 0.10
Isolated 13g— 39 (35.8) 0.30
17p— 8 (7.3) 0.05
11g—, not 17p— 10 (9.3) 0.004
+12, not 11g— or 17p— 15 (14) 0.84
Abnormal karyotype 25 (30.4) 0.04

PFS, progression-free survival; LDH, lactate dehydrogenase;
B2M, f,-microglobulin; BM, bone marrow; FISH, fluorescence
in situ hybridization.

Survival analysis and study of prognostic factors

Kaplan-Meyer curves for OS, PFS, and TFS of the
135 patients with CLL are shown in Figures 1(A),
1(B), and 1(C), respectively.

With a median follow-up of 39 months, 13 (9.6%)
patdents died, five of them from CLL progression.
Thirty-one (22.9%) patients presented disease pro-
gression. A total of 34 (25.2%) patients received
treatment, 14 (10.4%) of them at the time of
diagnosis.

Analysis of prognostic factors at diagnosis was
performed for patients with Rai 0-1 CLL (n=114).
As only seven patients in this group required
treatment during the follow-up period, prognostic
factors for TFS were not analyzed. Results of the
univariate analysis for PFS of 114 patients are
summarized in Table IIIL.

Variables included in the multivariate analysis
were: lymphadenopathy, atypical morphology,
CD38, ZAP-70, 17p—, 11q—, and abnormal kar-
yotype. Since B2M serum levels were measured in
only 82 (71.9%) of all patients with Rai stage 0-1
disease, this was excluded from the multivariate
analysis. The presence of lymphadenopathy at
diagnosis was the only significant prognostic factor
for PFS in patients with Rai stage 0-1 CLL (odds
ratio [OR] 7, 95% confidence interval [CI] 2.2-22)
(p=0.001). The corresponding Kaplan-Meyer curve
is shown in Figure 2(A).

Table IV summarizes the results of multivariate
analysis performed only with those biological vari-
ables that were significant in the univariate analysis
(CD38, ZAP-70, 17p—, 1llg—, and abnormal
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Figure 2. Kaplan-Meyer PFES curves for 114 patients with early Rai
stage: (A) according to the presence of adenopathy at diagnosis;
(B) according to CD38 expression at diagnosis; (C) according to
the presence of 17p — at diagnosis.

karyotype). CD38 expression was significantly asso-
ciated with worse PFS, and 17p— almost reached
statistical significance. Kaplan-Meyer curves for PFS
of patients with CLL Rai 0-1 according to CD38
expression and 17p— at diagnosis are shown in
Figures 2(B) and 2(C).
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Table IV. Multvariate analysis for biological prognostic factors at
diagnosis for PFS in patients with Rai 0-1 CLL (n=114)*.

Biological variable p-Value OR 95% CI
CD38 0.03 3.2 1.1-9.3
ZAP-70 0.34 - -
17p— 0.05 35 0.95-13.1
l1g— 0.26 - -
Abnormal karyotype 0.535 - -

*Total number of valid events to perform analysis: 100.
PFS, progression-free survival; OR, odds ratio; CI, confidence
interval.

Discussion

We describe a prospective series of 135 newly
diagnosed patients with CLL studied homogeneously
at the time of diagnosis. Prognostic factors for PFS in
114 patients with early stage (Rai 0-1) CLL are
presented. To our knowledge, there are only two
previous prospective studies in the literature that
analyzed biological prognostic factors in CLL co-
horts [19,25], and our series is the first in which these
variables have been studied separately in the group of
patents with early stage CLL, in whom prognostic
information is certainly required.

The presence of lymphadenopathy by physical
examination at diagnosis was the only significant
prognostic factor for progression in patients with
early stage CLL. This classic variable showed even
more significance in multivariate Cox regression
analysis compared with any of the other biological
variables analyzed, such as immunophenotype and
FISH findings. In a previous retrospective study by
Muntarfiola et al. [26], with a median follow-up of 61
months, the authors reported that even lymphadeno-
pathy found by computed tomography (CT) scan
performed at diagnosis in patients with Rai 0 CLL
strongly correlated with disease progression (relative
risk of 2.71). These authors considered a CT scan to
be abnormal when one or more anomalous lymph
node regions were observed, including spleen en-
largement. Our prospective series highlights the
importance of an easily available tool as physical
examination for lymphadenopathy in predicting
progression in patients with early stage CLL.

When we excluded classic prognostic factors and
analyzed only biological variables in patients with
early stage CLL, CD38 expression became the most
important prognostic factor in our series. Hus ez al.
[25] studied CD38 prognostic value in a prospective
cohort of 217 consecutive patients with CLL, 50 with
Rai stage 0 and 115 with Rai stage 1-2, and
confirmed CD38 expression as an independent
prognostic factor in multivariate analysis (hazard
ratio 1.03, p=0.002). In a previous retrospective
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study by Del Poeta et al. [27], CD38 expression by
flow cytometry with a cut-off of 30% was correlated
with a shorter PFS in mostly Rai 0 (n=45) and Rai
1-2 (n=116) stages (37% for CD38-positive vs. 75%
for CD38-negative patients at 5 years, p=0.000).
Many other retrospective studies described the
prognostic value of CD38 expression in predicting
survival [10,28-31]. Several authors also reported
changes in CD38 status through the course of the
disease [9,11,28,29], which makes our results about
the prognostic value of CD38 expression at diagnosis
even more interesting.

Deletion of 17p by FISH almost reached statistical
significance for PFS in our series (p = 0.05). Previous
retrospective series described the correlation between
17p— and a shorter PFS [4,15,17]. To our knowl-
edge, there is only one prospective study in the
literature that analyzed the prognostic value of
chromosomal abnormalities in patients with CLL
[19]. Although a cohort of 159 patients was
described, only 96 were enrolled on the study less
than 1 year from diagnosis. With a median follow-up
time of 8.4 years, authors analyzed mostly patients
with early Rai stage (83% of all analyzed patients),
and concluded that 17p— and 11g— (‘poor FISH
prognosis group’) correlated with a shorter OS when
compared with normal FISH, 13q— or+12 (‘good
or intermediate FISH prognosis group,’ p=0.003).
PFS was not analyzed in this series. The same study
reported the occurrence of clonal evolution in a
group of patients with the acquisition of new
cytogenetic abnormalities during follow-up, almost
always 11q— and 17p —. Other studies described this
phenomenon in patients with CLL [18,32], which,
again, makes the results of prospective studies with
data and samples taken at diagnosis of great interest.

Another biological prognostic factor described in
the literature is ZAP-70 expression by flow cytome-
try. ZAP-70 has been reported as a surrogate for
somatic mutational status of the IGVH gene [12],
which is considered the gold standard biological
prognostic factor in patients with CLL, although it is
usually not available for clinical practice. In our
study, ZAP-70 expression at diagnosis correlated
with a shorter PFS in univariate analysis but not in
the multivariate Cox regression model. Correlation
between ZAP-70 expression and disease progression
in CLL has been previously reported in retrospective
studies [12,33]. In the prospective series mentioned
above [25], ZAP-70 was also associated with a worse
outcome in multivariate analysis (hazard ratio 1.03,
p=0.032). The differences in results between those
studies and ours might be due to the lack of a
standardized flow cytometry method for assessing
ZAP-70, as well as difficulties in finding a consensus
on the optimal mode of expression of the results [22].

Resultados

As in most centers, the IGVH sequencing assay is
not feasible for practical routine in our hospital. Our
study would probably be more interesting if data
regarding IGVH mutational status were available at
diagnosis. Future prospective studies are needed to
confirm the prognostic impact of this variable in
patents with early stage CLL.

In summary, lymphadenopathies at physical ex-
amination, CD38 expression by flow cytometry, and
17p — detected by FISH are the prognostic variables
statistically significant in this prospective study of
patents with early stage CLL. Nevertheless, a longer
follow-up is needed to analyze TFS and OS. Despite
all the information found in the literature, more
prospective studies are required in order to identfy
prognostic factors at diagnosis that are available for
clinical practice in the management of patients with
early stage CLL.

Declaration of interest: The authors report no
conflicts of interest. The authors alone are respon-
sible for the content and writing of the paper.
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2. Trabajo 2 - Correspondiente al segundo articulo publicado:

ORIGINAL ARTICLE

Prospective study of prognostic factors in asymptomatic patients
with B-cell chronic lymphocytic leukemia-like lymphocytosis:
the cut-off of 11x10°/L monoclonal lymphocytes better identifies
subgroups with different outcomes

A. C. Oliveira+ A. Ferniandez de Sevilla «+ A. Domingo « E. De La Banda «

E. Domingo-Doménech « S. Mercadal « N. Ruiz-Xivillé - E. Alonso «
M. Encuentra « E. Gonzilez-Barca

Annals of Hematology, 2015,;94(4):627-32

Se identificaron 307 pacientes diagnosticados de LLC, LLP o LBM
entre enero de 2003 y diciembre de 2010. Se realizé un
seguimiento prospectivo con una mediana de seguimiento de 61

meses.

2.1. Datos clinicos y bioldgicos al diagnostico

Los datos descriptivos de la serie de 307 pacientes fueron
superponibles a los de cualquier serie de pacientes con LLC
descrita en la literatura y a los datos de los 135 pacientes del
trabajo 1, ya resumidos en las tablas 9 y 10. La tabla 13 contiene
las formas de presentacién clinica y el estadiaje de los pacientes

al diagnéstico.
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Tabla 13: Clasificacién y estadio segun Rai de los 307 pacientes
con neoplasias linfoides con fenotipo de LLC.

n %
Diagndstico
LLC 212 69
LLP 14 4.6
LBM 81 26.4
Estadio para los casos de LLC
Rai
0 150 70.8
1 37 17.5
2 20 9.4
3 2 0.9
4 3 1.4

El analisis de factores prondsticos se hizo en la poblacion de
pacientes que presentaban linfocitos B monoclonales con
fenotipo de LLC en SP pero sin ningun otro signo de enfermedad:
sin adenopatias, sin citopenias y asintomaticos. Este grupo de 231
pacientes con linfocitosis clonal asintomatica (LCA) incluyé los 81
casos de LBM y los 150 casos de LLC con estadio O de Rai, formas

clinicas ain mas iniciales que en el trabajo 1.

Ciento cuarenta y cinco (62.8%) pacientes eran varones y la
mediana de edad al diagndstico fue de 68 afios (limites 27-93). La
tabla 14 muestra las caracteristicas biolégicas al diagndstico en
los pacientes con LCA y las diferencias entre LBM y LLC Rai 0. Las
delecciones 13g- y 11g- fueron mas frecuentes en casos de LLC

Rai 0 mientras una proporcién mas elevada de pacientes con LBM
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presentd una FISH normal. Los demas factores prondsticos no
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los

dos grupos.

Tabla 14: Caracteristicas de laboratorio, inmunofenotipicas y
citogenéticas al diagndstico en 231 pacientes con LCA.

LLCRai 0 LBM p
(n=150) (n=81)
n % n %
Morfologia atipica 41/150 | 27.3 ]20/81 | 24.7 0.393
B2M elevada 37/114 | 32.5 19/64 | 29.7 0.418
LDH elevada 16/149 | 10.7 13/81 16 0.170
Proteina monoclonal 15/118 | 12.7 |11/67 | 16.4 0.313

Hipogammaglobulinemia (37/111 | 33.3 |20/61 | 32.8 0.541

Inmunofenotipo

CD38 31/147 | 211 22/81 | 27.2 0.190
ZAP70 20/136 | 14.7 9/75 12 0.373
FISH
13q aislada 72/148 | 48.6 28/81 | 34.6 0.027
+12sin11qo17p 21/149 | 141 16/81 19.8 0.176
11qsin17p 9/149 6 0/81 0 0.018
17p 6/150 4 1/81 1.2 0.229
Normal 42/148 | 28.4 37/81 | 45.7 0.007
Cariotipo anormal 40/150 | 26.7 |14/81 | 17.3 0.073
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2.2. Analisis de supervivencia y estudio de los factores
prondsticos

Con una mediana de seguimiento de 61 meses, la SG para los 231
pacientes con LCA fue de 86.5%. Diecisiete (7.4%) pacientes
fallecieron, tres (1.3%) por causas relacionadas a la LLC. Cuarenta
y cinco (19.9%) pacientes presentaron progresion de la
enfermedad y 36 (15.6%) necesitaron tratamiento durante el

seguimiento.

Las variables incluidas en el andlisis univariante de factores
pronésticos fueron: hipogammaglobulinemia, presencia de
proteina monoclonal, morfologia linfocitaria atipica, LDH elevada,
B2M elevada, CD38 positivo, ZAP-70 positivo, cariotipo anormal y
las cinco categorias de la FISH segin Dohner (24). En la tabla 15,
se resumen los resultados del analisis univariante. Las variables
que presentaron un impacto negativo para SLP y SLT en este
analisis fueron: morfologia atipica, LDH elevada, B2M elevada,

CD38 positivo, 11g- y cariotipo anormal.
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Tabla 15: Andlisis univariante de factores prondsticos al
diagnodstico para SLP y SLT en 231 pacientes con LCA.

Variables clasicas n (%) SLP SLT
4 p

Hipogammaglobulinemia 57 (65.4) 0.200 0.754
Proteina monoclonal 26 (76.9) 0.066 0.310
Morfologia atipica 61 (67.2) <0.001 0.001
LDH elevada 29 (61.2) 0.005 0.015
B2M elevada 56 (69.6) 0.007 <0.001
Variables bioldgicas

CD38 positivo 53 (69.8) 0.037 0.012
ZAP-70 positivo 29 (69) 0.295 0.734
FISH normal 79 (83.5) 0.403 0.595
13g- aislada 100 (82) 0.407 0.299
17p- 7(85.7) 0.832 0.287
11g- sin 17p- 9(44.4) 0.007 0.031
+12sin11g-017p 37(75.7) 0.358 0.144
Cariotipo anormal 54 (70.4) 0.007 0.008

Cuando realizamos el analisis multivariante incluyendo las
variables significativas en el analisis univariante, la morfologia
atipica de los linfocitos y 11g- se correlacionaron con peores SLP y
SLT. La B2M elevada también tuvo impacto negativo para SLT

(tabla 16).

La figura 9 muestra las curvas de Kaplan Meier para SLP y la figura

10, las curvas para SLT de las variables con valor prondstico en

ambos analisis univariante y de regresion de Cox.
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Tabla 16: Analisis multivariante de factores prondsticos al
diagnostico en 231 pacientes con LCA.

Variable SLP SLT
pronostica P OR IC p OR IC
Morfologia 0.015| 2.3 1.1-4.8 | 0.017 | 2.6 1.1-6.0
atipica

B2M elevada NS NS NS 0.002 | 3.4 1.5-7.3
11g- 0.007 | 4.7 1.5-14.6 | 0.009 | 4.5 1.4-14.4

Figura 9: Curvas de Kaplan Meier para SLP en 231 pacientes con LCA en
funcion de: (A) morfologia atipica de los linfocitos al diagndstico
(p<0.001) y (B) presencia de 11g- al diagnéstico (p=0.007).
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Figura 10: Curvas de Kaplan Meier para SLT en 231 pacientes con LCA
en funcion de: (A) morfologia atipica de los linfocitos al diagndstico
(p=0.001) y (B) B2M elevada al diagndstico (p<0.001) y (C) presencia de
11qg- al diagndstico (p=0.031).
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Posteriormente se estudio qué numero de linfocitos B clonales al
diagnodstico podia identificar un mayor riesgo de progresion y de
necesidad de tratamiento. El limite de 11 x 10°/L linfocitos B
clonales al diagndstico se correlacion6 de forma estadisticamente
significativa con la SLP y la SLT. Cuando se afiadié como una nueva
variable en el andlisis multivariante, el valor de 11 x 10°/L
linfocitos B clonales mantuvo la correlacion pronostica en
relacién a SLP (OR 3.9, IC 1.8-8.3, p<0.001) y SLT (OR 2.9, IC 1.2-
7.3, p=0.016) asi como el resto de las variables descritas

previamente.

La figura 11 muestra las curvas ROC y los valores de las areas bajo
la curva (AUC) para SLP y SLT segun el limite de 11 x 10°/L
linfocitos B clonales. En la figura 12 se observan las curvas de
Kaplan Meier para SLP y SLT también segun el mismo limite de
linfocitos B clonales al diagndstico. Finalmente, la figura 13
muestra las curvas de Kaplan Meier sin significacion estadistica
cuando utilizamos el valor de 5 x 109/L linfocitos B clonales, la

cifra arbitraria necesaria para el diagnéstico de LLC.
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Figura 11: Curvas ROC para (A) SLP y (B) SLT segln el valor de 11 x
10%/L linfocitos B clonales.
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Resultados

Figura 12: Curvas de Kaplan Meier en 231 pacientes con LCA en
funcién del limite de 11 x 10°/L linfocitos B clonales al diagndstico para
(A) SLP (p=0.001) y (B) SLT (p=0.023).
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Figura 13: Curvas de Kaplan Meier en 231 pacientes con LCA en
funcién del limite de 5 x 10%/L linfocitos B clonales al diagnéstico para
(A) SLP (p=0.241) y (B) SLT (p=0.323).
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Abstract The arbitrary threshold of 5x10%L chronic lym-
phocytic leukemia (CLL)-like lymphocytes differentiates
monoclonal B lymphocytosis (MBL) from CLL. There are
no prospective studies that search for the optimal cut-off of
monoclonal lymphocytes able to predict outcome and simul-
taneously analyze the prognostic value of classic,
immunophenotypic, and cytogenetic variables in patients with
asymptomatic clonal CLL lymphocytosis (ACL), which in-
cludes MBL plus Rai 0 CLL patients. From 2003 to 2010, 231
ACL patients were enrolled in this study. Patients with 11q
deletion and atypical lymphocyte morphology at diagnosis
had shorter progression-free survival (PFS) (p=0.007 and
p=0.015, respectively) and treatment-free survival (TFS)
(»=0.009 and p=0.017, respectively). Elevated beta-2 micro-
globulin (B2M) also correlated with worse TFS (p=0.002).
The optimal threshold of monoclonal lymphocytes indepen-
dently correlated with survival was 11x10%L (p=0.000 for
PFS and p=0.016 for TFS). As conclusion, monoclonal
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lymphocytosis higher than 11x10%L better identifies two
subgroups of patients with different outcomes than the stan-
dard cut-off value of 5x 10°/L. Atypical lymphocyte morphol-
ogy, 11q deletion and elevated B2M had a negative impact on
the survival in ACL patients.

Keywords CLL - MBL - Monoclonal lymphocyte cut-off -
FISH - Prognosis

Introduction

Main diagnostic criteria for B-cell chronic lymphocytic
leukemia (CLL) according to 2008 NCI Guidelines is the
presence of at least 5x 10%L monoclonal B lymphocytes
in the peripheral blood with the characteristic CLL
immunophenotype by flow cytometry during a period
longer than 3 months. Asymptomatic patients who present
smaller monoclonal lymphocyte population with a CLL
phenotype who do not have lymphadenopathies,
organomegalies, or cytopenias shall be classified as
monoclonal B lymphocytosis (MBL) [1]. However, the
threshold of 5x10%/L monoclonal lymphocytes is arbi-
trary and it has not been properly validated in prospective
studies.

Two different types of MBL can be identified. Indi-
viduals with normal blood counts in whom monoclonal
lymphocytes are detected during population screening
for epidemiological purposes (low count MBL) show a
very small probability, if any, of progression to CLL
[2]. On the other hand, those patients who are referred
for hematological evaluation because of lymphocytosis
(clinical MBL) will develop CLL and require treatment

@ Springer
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at a rate of 1.1 % per year [3]. According to previous
reports, clinical MBL is very similar to Rai 0 CLL
regarding microRNA and immunogenetic profiles
[4-6]. These data suggest that clinical MBL and Rai 0
CLL should be seen as a unique group of patients in
different phases of the same disease who presents
asymptomatic clonal CLL-like lymphocytosis (ACL).

Some studies have analyzed the prognostic value of
chromosomal alterations by fluorescent in situ hybridiza-
tion (FISH) while others have searched the most appro-
priate monoclonal lymphocyte count able to predict out-
come in ACL [3, 6-11]. None of them, though, have
addressed both issues and also analyzed the prognostic
role of classic variables in a prospective and multivariate
way in an ACL cohort.

We describe a series of 307 consecutive patients pre-
senting with CLL clonal lymphocytes in one single refer-
ence center for hematological malignancies and belonging
to the same geographic area. A prospective follow-up was
focused in 231 ACL patients without any other sign of
disease. The main objectives were to find a significant
monoclonal lymphocyte count able to predict outcome as
well as identify other prognostic variables for PFS and
TFS in this group of patients. In this study, all laboratory
and biological parameters tested are routinely used in
clinical practice in CLL and were available in virtually
all cases at diagnosis.

Patients and methods
Patients

Three hundred and seven consecutive untreated patients diag-
nosed with MBL, small lymphocytic lymphoma (SLL), or
CLL in one single center from January 2003 to December
2010 were prospectively included in this study. Clinical and
laboratory data, Rai staging, immunophenotyping, and FISH
cytogenetics were reported at diagnosis. Analysis of prognos-
tic factors and survival was performed in the cohort of 231
patients with ACL, which included MBL plus Rai 0 CLL
patients.

The study was approved by our Institution’s Ethic
Committee Board, and all patients provided informed
consent. All procedures followed were in accordance
with the Helsinki Declaration of 1975, as revised in
2008.

Classification into MBL, SLL, or CLL was made accord-
ing to 2008 NCI Guidelines and based in absolute number of
monoclonal B lymphocytes by flow cytometry [1]. Those
cases diagnosed before 2008 had their classification retrospec-
tively reviewed.

@ Springer

Patients were prospectively followed up for progression of
disease, need for treatment, or death. Treatment was initiated
following standard guidelines criteria [1, 12].

Methods

The following classic variables were analyzed for prognosis:
atypical lymphocyte morphology, hypogammaglobulinemia,
monoclonal protein, elevated lactate dehydrogenase (LDH),
and elevated beta-2 microglobulin (B2M). Lymphocyte mor-
phology was evaluated in all cases in the same laboratory and
by the same experts according to the French-American-British
(FAB) classification of leukemias [13]. Atypical CLL includ-
ed two morphology subtypes: the CLL/prolymphocytic leu-
kemia, with more than 10 % circulating prolymphocytes and
the mixed subtype, with more than 15 % elements with
lymphoplasmacytic aspect and cleaved cells.

Flow cytometry, FISH, and conventional cytogenetic tech-
niques were performed as previously described [14]. CD38
was considered positive when at least 30 % of pathologic
lymphocytes expressed the corresponding antibody, while
ZAP70 was considered positive above 20 %. FISH results
were divided into the five hierarchical categories classically
described by Dohnner: normal FISH, presence of isolated 13q
deletion, presence of 12 trisomy alone or with 13q deletion,
presence of 11q deletion with or without other abnormality but
17p deletion, and presence of 17p deletion with or without
other abnormality [15]. The presence of more than 10 %
nuclei with the referred abnormality was considered a positive
result.

Statistical analysis

Crosstabs were used to compare the frequencies of variables
between groups. Comparison of categorical variables was
performed using X* test.

Progression-free survival (PFS) was defined as the time
between diagnosis and the first sign of disease progres-
sion as described previously [14]. Treatment-free survival
(TFS) was defined as the time from diagnosis until the
first treatment required. Survival curves were plotted
using Kaplan-Meier’s method, and log-rank test was used
to identify differences in survival between subgroups.
Multivariate analysis for survival was performed with a
Cox regression model.

Receiver operating characteristic (ROC) curves for
censored survival data were used to test the various
thresholds of monoclonal lymphocyte count for PFS and
TFS [16].

All analyses were performed at a 95 % confidence
interval and differences were considered statistically sig-
nificant when p value was less than 0.05. Statistical
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analysis was made using SPSS software, version 17.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Results

Clinical, laboratory, and biological data of the 307 patients at
diagnosis did not differ from any CLL series previously
reported (data not shown). Diagnosis and Rai staging data
are shown in Table 1.

Two hundred thirty-one patients had ACL, which included
81 patients classified as MBL plus 150 patients classified as
Rai 0 CLL. One hundred forty-five (62.8 %) patients were
male and median age at diagnosis was 68 years (limits 27—
93 years). Table 2 shows prognostic factors at diagnosis in
patients with ACL and differences between Rai 0 CLL and
MBL subgroups. Deletions of 13q and 11q were significantly
more frequent in Rai 0 CLL than in MBL patients while a
normal FISH was found in a higher proportion of MBL
patients.

With a median follow-up time of 61 months, overall sur-
vival (OS) for 231 ACL patients was 86.5 %. Seventeen
(7.4 %) patients died and only 3 (1.3 %) due to CLL related
causes. Forty-six (19.9 %) patients presented disease progres-
sion and 36 (15.6 %) patients required treatment during the
follow-up period.

Variables included in the analysis for prognostic factors
were: hypogammaglobulinemia, monoclonal protein, atypical
lymphocyte morphology, elevated LDH, elevated B2M, pos-
itive CD38, and positive ZAP70 by flow cytometry, abnormal
conventional karyotype, and FISH categorical results. Elevat-
ed LDH, elevated B2M, atypical lymphocyte morphology,
CD38 expression, abnormal karyotype, and 11q deletion by
FISH had all a negative impact on PFS and TFS in univariate
analysis. Atypical lymphocyte morphology and 11q deletion
were correlated with worse PFS and TFS in the multivariate
analysis. Elevated B2M was also significant for TFS
(Table 3).

Table 1 Classification

and Rai staging at n Percentage
i is in 307 pati
with CLL-like Diagrosis
Iymphocytosis CLL 212 69
SLL 14 4.6
MBL 81 264
Staging of CLL cases
Rai 0 150 70.8
1 37 17.5
2 20 9.4
3 2 09
4 3 1.4

To search for the optimal monoclonal lymphocyte count
able to predict survival in the ACL patients, we measured the
risk of each increase of 1x10%L monoclonal lymphocytes
regarding to PFS and TFS, starting from 1x10%L until 20x
10%/L cells. According to this analysis, 11x10%L was the
monoclonal lymphocyte threshold able to identify two groups
with different PFS and TFS in our series (Figs. 1 and 2). This
did not happen either when the chosen value was the standard
5x10%/L or with any other limit beyond 11x 10%/L cells.

When included as a new variable in the multivariate anal-
ysis, the cut-off of 11 x 10%/L monoclonal lymphocytes had an
independent prognostic impact in both PFS (OR 3.9, CI 1.8
8.3,=0.000) and TFS (OR 2.9, CI11.2-7.3, p=0.016) togeth-
er with the other variables described before.

Discussion

Some retrospective studies analyzed the prognostic value of
monoclonal lymphocyte count in ACL patients but did not
simultaneously test the role of CLL cytogenetic prognostic
factors [8-10). Other few authors explored the prognostic role
of cytogenetic, but not of classic variables in ACL patients [6,
11, 17]. In our study, we search for the optimal monoclonal
lymphocyte cut-off able to predict survival in ACL patients
and prospectively analyze the correlation of classic,
immunophenotypic, and cytogenetic variables with outcome.

In our ACL series, no differences were found between
MBL and Rai 0 CLL regarding the frequency of classic
variables at diagnosis. However, among MBL patients, nor-
mal FISH was more frequent (p=0.007) than in Rai 0 CLL,
while cases with Rai 0 CLL showed a higher frequency of
either 13q deletion (p=0.027) or 11q deletion (»=0.018) than
MBL cases. In a study published before the 2008 NCI Guide-
lines [1], Tsimberidou et al. [18] retrospectively analyzed the
biological characteristics of more than 2000 patients with CLL
and separated them according to the limit of 5% 10%/L absolute
lymphocytes (not monoclonal). Despite being a heteroge-
neous group of patients, they found karyotype and FISH
abnormalities to happen in both groups but in a higher fre-
quency in patients with more than 5x10%L lymphocytes.
Kemn et al. [11] also reported a higher frequency of chromo-
somal aberrations by FISH in patients with Rai 0 CLL com-
paring with MBL while Rossi et al. [17] and Morabito et al.
[6] described a lower prevalence of 11q and 17p deletions in
MBL cases. On the other hand, clinical MBL seem to be very
similar to Rai 0 CLL regarding to microRNA signature and
immunogenetic profile [5, 6]. Altogether, these findings sug-
gest that clinical MBL and Rai 0 CLL could simply corre-
spond to different phases of the same disease and that, the
larger the clone, the more frequent the acquisition of cytoge-
netic abnormalities.
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Table 2 Classic and cytogenetic
prognostic factors at diagnosisin ~ Classic parameters Rai 0 CLL (n=150) MBL (n=81) P
patients with asymptomatic clonal
lymphocytosis n Percentage n Percentage
Atypical morphology 41/150 273 20/81 247 0.393
Elevated B2M 37/114 325 19/64 29.7 0418
Elevated LDH 16/149 10.7 13/81 16 0.170
Monoclonal protein 15/118 12.7 0313
Hypogammaglobulinemia 37111 333 20/61 3238 0.541
I phenotypic p
CD38 31/147 211 22/81 272 0.190
ZAPT0 20/136 147 9/75 12 0.373
Cytogenetic parameters
FISH
Isolated 13q 72/148 48.6 28/81 34.6 0.027
+12 without 11q or 17p 21/149 14.1 16/81 19.8 0.176
11q without 17p 9/149 6 0/81 0 0.018
17p 6/150 4 1/81 12 0.229
Normal 42/148 284 37/81 457 0.007
Abnormal karyotype 40/150 26.7 14/81 173 0.073

We have then analyzed the impact of different variables in
the survival of ACL as a unique group, based on the findings
described above. Deletion of 11q was the only cytogenetic
parameter associated with worse PFS and TFS. In CLL pa-
tients, it has a clear correlation with advanced disease, exten-
sive lymph node involvement, and a shorter time to treatment
(TTT) [15, 19, 20]. In patients with early-stage CLL expan-
sions, as in our cohort, this cytogenetic aberration has no well-
established role. Rossi et al. [17] found 17p deletion and 12
trisomy, but not 11q deletion, to be related to worse PFS and
TFS in a prospective series of MBL patients. On the other
hand, Kern et al. [11] reported a shorter TTT in patients with
11q deletion in both MBL and Rai 0 CLL cohorts. In a
previous series described by our group with a shorter follow-
up and a smaller number of cases, we found 17p deletion, but
not 11q deletion, to show prognostic value in multivariate
analysis regarding PFS in Rai 0-1 CLL patients [14]. It is
possible that 17p deletion does not have a prognostic rele-
vance in our present study because it is found with a very low

Table3 Multivariate analysis of prognostic factors in 231 patients with
asymptomatic clonal lymphocytosis

Prognostic variable ~ PFS TFS

4 OR CI P OR CI
Elevated B2M NS NS NS 0.002 34 15-73
Atypical morphology 0.015 23 1.1-48 0017 26 1.1-60
11q deletion 0.007 47 15-146 0009 45 14-144
NS not significant
@ Springer

frequency in these first steps of monoclonal lymphocytosis as
it occurs later in lymphocyte clonal evolution.

Regarding classic prognostic factors, atypical morphology
was a strong predictor of both PFS and TFS. In CLL, it has
been classically correlated with a worse outcome. In 1997,
Oscier et al. [21] reported its association with disease progres-
sion, and in 2006, Schwarz et al. [22] described its correlation
with a shorter OS. Since then, no studies have been published
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Fig. 1 ROC curve for progression-free survival data with 11x10%L
monoclonal lymphocyte cut-off
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Fig.2 ROC curve for treatment-free survival data with 11x 10°%/L mono-
clonal lymphocyte cut-off

addressing this subject. We think it is an interesting finding
that a cheap and easily available tool as microscopic exami-
nation of lymphocyte morphology can have a strong prognos-
tic value in ACL patients. Also interestingly, B2M was the
other classic variable with significance in multivariate analysis
regarding TFS. The negative impact of this prognostic marker
in CLL was first described in 1996 by Hallek et al. [23].
Lately, other authors also reported its correlation with survival
in patients diagnosed with CLL in all stages of the disease [17,
19, 24]. More recently, Letestu et al. [25] have proposed a
prognostic score based on routine parameters with signifi-
cance for PFS in a multivariate analysis of 339 Binet A stage
CLL patients and have found elevated B2M to be one of the
strongest variables.

We also have searched for the most appropriate monoclo-
nal lymphocyte threshold able to identify different prognostic
subgroups within ACL group and found that patients with
more than 11x 10°/L at diagnosis had significantly worse PFS
and TFS. Other authors have described similar values of
monoclonal lymphocytes to be correlated with outcome in
retrospective cohorts. Molica et al. [10] found the limit of
10x10%L absolute B lymphocytes to be associated with TTT
in a multivariate analysis, and Scarfo et al. [7] described the
same cut-off regarding PFS and TFS while Shanafelt et al. [8]
reported 11x 10%/L to be the one that predicted TFS an OS in
their series. Only one prospective study correlated the 5x 10%
L absolute B lymphocytes cut-off with the likelihood of
progression when three or more unfavorable prognostic vari-
ables were present in the same patient [6]. Although most of
these studies are based in the absolute (and not monoclonal) B
lymphocyte count, their data suggest that maybe ACL patients

should be stratified into two prognostic subgroups based in a
higher threshold of monoclonal lymphocytes.

As conclusion, MBL and Rai 0 CLL correspond to a single
group of patients in different phases of the same disease. In
clinical practice, the identification of patients with ACL who
will develop progressive CLL and require treatment is diffi-
cult. Monoclonal lymphocytosis higher than 11x 10%/L better
identifies two subgroups with different outcomes than the
standard cut-off value of 5x 10%/L. Moreover, atypical lym-
phocyte morphology and 11q deletion by FISH at diagnosis
correlated to progression of disease and need for treatment.
Elevated B2M also had a negative impact in TFS.
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DISCUSION

1. indices pronésticos en LLC

Los dos trabajos descritos en el presente documento son el
resultado de un estudio prospectivo de todos los pacientes
diagnosticados de LLC, LBM y LLP en el ICO - HDIiR entre enero de
2003 y diciembre de 2010, en el que se hace una valoracion de los
estadios iniciales de la enfermedad con el objetivo de describir
factores prondsticos presentes al momento del diagndstico
disponibles en la practica clinica, para identificar aquellos
pacientes que se podrian beneficiar de tratamiento de forma mas

precoz.

El analisis del trabajo 1 se hizo en 2008 con 135 pacientes. En
aquel momento el concepto de LBM se acababa de publicar, los
pacientes se diagnosticaron segun los criterios de 1996 (6) y se
estudiaron los 114 casos con estadios de Rai 0-1. Se analizd el
impacto de diferentes variables en relacién al riesgo de
progresion de la enfermedad. La tabla 17 resume las

caracteristicas del trabajo 1.
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Tabla 17: Resumen del trabajo 1.

Periodo de inclusidn 2003-2006
Numero de pacientes incluidos 135

Afo de realizacidn del andlisis 2008
Numero de pacientes estudiados 114

Tipo de cohorte Rai0+Rail
Supervivencia analizada SLP
Mediana de seguimiento 39 meses

Factores de mal prondstico
Variable clasica Adenopatias
Variables bioldgicas CD38 positivo

Deleccion 17p-

En el trabajo 1, la presencia de adenopatias al diagndstico tuvo
mas valor prondstico para la progresion de la enfermedad que
cualquiera de las otras variables, clasicas o bioldgicas. Cuando
solo se analizaron las variables bioldgicas, la positividad para
CD38 por citometria de flujo se correlaciondé con peor SLP. La
presencia de 17p- casi alcanzé significacion estadistica para SLP.
Las principales limitaciones del trabajo 1 fueron el tamaio

pequefio de la cohorte y el seguimiento relativamente corto.
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En el trabajo 2 se incluyeron 307 pacientes con LLC, LBM o LLP. El
analisis se hizo en 2013 y se valoraron los 231 casos en estadios
muy precoces de la enfermedad, con presencia de linfocitos B
clonales en sangre periférica pero totalmente asintomaticos y sin
adenopatias u otros signos de enfermedad (pacientes con LCA,
gue incluyen los casos de LLC Rai 0 y LBM). Ademas de estudiar el
papel prondstico de las variables cldsicas y bioldgicas, se analizd la
cantidad de linfocitos B monoclonales al diagndstico capaz de
predecir la progresidon y la necesidad de tratamiento en este
grupo de pacientes. La tabla 18 resume las principales

caracteristicas del trabajo 2.
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Tabla 18: Resumen del trabajo 2.

Periodo de inclusidn 2003-2010
Numero de pacientes incluidos 307

Afo de realizacidn del andlisis 2013
Numero de pacientes estudiados 231

Tipo de cohorte LBM + Rai 0
Supervivencia analizada SLPy SLT
Mediana de seguimiento 61 meses

Factores de mal prondstico

Variables clasicas Morfologia linfocitaria atipica
B2M elevada
Variable bioldgica Deleccion 11g-

Limite de linfocitos B clonales | > 11 x 10°/L

En el trabajo 2, la morfologia atipica de los linfocitos y la B2M
elevada al diagnodstico fueron las dos variables clasicas con
impacto negativo en el prondstico de los pacientes con LCA. Estas
dos variables también presentaron significacién estadistica en el
anadlisis univariante para SLP del trabajo 1 (p=0.001 y p=0.02,
respectivamente), juntamente con la presencia de adenopatias al
diagndstico. En relacion a las variables biolégicas, solo 11qg- se
correlaciond con peores SLP y SLT en los pacientes con LCA en el
trabajo 2. La presencia de 17p- no tuvo impacto prondstico en el

trabajo 2. Quizas este hecho se podria explicar por la baja
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frecuencia de esta anomalia en pacientes en estadios muy
iniciales de la LLC (82). Ademas, en el trabajo 2 se identificé que
el valor 11 x 10%/L linfocitos B clonales se correlacionaba con la

SLP y la SLT en los pacientes con LCA.

Los datos publicados en la literatura en los ultimos 25 afios sobre
factores prondsticos en LLC son muy heterogéneos. De los
estudios que realizan analisis multivariante, 34 son retrospectivos
y solo 6 son prospectivos. Las tablas 19 y 20 resumen esas

publicaciones desde 1990 hasta la actualidad.
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Entre los estudios prospectivos, solo el de Molica et al tiene un
disefo parecido al nuestro y analiza la misma poblacion de pacientes
con el objetivo de valorar factores prondsticos presentes en el
momento del diagndstico (90). Los demas fueron disefiados con otra
finalidad pero los autores aprovecharon para analizar las variables
pronosticas. En dos de los seis estudios prospectivos se incluyeron
pacientes en todos los estadios de la enfermedad. De los cuatro que
analizaron pacientes en estadios iniciales, tres incluyeron variables
no disponibles en muchos centros, como el estado mutacional de la

IgVH (89-91).

El estudio prospectivo de Molica et al se publicé en 2015,
practicamente en el mismo mes que el articulo correspondiente al
trabajo 2 de nuestra serie prospectiva. Ambos estudios tienen
bastantes similitudes. Los dos analizan factores prondsticos
biolégicos como la positividad para CD38 y ZAP-70 y las anomalias
cromosdomicas por FISH. Sin embargo, los autores italianos
incluyeron el estado mutacional de la IgVH en el andlisis
multivariante y no estudiaron variables clasicas. Ellos también
compararon las caracteristicas entre los pacientes con LBM y con LLC
Rai 0 y encontraron una mayor frecuencia de niveles elevados de
B2M (p<0.0001) y de IgVH no mutada (p=0.009) en pacientes con LLC

Rai 0. En el analisis multivariante, solo la IgVH no mutada presenté
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impacto negativo en el tiempo hasta el primer tratamiento (TPT;
p<0.0001). Finalmente, el estudio también describid la relacién entre
el limite de 12 x 10°/L linfocitos B clonales y un TPT mds corto en los

pacientes con LLC Rai 0 (90).

Hasta la actualidad no hay consenso sobre la forma adecuada de
aplicar toda la informacién que hay publicada en la literatura sobre
factores prondsticos en la toma de decisiones del manejo clinico de
los pacientes con LLC en estadios iniciales. Se han hecho cuatro
grandes propuestas de indices prondsticos pero todas ellas basadas
en series retrospectivas aunque con una posterior validacion
prospectiva. Las principales limitaciones de todas ellas son, por una
parte que se analizan pacientes en varios estadios de la enfermedad
(dos de ellos incluso estudian los pacientes que ya cumplen criterios
para tratamiento) y por otra incluyen el estado mutacional de la
IgVH como una de las variables que puntua en el score, por lo que no
son ampliamente utilizados en la practica clinica.

El primero de ellos se publicd en 2009 por Morabito et al (50). Se
analizaron retrospectivamente 262 pacientes diagnosticados de LLC
no tratados en varios estadios. El score prondstico que propusieron
se basd en la presencia de tres factores: positividad para CD38,
positividad para ZAP-70 y estado no mutado de la IgVH. Se
clasificaron los pacientes en tres grupos prondsticos en funcion de la

presencia o no de las variables: ninguna (bajo riesgo de necesitar
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tratamiento en un periodo de tres afios), una (riesgo intermedio) o
dos/tres (alto riesgo). En 2014, el mismo grupo pudo validar este
indice prondstico de forma prospectiva en una cohorte de 468
pacientes con estadio A de Binet (371 Rai 0 y 97 Rai 1-2). También
los autores analizaron por separado los casos con estadio O de Rai y
los casos de LBM y obtuvieron los mismos resultados. Como dato
interesante, en la validacién prospectiva la B2M elevada y la
presencia de linfocitosis absoluta superior a 10 x 10°/L, aunque no
fueran variables del score, presentaron significacion estadistica para
SLP en el analisis multivariante en los pacientes con LLC en estadio A
de Binet, mientras variables bioldogicas como las alteraciones
citogenéticas por FISH o mas novedosas como la mutacion de

NOTCH1 no fueron significativas (92).

En 2011, Wierda et al analizaron una cohorte retrospectiva de 930
pacientes con LLC también en varios estadios y no tratados. Los
autores propusieron una férmula para calcular el riesgo de
necesidad de tratamiento, basada en la presencia de las siguientes
variables pronosticas: mds de tres dreas ganglionares afectadas por
exploracion fisica, zona ganglionar cervical voluminosa, presencia de
11qg- por FISH, presencia de 17p- por FISH, LDH elevada y estado no
mutado de la IgVH. También este indice prondstico fue validado
posteriormente en 2013 de forma prospectiva en 328 pacientes con

LLC en estadio A de Binet (93). Aunque incluye variables clasicas y
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bioldgicas, se trata de una propuesta que requiere un cdlculo basado

en una férmula que no es facil de utilizar en la practica clinica diaria.

En 2014, Pflug et al publicaron un estudio retrospectivo de 23
variables pronosticas en 1948 pacientes diagnosticados de LLC,
todos ellos incluidos en ensayos clinicos fase Il del grupo aleman de
LLC. Estos autores encontraron correlacién de las siguientes
variables con la SG: sexo, edad, escala ECOG (Eastern Cooperative
Oncology Group, ver anexo 1), presencia de 11g-, presencia de 17p-,
B2M elevada, TK elevada y el estado mutacional de la IgVH. En
funcidén del numero de variables, algunas de ellas puntuando mas
que otras, se estratificaron los pacientes en cuatro grupos con
diferentes SG (73). En la misma publicacidn, los autores presentaron
los resultados de la validacion externa prospectiva en una serie de
676 pacientes. El hecho de estudiar pacientes ya incluidos en
ensayos clinicos, y por lo tanto, con criterios de tratamiento, limita la
utilidad de este score en los estadios iniciales de la enfermedad.
Ademas del estado mutacional de la IgVH, el andlisis de la TK

tampoco esta disponible en la mayoria de laboratorios.
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La cuarta propuesta de indice prondstico es reciente y fue
presentada en forma de comunicacion oral en la 132 Conferencia
Internacional de Linfomas (ICML, Lugano) en junio de 2015. Se trata
de una meta andlisis de 26 factores prondsticos en casi 3500
pacientes de cinco paises (Francia, Alemania, Estados Unidos, Reino
Unido y Polonia) incluidos en ocho ensayos clinicos fase Ill y con una
mediana de seguimiento de 80 meses (74). Tal como la propuesta de
Pflug et al, también tiene la limitacién de analizar pacientes aunque
no tratados, ya con criterios de tratamiento. Otros puntos negativos
del estudio son una mediana de edad de 61 afios (mds baja que la
que corresponde a la mayoria de casos de LLC) y la necesidad de
disponer del analisis del estado mutacional de la IgVH. Los autores
proponen un indice prondstico internacional en LLC (IPI-CLL) basado
en el analisis multivariante de 1192 casos con las siguientes variables
significativas para SG: edad (limite 65 afios), estadio (Rai 0/Binet A vs
Rai 1-4/Binet B-C), presencia de 17p- y/o mutacion TP53, estado
mutacional de la IgVH y B2M elevada. En funcién de los puntos, se
estratificaron los pacientes en cuatro grupos con diferentes SG y
posteriormente el modelo fue validado en una cohorte externa de
845 pacientes recién diagnosticados de LLC. La tabla 21 resume las

principales caracteristicas de las cuatro series descritas arriba.
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Tabla 21: Resumen de las cuatro principales propuestas de indices
pronésticos en LLC.

Estudio Morabito et al Wierda et al Pflug et al Bahlo et al
retrospectivo
Afo 2009 2011 2014 2015
n 262 930 1948 1192
Cohorte Varios estadios | Varios estadios no Varios estadios Varios
no tratados tratados con criterios de estadios con
tratamiento criterios de
tratamiento
Supervivencia | SLT SLT SG SG
analizada
Variables de CD38 N2y localizacién Sexo Edad
mal ZAP-70 ganglionares Edad Estadio
prondstico IgVH 11qg- ECOG B2M
17p- 11g- 17p-y/o TP53
LDH 17p- IgVH
IgVH B2M
TK
IgVH
Validacion
prospectiva
Afo 2014 2013 2014 2015
n 468 328 676 845
Tipo de Binet A Binet A Todos los estadios | Todos los
paciente (57% Rai 0) estadios
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2. Valoracion de las variables prondsticas

Discutiremos de forma individual las variables significativas en el
anadlisis multivariante de los dos trabajos de nuestra serie: (A)
presencia de adenopatias, (B) morfologia linfocitaria atipica, (C) mas
de 11 x 10%/L linfocitos B clonales al diagnéstico, (D) B2M elevada,
(E) positividad para CD38 y (F) presencia de 11g- por FISH. También
discutiremos la (G) presencia de 17p- por tener en nuestro trabajo

un valor que casi alcanza la significacion estadistica.

2.1. Presencia de adenopatias al diagnédstico

Muntafola et al publicaron un estudio retrospectivo en el que
describen que la presencia de adenopatias detectadas por TC al
diagnodstico en pacientes estadiados como Rai O por exploracion
fisica, se correlaciona con la progresidon de la enfermedad (riesgo
relativo [RR] 2.71) (54). Un estudio prospectivo mas reciente
también describid la correlacion entre una TC anormal y menos TPT
en pacientes clinicamente clasificados como Rai 0. En este mismo
estudio, la presencia de adenopatias por TC fue el Unico factor
prondstico con significacion estadistica en el analisis multivariante
(p=0.011) (91). Todo ello es similar a los resultados de nuestro

analisis prospectivo, que confirma que la presencia de adenopatias
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por exploracion fisica al diagndstico se correlaciona con una peor SLP

en estadios precoces de la LLC.

2.2. Morfologia linfocitaria atipica

Pocos estudios han analizado el papel prondstico de la morfologia
atipica de los linfocitos en la LLC, la gran mayoria de ellos son
retrospectivos y publicados hace afios. En el afio 1997, Criel et al
analizaron 390 pacientes con LLC y concluyeron que los estadios
iniciales (Binet A/Rai 0) presentaban morfologia tipica con mayor
frecuencia que los estadios avanzados (14). En el mismo afio, Oscier
et al describieron la correlacion entre la morfologia atipica y una SLP
mas corta (13). Los mismos autores, en 2002, encontraron una peor
SG en pacientes con morfologia linfocitaria atipica en el analisis
univariante (p<0.001) pero no en el multivariante en una serie
retrospectiva de 205 pacientes con LLC de los cuales 169 tenian un
estadio A de Binet (72). Resultados semejantes fueron descritos por
Schwarz et al en 2006, que hacian énfasis en la necesidad de
confirmacién de los datos en estudios prospectivos (15). Los dos
ultimos estudios sugirieron una posible correlacién entre la
morfologia atipica y el estado no mutado del IgVH. Con Ia
descripcién de nuevos marcadores moleculares en las Ultimas
décadas ya no se han vuelto a publicar estudios sobre el valor de la

morfologia linfocitaria en LLC. Se trata de un hecho interesante que

109



Discusion

se pueda validar de forma prospectiva el papel prondstico de una
herramienta tan barata y facilmente disponible en la era de los

marcadores genéticos y moleculares.

2.3. Numero absoluto de linfocitos B clonales superior a 11 x 10°/L

Molica et al describieron la correlacién entre el valor de 10 x 10°/L
linfocitos B clonales y un TPT mas corto y Scarfo et al
correlacionaron el mismo valor con peor SLP y SLT mientras
Shanafelt et al sugirieron el limite de 11 x 10°/L como el éptimo en
predecir la SLT y la SG (16, 18, 19). Algunos estudios proponen un
nimero mas elevado de linfocitos absolutos (sin cuantificar los
clonales) asociado con una peor SLP (13, 24, 31). Por otro lado, el
Unico estudio que correlaciond el valor de 5 x 109/L linfocitos B
clonales con una peor SLT en el anadlisis multivariante fue también
retrospectivo. Estos autores estudiaron una cohorte de 277
pacientes (123 LBM + 154 LLC Rai 0) y, a parte de la cifra de
linfocitos, también encontraron las alteraciones por FISH (+12, 11qg-y
17p-) y la IgVH no mutada como variables significativas (82).
También Morabito et al analizaron 329 casos de LCA y concluyeron
que el valor de 5 x 10°/L era adecuado para discriminar grupos de
pacientes con diferentes prondsticos pero uUnicamente cuando
coexistian tres o mas variables con impacto negativo en el mismo

paciente (94). Sin embargo, se trata de un estudio que, aunque
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prospectivo, no realizd analisis multivariante de los factores
prondsticos y que fue disefado con el objetivo de comparar datos
bioldgicos y genéticos entre casos de LBM y de LLC Rai 0. Es posible
que el valor utilizado actualmente para definir LBM no sea el 6ptimo
y que la LBM y la LLC se traten de fases diferentes de la misma
enfermedad. No parece clinicamente relevante establecer 5 x 10°/L

linfocitos B clonales como limite entre las dos entidades.

2.4. B2M elevada

La B2M elevada también se describié como factor de mal prondstico
en LLC en muchos estudios retrospectivos con pacientes en varios
estadios de la enfermedad (29, 30, 33). Letestu et al estudiaron
retrospectivamente 339 pacientes con LLC en estadio A de Binet y la
B2M elevada fue una de las variables que se correlacioné con una
peor SLP en el andlisis multivariante (17). También Delgado et al
publicaron un estudio de 458 pacientes con LLC de los cuales mas del
70% eran estadios A de Binet y en el que los niveles elevados de
B2M ajustados segun el filtrado glomerular tuvieron un impacto
negativo en el analisis multivariante para SLT (32). Finalmente, la
B2M elevada fue una de las variables significativas para un TPT mas
corto en el andlisis prospectivo realizado por Gentile et al en
pacientes con LLC en estadio O de Rai, juntamente con una TC

anormal y la positividad para CD38, aunque perdio el valor

111



Discusion

prondstico cuando los pacientes se reclasificaron segun las guias de

2008 (4, 91).

2.5. Positividad para CD38

No hay muchos estudios sobre el papel del CD38 en fases precoces
de la enfermedad. Chevallier et al analizaron retrospectivamente
123 pacientes con LLC y encontraron correlacion significativa entre la
positividad para CD38 y la supervivencia libre de evento y el
intervalo libre de tratamiento (p=0.002 y p=0.004, respectivamente).
Cuando estudiados por separado los casos en estadio A de Binet, el
CD38 fue la uUnica variable significativa en el analisis multivariante
(51). En 2005, Gentile et al analizaron el valor prondstico del CD38
en una cohorte prospectiva de pacientes con LLC (146 con estadio O
de Rai). Aunque el objetivo del estudio era evaluar el cambio en la
expresion de CD38 a lo largo de la evolucién de la enfermedad, los
autores encontraron una correlacién entre una positividad de CD38
superior a un 7% por citometria de flujo y una peor SLT (hazard ratio
[HR] 2.0, p=0.03) (48). Hus et al también describieron un andlisis que
incluyé 217 pacientes recién diagnosticados, de los cuales 50 en
estadio 0 de Rai y 115 en estadios 1-2 y en los que la positividad para
CD38 fue un factor pronostico independiente en el analisis
multivariante (HR 1.03, p=0.002) (49). Otros estudios también

encontraron impacto prondstico negativo en la positividad para
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CD38 en andlisis retrospectivos multivariantes (17, 33, 45-47, 50, 52)

y univariantes (95, 96).

2.6. Deleccion 11qg-

Estudios previos retrospectivos ya demostraron la asociacién de la
presencia de 11g- con enfermedad avanzada, afectacidén ganglionar
extensa, un TPT mas corto y una SLP inferior en LLC (24, 25, 27, 73,
84, 86, 97, 98). En estadios iniciales, sin embargo, la 11g- no tiene un
papel prondstico tan claro. Delgado et al describieron la correlacion
entre 11g- y 17p- con una SLT mas corta en mas de 300 pacientes en
estadio A de Binet (32). En un estudio que compard una serie de 298
casos de LBM seguida prospectivamente con 356 casos
retrospectivos de LLC y mds enfocado en variables bioldgicas y
moleculares, Kern et al describieron la correlaciéon de 11g-y +12 por
FISH pero no de 17p- con un TPT mas corto cuando se analizaban las
dos cohortes juntas. Las alteraciones por FISH no influenciaron la
supervivencia de los pacientes con LBM. Estos autores también
incluyeron en el estudio andlisis de bandas cromosdmicas y del
estado mutacional del IgVH pero ninguna variable clasica (89). Mas
recientemente, los investigadores del grupo ERIC (European
Research Initiative on CLL) publicaron los resultados de un estudio de
mutaciones y alteraciones genéticas en mas de 3000 pacientes con

LLC, 75% de ellos al diagndstico y mas de 90% no tratados. En 774
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pacientes con estadio A de Binet, encontraron que la presencia de
11qg- por FISH se correlacioné con un TPT mas corto en el analisis
multivariante, juntamente con estado no mutado de la IgVH y con Ia

presencia de mutaciones de TP53 y de SF3B1 (88).

2.7. Deleccion 17p-

Estudios retrospectivos describieron el impacto negativo de 17p- en
la supervivencia de pacientes con LLC en varios estadios (24, 25, 27,
30, 32, 72, 73, 82, 83, 87, 99) y en la respuesta a los tratamientos
convencionales (83, 100, 101). Un estudio prospectivo analizé las
alteraciones cromosémicas por FISH en una cohorte de 159
pacientes con LLC, de los cuales solo 96 fueron incluidos con menos
de un afo de diagndstico de la enfermedad. Con una mediana de
seguimiento de 8.4 afos, los autores estudiaron basicamente
pacientes con estadios iniciales (83% de los casos eran Rai 0-1) y
concluyeron que la presencia de 11g-y 17p- (grupo con FISH de mal
prondstico) se correlacioné con una peor SG cuando comparados a
una FISH normal o la presencia de 13g- o +12 (grupo con FISH de
pronostico intermedio o bueno) (p=0.003) (63). El principal objetivo
de este estudio fue sin embargo, analizar la aparicion de nuevas
anomalias citogenéticas durante la evolucién de la LLC. Los autores
confirmaron este fenédmeno, casi siempre la adquisicion de 11g- vy

17p-, lo que hace mas interesante evaluar el real papel prondstico de
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estas alteraciones en muestras recogidas al diagndstico y sobre todo

en los estadios iniciales.

En resumen, muy pocos trabajos estudian variables pronosticas en
estadios precoces de LLC de forma prospectiva. En nuestro estudio,
los pacientes en estadios muy precoces tienen un peor prondstico si
presentan al diagndstico mas de 11 x 10°/L linfocitos B
monoclonales, morfologia linfocitaria atipica, niveles séricos
elevados de B2M vy deleccién 11qg- por FISH. En los pacientes con
enfermedad algo mas avanzada, la expresidon de CD38 al diagndstico
tiene un impacto negativo en la SLP. En aquellos pacientes que ya
presentan adenopatias patoldgicas al diagndstico, la afectacion
ganglionar es el factor prondstico mas potente para predecir la

progresion de la enfermedad.

La identificacidn de variables pronosticas al diagndstico en pacientes
con linfocitosis B clonal pero sin signos o sintomas de enfermedad
puede permitir seleccionar un subgrupo que se beneficiaria de un
tratamiento precoz y poco tdxico. En la practica clinica, no se
dispone habitualmente de técnicas complejas de laboratorio por lo
que es importante que estas variables puedan obtenerse con

facilidad.
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CONCLUSIONES

Trabajo 1

1. En estadios de Rai 0-1 de la LLC, la presencia de adenopatias al
diagndstico por exploracidn fisica es el unico factor pronostico
significativo para progresién de la enfermedad, siendo mas
potente que cualquier caracteristica bioldgica de la célula de

la LLC.

2. En estadios de Rai 0, cuando solo se analizan variables
bioldgicas, la expresién de CD38 por citometria de flujo es el
Unico factor prondstico significativo para la progresion. La
presencia de 17p- por FISH, poco frecuente en estos

pacientes, casi alcanza significacion estadistica para SLP.

Trabajo 2

1. Los pacientes con LBM y con estadios Rai 0 de la LLC
(pacientes con LCA) tienen la misma enfermedad en

diferentes fases evolutivas.

2. Los pacientes con LCA que tienen una morfologia atipica de

los linfocitos y la B2M elevada al diagndstico tienen una SLT
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significativamente mas corta. La morfologia linfocitaria atipica
al diagndstico también tiene impacto negativo en la SLP de

estos pacientes.

3. Los pacientes con LCA con menos cantidad de linfocitos B
clonales presentan menos alteraciones citogenéticas. La
presencia de 11g- por FISH aumenta el riesgo de progresion y

necesidad de tratamiento en estos pacientes.

4. Los pacientes con LCA que tienen mas de 11 x 10°/L linfocitos
B clonales tienen un riesgo significativamente mas elevado de
progresar y necesitar tratamiento. La cifra de 11 x 10°/L
linfocitos B clonales identifica dos grupos de pacientes con
diferente evolucién, lo que no sucede con el valor arbitrario

de 5 x 10°/L.
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Anexos

ANEXOS

Anexo 1. Escala ECOG para valoracidon del estado funcional

(102):
ECOG
0 Totalmente activo y capaz de realizar todas las actividades
previas a la enfermedad sin ninguna restriccion.
1 Restricciones para aquellas actividades que resulten fisicamente

extenuantes, pero ambulatorio y capaz de realizar trabajos de
naturaleza ligera o sedentaria.

2 Ambulatorio y capaz de ocuparse de su cuidado personal, pero
incapaz de realizar ningln tipo de actividad laboral. Pasa
levantado mas del 50% del tiempo que esta despierto.

3 Capaz Unicamente de ocuparse de cuidados personales
limitados, y confinado en cama o en silla durante mas de la
mitad del tiempo que esta despierto.

4 Completamente incapacitado. No puede ocuparse de ningun
tipo de cuidado personal. Completamente confinado a la cama o
alasilla.

5 Fallecido.
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Anexo 2. Escala de Karnofsky para valoracion del estado

funcional (103):

Karnofsky

100 Normal. No presenta sintomas. Sin evidencia de enfermedad.

90 Puede desarrollar una actividad normal. Minimos sintomas o
signos de enfermedad.

80 Desarrolla una actividad normal con esfuerzo. Se aprecian signos
o sintomas de enfermedad.

70 Capaz de ocuparse de los cuidados personales. No se puede
valer solo para desarrollar una actividad normal o realizar un
trabajo activo.

60 Necesita ayuda esporadica pero puede ocuparse por si mismo
de la mayoria de sus necesidades.

50 Necesita ayuda en una medida considerable y atenciéon medica
frecuente.

40 Discapacitado. Necesita asistencia y cuidados especiales.

30 Gravemente discapacitado. Se propone hospitalizacion. El
fallecimiento no es inminente.

20 Muy enfermo. Hospitalizacion necesaria. Tratamiento de
soporte necesario.

10 Moribundo.

0 Defuncidn.
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