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RESUMEN

La leucemia linfocitica cronica (LLC) es la forma mas comun de leucemia en adultos en
los paises occidentales. Aunque esta enfermedad puede seguir un curso indolente, en otros
casos progresa rapidamente, se vuelve resistente al tratamiento y puede transformarse en
un linfoma de células B mas agresivo. Aunque los estudios de asociacion del genoma
completo (GWAS, por sus siglas en inglés) han identificado parte del componente
genético de la linea germinal que subyace a la susceptibilidad a la LLC, el uso potencial
de estas variantes para predecir la progresion de la enfermedad y la supervivencia del
paciente sigue siendo una incognita. Asi mismo, atin desconocemos la importancia que
las variantes genéticas en la ruta de la autofagia tienen sobre la etiologia de la enfermedad,
su progresion y supervivencia de los pacientes. En esta tesis, nuestro objetivo fue
dilucidar los determinantes genéticos asociados con la progresion de la enfermedad y la
supervivencia de los pacientes, y profundizar en el papel que la autofagia tiene en el
desarrollo de la LLC. Por ultimo, trabajamos en la caracterizacion funcional de las

variantes genéticas consideradas de interés.

En el primer estudio, incluido en esta tesis, se evaluo si la presencia de 41 variantes
genéticas de susceptibilidad para la LLC identificadas previamente en estudios de GWAS
nos podian ayudar a predecir la supervivencia global (SG) y el tiempo hasta el primer
tratamiento (THPT) en 1.039 pacientes con LLC. Nuestros resultados mostraron que,a
pesar de que algunos polimorfismos genéticos de un solo nucledtido (SNPs) asociaban
débilmente con la SG y el THPT de los pacientes, estas asociaciones no eran significativas
tras la correcciones por comparaciones multiples. Ademas, los puntajes de riesgo
poligénico (PRSs) generados con estos SNPs mostraron una baja capacidad para predecir
la SG de los pacientes y el THPT, con areas bajo la curva ROC (AUROC, por sus siglas
en inglés) de 0,57 y 0,62 respectivamente. Este ha sido el mayor estudio realizado hasta
la fecha para evaluar el efecto que las variantes genéticas de susceptibilidad para la LLC
tienen sobre la SG de los pacientes y el THPT y nos ha permitido comprobar de forma
inequivoca que las variantes genéticas de susceptibilidad para la LLC no afectan
sustancialmente a la SG de los pacientes con LLC y confirmar resultados previos que

sugerian un efecto nulo de estas variantes genéticas en la determinacion del THPT.

En el segundo estudio, que forma parte de esta tesis, se analizaron mas de 55.000 SNPs

relacionados con la autofagia en cuatro poblaciones independientes, incluyendo un total
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de 5.472 casos de LLC y 726.465 controles. Esta investigacion identificd asociaciones
significativas con los genes CDKN2A y BCL2, que se correlacionaron con un mayor
riesgo de desarrollar LL.C. La variante mas significativa fue la asociada a CDKN24 (p =
1.57x107'?). También se validaron asociaciones previamente conocidas para los genes
FAS, BCL2 y BAK1, que estan implicados en la regulacion de la autofagia y la apoptosis
celular. A nivel molecular, los SNPs en los genes CDKN2A y FAS se correlacionaron con
niveles elevados de expresion de CDKN2A4 y ACTA?2 en sangre y linfocitos, lo que sugiere
que estas variantes pueden afectar la respuesta inmune y los procesos celulares clave. No
obstante, el estudio no encontré una asociacion significativa entre estas variantes y el
flujo de autofagia, ni con la progresion de la enfermedad o la supervivencia de los
pacientes, lo que indica que estas variantes podrian ser mas relevantes para la iniciacion

de la LLC que para su evolucion posterior.

Palabras clave: Leucemia linfocitica cronica, variantes genéticas, autofagia,
susceptibilidad, supervivencia global, tiempo hasta el primer tratamiento, puntuacion de

riesgo poligénico.
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ABSTRACT

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common form of adult leukemia in
Western countries. Although this disease may follow an indolent course, in some cases it
progresses rapidly, becomes resistant to treatment and/or transforms into a more
aggressive B-cell lymphoma. Although genome-wide association studies (GWAS) have
uncovered part of the germline genetic component underlying CLL susceptibility, the
potential use of these variants to predict disease progression and patient survival remains
unknown, as does the role of the autophagy-related genetic variants in disease etiology,
progression and survival. In this thesis, we aimed to elucidate the genomic determinants
associated with disease progression and survival, further investigate the role of autophagy

in CLL, and functionally characterize the most promising genetic variants.

In the first study, 41 variants previously identified in GWAS studies were evaluated to
determine whether they could predict overall survival (OS) and time to first treatment in
1,039 patients with CLL. Although some SNPs showed weak associations with OS and
THPT, these were not significant after applying corrections for multiple testing.
Furthermore, the polygenic risk scores (PRSs) generated with these SNPs show a low
ability to predict survival and disease progression, with areas under the ROC curve
(AUROC) of 0.57 for OS and 0.62 for THPT. Although this is the largest study evaluating
the effect of GWAS-identified susceptibility variants for CLL on OS, the results suggest
that CLL susceptibility variants do not substantially affect overall survival in CLL patients

and confirm previous results suggesting no effect of these variants on THPT.

In the second study, more than 55,000 autophagy-related SNPs were analyzed in four
independent populations, including a total of 5,472 CLL cases and 726,465 controls. This
research identified significant associations with the genes CDKN2A4 and BCL2, which
were correlated with an increased risk of developing CLL. The most significant variant
was the one associated with CDKN24 (p=1.57x107"2). Previously known associations
were also validated for the genes FAS, BCL2, and BAKI, which are involved in the
regulation of autophagy and cell apoptosis. At the molecular level, SNPs in the CDKN24
and FAS genes were correlated with elevated expression levels of CDKN2A4 and ACTA2
in blood and lymphocytes, suggesting that these variants may affect immune response

and key cellular processes. However, the study found no significant association between
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these variants and autophagic flux, disease progression or survival, indicating that these

variants might be more relevant to the initiation of CLL than to its subsequent evolution.

Key words: Chronic lymphocytic leukemia, genetic variants, autophagy, susceptibility,

overall survival, time to first treatment, polygenic risk score.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes. Leucemias

Las leucemias constituyen un grupo de hemopatias cuyo origen es la diferenciacion y
proliferaciéon clonal de las células leucémicas hematopoyéticas provocando una
desregulacion de la hematopoyesis en el individuo (Taylor et al., 2017a). La
hematopoyesis es un proceso crucial en la generacion y renovacion de las distintas
subpoblaciones de células sanguineas a partir de células madre hematopoyéticas (HSC,
por sus siglas en inglés) en la médula d6sea (Figura 1). Como resultado del proceso de
hematopoyesis, se originan dos lineas celulares distintas. La primera es la linea mieloide,
que da lugar a los eritrocitos (o globulos rojos), las plaquetas, los granulocitos (incluyendo
basoéfilos, neutrédfilos y eosindfilos) y los monocitos. La segunda es la linea linfoide, que
genera las células T (o linfocitos T), las células B (o linfocitos B), y las células NK

(Djavaheri-Mergny et al., 2019a; Lai & Kondo, 2008; Ruiz et al., 2022).

Figura 1. Modelo clasico de hematopoyesis.
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En las ultimas décadas, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha publicado

diferentes ediciones de la guia de clasificacion de los tumores de tejidos hematopoyéticos
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y linfoides en las que ha descrito como se deben clasificar, identificar y tratar las distintas
leucemias y el resto de neoplasias hematologicas (Swerdlow S.H. et al., 2008, 2017). Esta
clasificacion se ha basado principalmente en el tipo celular afectado, el estado de
maduracion celular y la velocidad de proliferacion, identificando mas de 30 subtipos. La
OMS ha descrito que, en su mayoria, las células leucémicas son capaces de migrar al
torrente sanguineo, los ganglios linfaticos, el cerebro, la médula espinal y otras partes del
cuerpo produciendo numerosos dafios en los 6rganos del paciente y agravando la
enfermedad, pero ademés en muchos casos produciendo una disfuncion del sistema
inmune que desemboca en una inmunodeficiencia frente a las infecciones. Sin embargo,
en la quinta y ultima edicion, se han introducido numerosos cambios significativos en la
categorizacion de estas neoplasias hematologicas, con un mayor enfoque en las
caracteristicas genéticas y moleculares de las células leucémicas (Alaggio et al., 2022;
Khoury et al., 2022). La aplicacion de todo este conocimiento en la clinica en los Gltimos
afios refleja un avance continuo en la comprension de las neoplasias hematologicas, y
subraya la creciente relevancia de la medicina personalizada para el diagndstico, el
prondstico, y el desarrollo y tratamiento de estas enfermedades. Este enfoque no solo ha
permitido una caracterizacion mas precisa de las patologias hematoldgicas a nivel
molecular, sino que también ha facilitado la implementacion de estrategias terapéuticas

mas eficaces, adaptadas a las particularidades genéticas de cada paciente.

A continuacidén, vamos a describir las principales categorias identificadas en la Gltima
edicion de la guia de la OMS para los tumores de tejidos hematopoyéticos y linfoides

(Alaggio et al., 2022; Khoury et al., 2022).

e Leucemia mieloide aguda

La leucemia mieloide aguda (LMA), también conocida como leucemia mielogena aguda
se origina cuando se produce una proliferacion incontrolada de glébulos blancos
inmaduros de tipo mieloblastos en médula dsea y sangre. Esta leucemia es la segunda més
comun en nifios (15-20% de todos los casos de leucemia infantil) (Arber et al., 2022),
pero también se da comunmente en adultos mayores. Ademads, la LMA se puede dividir

principalmente en dos grandes grupos.

- LMA con anormalidades genéticas definidas: Son aquellas que presentan
mutaciones genéticas especificas o translocaciones cromosémicas, como

por ejemplo las mutaciones en NPM1 y la translocacion t(8;21) En funcion
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de la presencia de estas alteraciones genéticas se produce una clasificacion
mas precisa capaz de influir directamente en las decisiones terapéuticas.

- LMA, no clasificada (NOS, por sus siglas en inglés): Son todas aquellas
LMAs que no presentan anomalias genéticas especificas, de modo que este
grupo se analiza y caracteriza por criterios morfologicos y citoquimicos,

de uso habitual en la préctica clinica.

e Leucemia Linfoblastica Aguda

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) se produce cuando se da una proliferacion rapida
y descontrolada de linfoblastos inmaduros en médula 6sea. Esta leucemia es la mas
comun en nifos representando el 75-80% de todos los casos de leucemia infantil (Arber
et al., 2022), aunque también puede presentarse en adultos. Esta es la leucemia que mas
cambios ha sufrido en las sucesivas ediciones de la guia de la OMS de los tumores de
tejidos hematopoyéticos y linfoides debido a la importancia de la genética en la
clasificacion de los subtipos. Estos avances en la genética han sido posibles gracias a las
nuevas técnicas de secuenciacion del transcriptoma, que ha permitido identificar nuevos

subtipos:

- LLA de células B: En este subgrupo las células afectadas son las células B
(o linfocitos B) y tiene una fuerte implicacion la genética en la
clasificacion de los subtipos, ya que estan definidos por la presencia de
alteraciones genéticas especificas, como las mutaciones en DUX4,
ZNF384, entre otros genes. El andlisis de estas mutaciones facilita un
diagnostico mas detallado y unas opciones terapéuticas mas efectivas.

- LLA de células T: En este caso las células afectadas son las células T (o
linfocitos T) y al contrario que el grupo anteriormente comentado, este tipo
de LLA no se basa en caracteristicas genéticas y actualmente estd en
revision, por lo que la OMS podria incorporar cambios en las proéximas

ediciones en funcion de los nuevos descubrimientos.

e Leucemia linfocitica cronica

La leucemia linfocitica cronica (LLC) es el tipo de leucemia es la mas comun en adultos
en los paises occidentales y se puede englobar dentro del grupo de neoplasias linfoides.

Se caracteriza por la proliferacion y acumulacion incontrolada de linfocitos B maduros
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en médula osea y sangre, aunque también suele afectar a los ganglios linfaticos. A pesar
de que esta leucemia no tiene subtipos especificos, le genética juega un papel fundamental
en el diagnoéstico, su clasificacion para la seleccion de las terapias de tratamiento y el

pronostico.

e Neoplasias mieloides y linfoides con eosinofilia

Este tipo de leucemias se caracterizan por la proliferacion de células mieloides o linfoides
asociadas con un aumento significativo de eosindfilos en sangre. En las anteriores
ediciones este grupo se definia principalmente por la morfologia y caracteristicas clinicas,
pero en la nueva edicion de 2022, gracias de nuevo al avance en la genética, se distinguen
varios subtipos en funcién de la presencia de translocaciones especificas que afectan a

genes como PDGFRA, PDGFRB 'y FGFRI.

¢ Neoplasias mielodisplasicas y Neoplasias mieloproliferativas

Aunque las neoplasias mielodisplasicas (NMD) y las neoplasias mieloproliferativas
(NMP) no se definen estrictamente como leucemias, estin muy estrechamente
relacionadas con ellas, ya que ambas neoplasias se deben a trastornos clonales de las
HSCs, que dan lugar a las distintas células sanguineas en la médula 6sea. De hecho, dentro
de las NMD podemos encontrar la leucemia mieloide crénica (LMC) que se caracteriza
principalmente por la fusién del gen BCR-ABLI1, dando lugar al cromosoma Filadelfia.
En el resto de los subgrupos de estas neoplasias es muy comun que se acabe desarrollando

una LMA.

e Linfomas

Por ultimo, los linfomas son un grupo patologias que no se definen estrictamente como
leucemias ya que, aunque las células afectadas son las mismas, el origen son los ganglios
linfaticos o el tejido linfatico. Al igual que en muchas de las leucemias anteriormente
descritas, este grupo de neoplasias se ha visto favorecido por los avances genéticos que
han permitido una mayor integracion de las caracteristicas genéticas en su clasificacion y

estratificacion. Los dos grupos mds caracteristicos son:

- Linfoma de Hodgkin (LH): Caracterizado por la presencia de células

grandes y anormales derivadas de linfocitos B, Illamadas “Reed-
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Sternberg”. Podemos encontrar una subdivision de este grupo en dos: LH
clasico y LH nodular con predominio linfocitico.

- Linfomas no Hodgkin (LNH): En este grupo podemos encontrar un
numero muy heterogéneo de enfermedades relacionadas con los linfomas
como los linfomas de células B (linfoma folicular, linfoma difuso de
células B grandes, linfoma de Burkitt y otros), los linfomas de células T
(Linfoma anaplésico de células grandes y linfoma angioinmunoblastico) y
los linfomas relacionados con inmunodeficiencia (asociados a virus como

el Epstein-Barr (EBV)).

El impacto de este tipo de hemopatias ha aumentado en los ultimos afios, constituyendo,
solo las leucemias estrictas, aproximadamente el 2,4% (486.777 casos diagnosticados) de
todos los tumores diagnosticados en ambos sexos en el mundo. En el afio 2020, tuvieron
un indice de fallecimientos en torno al 3,1% (305.405 casos fallecidos) (Figura 2) (Bray
et al., 2024). Cuando estratificamos los resultados por género podemos apreciar como la
incidencia y gravedad de la enfermedad es mayor en hombres que en mujeres. Mientras
que la incidencia en hombres es del 6,2% (27.824 casos) y la tasa de mortalidad es del
3,7% (173.063 casos), en mujeres el porcentaje de incidencia es del 4,4% (208.953 casos)
y la tasa de mortalidad es del 2.5% (131.970 casos).

Figura 2. Graficos circulares que presentan la distribucién de casos y muertes de los tipos de cancer mas

comunes en 2022 para ambos sexos (Bray et al., 2024).
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En Espafia, segin la Red Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN), la estimacion
de nuevos diagnosticos en 2024 es de 5.861 en ambos sexos, de los cuales se estima 3.385
sean en hombres y 2.476 en mujeres, lo cual esta en linea con las estimaciones mundiales
previamente descritas. Asimismo, los porcentajes de mortalidad actualizados para el afio
2022 por el Instituto Nacional de Estadistica (INE), muestran un porcentaje de mortalidad
para las leucemias en ambos sexos de 2,91% (3.344 casos fallecidos), A diferencia de las
estimaciones mundiales previamente descritas, la tasa de mortalidad en hombres es
ligeramente menor, 2,81% (1.914 casos fallecidos), mientras que la de mujeres es
ligeramente superior, 3,04% (1.430 casos fallecidos) (Red Espafiola de Registros de
Cancer (REDECAN), 2022).

1.2. Leucemia linfocitica crénica

La leucemia linfocitica cronica (LLC) es una enfermedad que pertenece al grupo de las
neoplasias linfoides y fue descrita por primera vez como una entidad leucémica
independiente por Virchow en 1845 (Virchow, 1845). Sin embargo, no fue hasta la
primera década de 1900 que se reconoci6é a la LLC como una leucemia independiente

(Osler, 1909; Turk, 1903).

Es considerada la leucemia méas comun en adultos en los paises occidentales y
actualmente, es una enfermedad incurable cuyos tratamientos se centran en paliar los
sintomas y en mejorar y alargar la calidad de vida de los pacientes. Se caracteriza
principalmente por la proliferacion y acumulacion clonal descontrolada de células B
maduras en la médula d6sea y sangre periférica. Estas células suelen tener un
inmunofenotipo IgM/IgD", CD20", CD5", CD22*, CD79a*, CD43", CD19", CD23" y
CD11 (débil) y migran a otras zonas del cuerpo, incluidos los ganglios linfaticos, el
higado y el bazo. (Alaggio et al., 2022; Hallek & Al-Sawaf, 2021). Existe ademas una
variable de esta enfermedad, donde las células B afectadas poseen una morfologia
diferente y un inmunofenotipo poco caracteristico, con la falta de expresion de uno o mas
de los antigenos de superficie previamente descritos, generalmente CD5 y CD23. Cuando
esto ocurre y no se cumplen los criterios para el diagnostico de ningtn otro linfoma de
células B, se diagnostica una variante de esta enfermedad 1lamada LLC atipica (Robak et

al., 2023).

10
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La acumulacion de las células B monoclonales en los pacientes suele provocar
leucocitosis, insuficiencia de la médula Osea, infecciones recurrentes y, a veces,
enfermedades autoinmunes como la anemia hemolitica. Generalmente, el desarrollo de la
enfermedad es lento, produciéndose una alteracion tanto en el proceso de formacion como
en el funcionamiento de las propias células B, motivo por el cual los pacientes no suelen
mostrar sintomas hasta que la enfermedad esta avanzada (Alaggio et al., 2022; Hallek &

Al-Sawaf, 2021).

1.2.1. Leucemia linfocitica de células pequefias

Basandose en sus caracteristicas morfoldgicas e inmunofenotipicas similares, la leucemia
linfocitica de células pequenas (SLL, por sus siglas en inglés) y la LLC se consideran dos
manifestaciones diferentes de la misma enfermedad (Jaffe, 2009; Swerdlow S.H. et al.,
2008). El término SLL se utiliza para casos no leucémicos donde los pacientes presentan
solo linfadenopatia, organomegalia y un recuento inferior a 5x10° células leucémicas/litro
(sin linfocitosis en sangre periférica), pero con una morfologia tisular y el inmunofenotipo
similar al de la LLC. Su diagnostico debe ser confirmado mediante una evaluacion
histopatologica de una biopsia de los ganglios linfaticos (siempre que sea posible). La
principal diferencia de la SLL respecto a la LLC es que la acumulacion de células B se
produce principalmente en los ganglios linfaticos. Aproximadamente un 20% de los casos

de SLL evolucionan a LLC (Morrison et al., 1989; Santos & O’Brien, 2012).

1.2.2. Linfocitosis monoclonal de células B

La linfocitosis monoclonal de células B (MBL, por sus siglas en inglés) es una
hematopatia que se produce cuando el paciente sufre una acumulacion clonal de células
B inferior a 5000 linfocitos B por microlitro de sangre, sin citopenia, linfadenopatias,
organomegalias u otros sintomas de LLC, a pesar de que inmunofenotipicamente las
células B sean compatibles con un diagndstico de LLC. A diferencia de la SLL, la MBL
no se considera una manifestacion clinica de la LLC, sino una enfermedad hematologica
independiente con caracteristicas clinicas propias (Hallek et al., 2018). Aunque con el
tiempo se han definido como entidades clinicas independientes, la MBL sigue siendo

considerada por muchos especialistas como una enfermedad precursora de la LLC, debido

11
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a su tasa de progresion estimada en torno al 1-2% anual (Rawstron et al., 2008) . Ademas,
la MBL se asocia con un mayor riesgo de infecciones recurrentes, el desarrollo de
neoplasias secundarias y la eventual transformacion a LLC (Rawstron et al., 2008;
Shanafelt et al., 2021). Este hecho demuestra la importancia de un seguimiento clinico
cuidadoso de los pacientes para detectar complicaciones tempranas. Esta enfermedad esta
presente en aproximadamente un 5-10% de la poblacién general, pero este porcentaje

aumenta hasta el 22% en los familiares de pacientes con LLC (Slager et al., 2021).

1.2.3. Epidemiologia de la LLC

Como ya hemos comentado anteriormente, la LLC es la leucemia mas comun en adultos
en los paises occidentales (EE. UU. y Europa) y representa el 1% de todos los nuevos
canceres diagnosticados (20.700 nuevos casos) en EE.UU. segun las proyecciones hechas

por la American Cancer Society (ACS; https://www.cancer.org/) (American Cancer

Society, 2024). Segun la Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER;

https://seer.cancer.gov/), la incidencia anual general de esta enfermedad es de 4,5 por cada

100.000 hombres y mujeres. Sin embargo, esta incidencia desciende drasticamente a
menos de 1 por cada 100.000 en los paises orientales, como la republica de Corea o China
(Alaggio et al., 2022; Robak et al., 2023; Yoon et al., 2010). La incidencia, ademas, puede

verse incrementada por diversos factores intrinsecos del paciente:

- Edad: A medida que aumenta la edad, la incidencia se incrementa a 20
casos por cada 100.000 individuos en mayores de 60 afios (Figura 3A)
(Swerdlow S.H. et al., 2008).

- Género: Esta enfermedad es aproximadamente el doble de comun en
hombres, con un cociente de 1,5-2:1 en comparacion con las mujeres
(Figura 3B) (Noone, 2018).

- Etnia: El origen étnico del paciente también influye en la incidencia de la
enfermedad, siendo mds comun en los individuos caucdsicos y menos

comun en los individuos asiaticos (Figura 3B) (Noone, 2018).

12
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Figura 3: [A] Diagrama de porcentaje de casos nuevos diagnosticados de LLC/SLL por grupo de edad. [B]
Incidencia de nuevos casos de LLC/SLL por cada 100.000 personas por raza/etnia y sexo. Datos ajustados

por edad. SEER 22 2017-2021.
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La edad media de diagndstico de la LLC/SLL es de 70 afios (American Cancer Society,
2024), pero puede presentarse y ser diagnosticada en personas mas jovenes (con una edad
inferior a 55 afios) (Parikh et al., 2014; Spier et al., 1985). Cabe destacar que, en esta
enfermedad cronica, la edad de diagndstico tiene un papel esencial para el prondstico de
los pacientes, ya que se han observado mayores tasas de mortalidad en aquellos pacientes
con edades superiores a la media de diagnostico. La supervivencia relativa global a 5 afios
para los pacientes de LLC, excluyendo otras causas de fallecimiento, es aproximadamente
del 88,1%. Sin embargo, esta tasa, se ve afectada por factores intrinsecos del paciente que
pueden aumentar o disminuir la supervivencia, como la edad (Figura 4A), el sexo y la
etnia (Figura 4B).

Figura 4: [A] Diagrama de porcentaje de fallecimientos de LLC/SLL por grupo de edad. [B] Ratio de

fallecimientos de LLC/SLL por cada 100.000 personas por raza/etnia y sexo. Datos ajustados por edad.
SEER 22 2017-2021.
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La combinacion de estos factores intrinsecos del paciente sugiere de manera clara un

papel significativo de la predisposicion genética en la manifestacion, progresion y
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supervivencia de la enfermedad, modulada por las caracteristicas individuales del

paciente.

1.2.4. Localizacion y progresién

La LLC se mantiene, en la mayoria de los casos, estable durante largos periodos de tiempo
en las fases iniciales, sin necesidad de tratamiento. No obstante, a pesar de ello se suelen
producir dafios que afectan principalmente a la sangre periférica, la médula osea, el bazo,
los ganglios linfaticos y otros tejidos linfoides secundarios. Generalmente, tras un periodo
estable indefinido, la LLC progresa hacia unas fases mas avanzadas, donde estos dafios
se agravan debido al aumento y acumulacion de células B, lo que desemboca en una
mayor infiltracion en la médula 6sea y en dafos extraganglionares mas severos que, en
los peores casos afectan al sistema nervioso central (Alaggio et al., 2022; Ratterman et

al., 2014).

En algunos casos cuando la LLC progresa severamente agravando los sintomas agudos
de la enfermedad, como el rdpido crecimiento de los ganglios linfaticos, la fiebre y/o la
perdida injustificada de peso entre otros. Eso puede provocar la transformacion de Richter
(RT), que da lugar a un linfoma agresivo de mal prondstico. Afortunadamente, esta
transformacion solo ocurre en aproximadamente el 2-10% de los casos (Fan et al., 2012;
Parikh et al., 2013; Rossi et al., 2008, 2009). La primera vez que se detectd esta patologia
clinica asociada a la progresion de la LLC fue en 1964 por Lortholary er al
denominandolo Sindrome de Richter (Lortholary, 1964), pero no fue hasta el 2007 cuando
se demostrd la asociacion clonal entre ambas neoplasias (Mao et al., 2007), siendo
finalmente aceptada la RT en la ultima edicion de la OMS de los tumores de tejidos
hematopoyéticos y linfoides (Alaggio et al., 2022). Con el paso de los afios esta definicién
se ha ido categorizando y definiendo, observandose que en el 80-90% de los casos, la RT
da lugar a linfomas difusos de células B grandes (DLBCL, por sus siglas en inglés)
(Imataki & Uemura, 2018; Rossi et al., 2018). En el 10-20% de los casos se produce un
LH (Rossi et al., 2018) y, por raramente (~1%), linfomas de Burkitt (Chatzidimitriou &
Vassilakopoulos, 2021) y otros, como el linfoma de células T (Imataki & Uemura, 2018;

A. Lee et al., 1995; Strickler et al., 1992).
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1.2.5. Manifestaciones clinicas

La LLC es una de las neoplasias hematologicas con un curso clinico mas heterogéneo y
variable, de modo que algunos pacientes presentan una enfermedad indolente sin
sintomas que nunca requieren de tratamiento. Sin embargo, otros pacientes presentan toda
la sintomatologia caracteristica y una progresion agresiva de la enfermedad que les obliga
a tener tratamiento desde el primer momento (Hallek et al., 2018; Hallek & Al-Sawaf,

2021).

Por ello, la deteccion temprana de las manifestaciones clinicas es fundamental para el
diagnoéstico temprano de los pacientes, lo cual influye significativamente en la
identificacion del grado de desarrollo de la enfermedad y el pronéstico esperado. Esto nos
permite adaptar el tratamiento, incrementar su eficacia y mejorar las expectativas de
supervivencia y calidad de vida del paciente. Las manifestaciones clinicas que presentan

los pacientes con LLC son las siguientes:

e Organomegalia

Una de las manifestaciones clinicas de la LLC es el crecimiento anormal de determinados
organos del paciente, especialmente la esplenomegalia, la hepatomegalia y la
linfadenopatia, debido a la afectacion y acumulacion clonal de células B leucémicas, lo
que provoca molestias abdominales y viscerales en el paciente. Se suelen identificar
mediante examenes médicos fisicos y/o mediante radiografias por tomografia
computarizada (CT), en estadios mas avanzados de la enfermedad (Jain et al., 2024;

Scarfo et al., 2016; Swerdlow S.H. et al., 2017).

e Sintomas B/Sintomas constitucionales

Estas manifestaciones clinicas son un grupo de sintomas comunes en los pacientes. De
hecho, suelen ser los primeros que detecta el paciente y, frecuentemente, lo motivan a
consultar al médico para una evaluacion clinica inicial. Son sensacion de fatiga severa,
fiebres altas (> 38°C), pérdida involuntaria de peso (> 10% en 6 meses) y sudoraciones
nocturnas, todo ello sin evidencia de infecciones (Jain et al., 2024; Swerdlow S.H. et al.,

2017).
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e Manifestaciones autoinmunes hematolégicas

Estas manifestaciones suelen ser menos frecuentes. Entre ellas, la anemia hemolitica
autoinmune se considera la mas comun (10-15%) en los pacientes. La siguiente mas
comun es la trombocitopenia inmune que solo afecta al 1-5% de los pacientes y, por
ultimo, la aplasia pura de globulos rojos y la neutropenia autoinmune que son dos
trastornos autoinmunes que solo se presentan en menos del 1% de los pacientes (Hodgson
et al., 2011; Porpaczy & Jéger, 2022). Ademads, cabe destacar que en el momento del
diagnoéstico un 30% de los pacientes presentan hipogammaglobulinemia que, con el paso
del tiempo y la evolucion de la enfermedad, puede incrementar aproximadamente al 60%

de los pacientes (Swerdlow S.H. et al., 2017).

e Manifestaciones autoinmunes no hematoldogicas

En algunos casos, los pacientes pueden presentar patologias autoinmunes no
hematolodgicas raras, como son el pénfigo paraneoplasico, el angioedema adquirido y la

enfermedad de aglutinina fria (Dearden, 2008; Porpaczy & Jager, 2022).

e Infecciones recurrentes

Desafortunadamente, los pacientes tienen una alta probabilidad de sufrir infecciones
recurrentes y oportunistas, generalmente son debido a una respuesta inmune defectuosa
y/o por las enfermedades autoinmunes asociadas. Las infecciones mas comunes son las
bacterianas (S. pneumoniae, H. influenzae) que afectan a las vias respiratorias superiores
e inferiores, pero también a las vias urinarias. Recientemente, también se ha descrito un
aumento del riesgo a padecer infecciones virales (Virus del Herpes Simple,
Citomegalovirus, Virus de Epstein-Barr, Virus de la Varicela-Zoster) y agentes
oportunistas (P, jirovecii). Ademds, cuando la LLC progresa y se agrava, suele producirse
simultdneamente un empeoramiento de las infecciones, como resultado de los
tratamientos y los defectos en la respuesta inmune (Eichhorst et al., 2021; Scarfo et al.,

2016; Swerdlow S.H. et al., 2017).

e Afectaciones extramedulares

En algunos de los casos mas severos, cuando se produce una infiltracién medular severa

y una migraciéon amplia de las células B afectadas, se pueden producir trastornos en la
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piel, en los rifiones, en el tracto gastrointestinal y en el sistema nervioso central (Akintola-
Ogunremi et al., 2002; Jasim et al., 2006; Ratterman et al., 2014; Swerdlow S.H. et al.,
2017).

e Presencia de proteina monoclonal

Finalmente, aproximadamente el 10% de los pacientes de LLC presentan una
acumulacion de una proteina monoclonal, generalmente de tipo IgM, en suero sanguineo
y/uorina (G. X.,F.S.M.,S.D. L., & R. K. R. Qian, 1984; Rizzo et al., 2015; Swerdlow
S.H. etal., 2017).

1.2.6. Diagnostico clinico

En 1988 un grupo de clinicos, investigadores y expertos de referencia en hematologia se
reunieron para unificar todos los conocimientos, basandose en las evidencias hasta la
fecha en la LLC. Publicaron por primera vez una guia comun para protocolos clinicos de
LLC (Cheson et al., 1988). A lo largo de los afios, los avances en la investigacion
hematologica, el desarrollo de las nuevas técnicas de diagnostico, la comprension de la
importancia del panorama genomico y genético, la implementacion de pruebas de
deteccion de enfermedad minima residual (EMR) y el desarrollo de nuevas terapias, han
ido transformando el enfoque del manejo clinico de la LLC, impulsando la creacion de
nuevas ediciones revisadas y actualizadas (Cheson et al., 1988; Hallek et al., 2008, 2018;
Mulligan et al., 2009). Una de las principales razones de creacion de estas guias es
unificar y confirmar el diagnodstico de los pacientes, ya que es muy importante no
confundirlo con otras neoplasias linfoproliferativas (leucemia de células pilosas, linfoma
de células del manto, linfoma la zona marginal, linfoma folicular, etc.) para el correcto
abordaje clinico y terapéutico de los pacientes. Para ello, en la mayoria de los casos es
necesario realizar hemogramas, recuentos diferenciales, frotis de sangre, caracterizacion
inmunofenotipica y, por ultimo, un estudio de las caracteristicas genéticas de las cé€lulas

B afectadas.

Segun la ultima edicion de la guia International Workshop on Chronic Lymphocytic

Leukemia (iwCLL) para el diagnostico, tratamiento, tratamiento y manejo de la LLC
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(Hallek et al., 2018), el diagnostico de esta enfermedad se realiza de manera estandarizada

a nivel mundial, basandose en los siguientes criterios:

El diagnéstico de LLC requiere la presencia de > 5000 células B/ul en la sangre periférica
durante al menos 3 meses, con una clonalidad celular que debe confirmarse mediante
citometria de flujo. Estas células B se caracterizan por su pequefio tamafo, un borde
estrecho de citoplasma, un nucleo denso sin nucléolos visibles y por presentar una
cromatina ligeramente agregada. Ademads, entre el analisis de muestras de sangre se
suelen encontrar grandes cantidades de células grandes escindidas o prolinfocitos (hasta
el 55%) (Melo et al., 1986), que junto con la presencia de sombras nucleares de
Gumprecht y restos celulares, son una caracteristica morfologica presente en la LLC que
se utiliza para el diagndstico de los pacientes (Hallek et al., 2008, 2018; Hallek & Al-
Sawaf, 2021) (Figura 5).

Figura 5. Tincion con Wright-Giemsa de sangre periférica de paciente con LLC. Se observan celulas B
maduras afectadas pequefias con la cromatina condensada y sombras de Giimprecht. [A] Aumento 200X;

[B]JAumento 1000X; (Kay et al., 2022).

Otro criterio de diagndstico importante es la confirmacion del inmunofenotipo de las
c¢lulas B afectadas mediante citometria de flujo (Hallek et al., 2018; Hallek & Al-Sawaf,
2021). La primera vez que se describid el perfil inmunofenotipico de las células B
afectadas de LLC fue en 1994 por Matutes ef al. Este estudio solo incluia la coexpresion
de los marcadores CD5', CD3", FMC7, y una baja expresion CD22" y de
inmunoglobulinas de superficie. A este perfil inmunofenotipico se han ido anadiendo
nuevos marcadores especificos, de modo que actualmente el perfil inmunofenotipico de
las células B afectadas se caracteriza por la coexpresion de CDS5 (antigeno de células T),
CD19, CD20 y CD23 (antigenos de superficie de células B). Ademads, las células B

afectadas deben presentar una considerable baja expresion de inmunoglobulinas de
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superficie (kappa o lambda), CD20 y CD79b en comparacion con los niveles presentes
en las células B sanas (Ginaldi et al., 1998a; Matutes et al., 1994; Moreau et al., 1997).
Desafortunadamente estos marcadores de superficie no son Unicos de las células B
afectadas de LLC, sino que pueden aparecer en otras neoplasias malignas linfoides. La
expresion de CDS5, por ejemplo, también es caracteristico del linfoma de células del manto
(Morice et al., 2008). Es por ello, que se ha creado un panel unificado de expresion
diferencial de marcadores (Tabla 1) donde ademés de los mencionados se incluyen otros
marcadores como CD43, CD79b, CD81, CD200, CD10 o ROR1 que permiten refinar y

confirmar el diagndstico (Rawstron et al., 2018).

Tabla 1. Tabla de diagnoéstico diferencial de LLC mediante el inmunofenotipado para determinar la

expresion de marcadores de superficie en células linfoides (Rawstron et al., 2018).

Igs CD5 CD23 CD79% FMC7 CD20 CD22 CD103 CD200 CD25 (CD11lc CD10
Linfocitos B
tniocttos Alto  No No Alto Alto Alto Alto No No Bajo Bajo No
normales
Leucemia M
linfocitica Bajo | Alto Alto Bajo Bajo Bajo Bajo No altg/ Bajo Bajo No
cronica
Linfi d M M
, tnioma de Alto  Alto No Alto . . Alto No Bajo No No No
células del manto alto alto
Linfoma Muy . . . . .
. . Bajo  Bajo Alto Bajo Alto Alto No No Bajo Bajo No
linfoplasmocitico = alto
Linfoma Muy . . .
X No No Alto Bajo Alto Bajo No No No No Bajo
folicular alto
L iad M ) M M M
, eucem{a ¢ e No No Bajo Alto Alto wy Alto No nd e No
células pilosas alto alto alto alto
Linfi d
tnioma ¢e zona Alto  No No Alto Alto Alto Alto No No Alto Alto No

marginal

Abreviaturas: Igs, Inmunoglobulinas de superficie.

1.2.7. Estratificacion clinica de pacientes

Al igual que en otras neoplasias hematoldgicas y no hematoldgicas, la LLC requiere de
una correcta estadificacion de los pacientes para determinar el desarrollo y evolucion de
la enfermedad, que permita un abordaje clinico integrado, con un prondstico y tratamiento
adecuado. En la LLC, la estadificacion tiene una mayor importancia debido a la gran
heterogeneidad clinica de la enfermedad, que se produce como resultado de la

diseminacion de las células B afectadas desde la médula 6sea a diferentes 6rganos.

Tradicionalmente, existen dos sistemas de estadificacion clinica ampliamente aceptados,

el sistema Binet (Binet et al., 1981) y el sistema Rai (Rai et al., 1975). Este ultimo fue
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actualizado para reducir el nimero de grupos pronosticos de cinco a tres (Rai, 1987).
Ambos sistemas definen 3 grupos prondstico principales mediante resultados clinicos
sencillos, econdmicos y pruebas de laboratorio y fisicas estandar. A pesar de que ambos
sistemas estan estandarizados y aceptados mundialmente, su uso no es uniforme a en
todos los centros médicos, siendo mas comun el uso de estadiaje clinico de Rai en los

Estados Unidos y el sistema Binet en Europa.

El sistema de Rai (Rai, 1987; Rai et al., 1975) se caracteriza por que todos los pacientes
deben presentar linfocitosis, y, dependiendo de las complicaciones patologicas
adicionales que presenten los pacientes (linfadenopatias, hepatomegalia, esplenomegalia,
trombocitopenia y anemia), éstos se clasificaran en un estadio u otro. Este sistema divide
a los pacientes en 5 estadios bien diferenciados con un indice de riesgo y una tasa de

supervivencia especificos (Tabla 2):

e Estadio 0: Los pacientes presentan linfocitosis (= 5000 células B/ul en sangre
periférica), sin adenopatias palpables y con unos recuentos de glébulos rojos y
plaquetas dentro de los parametros normales. En este estadio se clasifican los
pacientes con un riesgo bajo y una supervivencia global (SG) media de
aproximadamente 10 afos.

e Estadio I: Los pacientes presentan linfocitosis, adenomegalia y recuentos
normales de plaquetas y globulos rojos. En este estadio se clasifican los pacientes
con riesgo intermedio, cuya SG media se ve disminuida en hasta
aproximadamente hasta los 7 afios.

e [Estadio II: Los pacientes presentan linfocitosis, esplenomegalia y/o
hepatomegalia, recuentos de glébulos rojos y plaquetas casi normales y en algunos
casos, linfadenopatias palpables. En este estadio, al igual que el anterior, se
clasifican los pacientes de riesgo intermedio y con una SG media de
aproximadamente 7 afios.

e Estadio III: Los pacientes presentan linfocitosis, anemia no inmune (niveles de
hemoglobina inferiores de 110g/l), un recuento de plaquetas aproximadamente
normal, y en algunos casos, adenopatias. En este estadio se clasifican los pacientes
con un riesgo alto, cuya SG media esta entre 1,5 y 4 afios.

e Estadio IV: Los pacientes presentan linfocitosis y trombocitopenias (niveles de

plaquetas inferiores a 100.000x10%/1), pero, en algunos casos, pueden ademas
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presentar adenopatias y anemia no inmune. Este estadio también se considera de
riesgo alto para sus pacientes, donde la SG media es generalmente inferior a 4

anos.

Tabla 2. Sistema de estadificacion clinica de Rai.

Estadio Clinica Riesgo Supe.r v1ve11 “a
media (Afos)
Linfocitosis .
0 Células afectadas en sangre y/o médula (células linfoides > 30%) Bajo 10-14
I L1nfoc1tos’1s Intermedio 7
Adenopatias
Linfocitosis
II Esplenomegalia y/o hepatomegalia Intermedio 7
Posible linfadenopatia
Linfocitosis
I Anemia, no inmune (Hemoglobina < 110g/1) Alto 1,5-4
Posible hepatomegalia, esplenomegalia o linfadenopatia
Linfocitosis
v Trombocitopenia (recuento plaquetario < 100x10°/1) Alto 1,5-4

Posible hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatia o anemia

El sistema de Binet (Binet et al., 1981) se basa en el nimero de areas afectadas y en la
presencia o ausencia de anemia y/o trombocitopenia en los pacientes. La afectacion de
las areas viene definida por la presencia de ganglios linfaticos agrandados con mas de 1
centimetro u organomegalia. Las areas de afectacion consideradas son: en primer lugar,
cabeza y cuello, incluyendo el anillo de Waldeyer (considerandose todo como un area,
incluso si hay varios ganglios afectados); en segundo lugar, axilas (considerandose la
afectacion de ambas como una sola area); en tercer lugar, las ingles (considerandose la
afectacion de ambas como una sola area); en cuarto lugar, una afectacion palpable del
bazo; y, en quinto lugar, una afectacion palpable del higado. Este sistema divide a los
pacientes en 3 estadios bien diferenciados con un indice de riesgo y una tasa de SG

especificos (Tabla 3):

e Estadio A: Los pacientes presentan menos de 3 areas de tejido linfatico afectadas
sin trombocitopenia ni anemia. Este estadio es similar al estadio 0 del sistema de
Rai, y ambos corresponden a pacientes con un riesgo bajo y una SG media

superior a los 10 afios.
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e Estadio B: Los pacientes presentan 3 o mas areas de tejido linfatico afectadas,
pero sin trombocitopenia ni anemia. En este caso se clasifica este estadio como de
riesgo intermedio y los pacientes tienen una SG aproximada de 7 afios.

e Estadio C: Los pacientes presentan anemia y/o trombocitopenia,
independientemente del nimero de areas de tejido linfoide afectadas. Este tltimo
estadio se clasifica de riesgo alto ya que sus pacientes tienen una SG media

inferior a 4 afios.
Tabla 3. Sistema de estadificacion clinica de Rai.

Supervivencia

Estadio Clinica Riesgo edia (Afios)

Hemoglobina > 100 g/l y plaquetas > 100x10%/1

A ; Baj 10-14
Areas afectadas <2 .
ina > > 9
Hemogloblna > 100 g/l y plaquetas >100 x 10°/1 Intermedio .
Areas afectadas > 3
C Hemoglobina < 100 g/1 y/o un recuento de plaquetas < 100 x 10%/L Alto 2-4

El problema con estos sistemas de estadificacion de pacientes radica en que se sustentan
en factores de prondstico como la anemia o la trombocitopenia, que suelen presentarse
cuando la enfermedad estd muy avanzada. Por esta razon, estos indicies se han vuelto
insuficientes para discernir entre algunos subgrupos de pronodstico especificos (Pflug et
al., 2014). Esto, sumado a los recientes avances en la terapia y la identificacion de nuevos
marcadores pronostico independientes de las manifestaciones clinicas, como mutaciones
genéticas recurrentes y alteraciones cromosomicas (Cramer & Hallek, 2011), ha llevado
a que en los ultimos afios los estudios se han centrado en la identificacion de marcadores
pronostico con relevancia clinica e importancia en el desarrollo de la enfermedad.
Asimismo, se ha abordado en paralelo la construccion de sistemas de puntuacion que
combinen estos marcadores con los tradicionales y la informacion clinica, biologica y
genética disponible (Cortese et al., 2014; International CLL IPI working group., 2016;
Pflug et al., 2014; Shanafelt et al., 2009; Wierda et al., 2007).

Asi pues, el sistema de puntuacién que ha demostrado una mayor relevancia en los
Gltimos afios, es el Indice Prondstico Internacional de LLC (CLL-IPI, por sus siglas en
inglés) (International CLL IPI working group., 2016). Este sistema de estadificacion y
pronostico de los pacientes se desarrolld originalmente utilizando conjuntos de datos de

mas de 4.500 pacientes tratados dentro y fuera de ensayos clinicos, dividiéndolos en 4
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subgrupos pronosticos diferentes. Este sistema se ha validado con éxito a nivel mundial
en numerosas cohortes independientes (Da Cunha-Bang et al., 2016; Delgado et al., 2017,
Gentile et al., 2016, 2018; Molica et al., 2017, 2018; Rigolin et al., 2017). La base de este
sistema es la clasificacion de los pacientes en 4 grupos pronosticos mediante la aplicacion
de un puntaje ponderado de cinco factores pronodstico independientes (Tablas 4 y 5)

(International CLL IPI working group., 2016):

e Edad: Como hemos podido ver, en el apartado previo de epidemiologia, la edad
del paciente es un otro factor prondstico significativo, ya que los pacientes
mayores de 65 afos tienden a tener un peor pronostico (Noone, 2018).

e Estadio clinico: El estado clinico de los pacientes y el curso clinico de la
enfermedad es un factor pronodstico claro. Tradicionalmente el estadio se ha
establecido segun los sistemas de Rai y Binet, de modo que los estadios mas
avanzados tienen peor pronostico que los de bajo riesgo.

e Beta-2 microglobulina (B2M): La f2M es un marcador de actividad tumoral en
suero, el cual muchos estudios han asociado como un marcador independiente de
prondstico para la LLC, cuando se encuentra en niveles elevados en el suero del
paciente (Pflug et al., 2014; Wierda et al., 2007).

e Estado mutacional del gen de la variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina (/GHYV): Este factor prondstico es uno de los mas importantes,
ya que las células leucémicas dependen de este gen para su proliferacion (Fais et
al., 1998). Ademads, numerosos estudios han demostrado que los pacientes con un
estado no mutado del gen /IGHV se asocia con un peor prondstico que aquellos
con un estado mutado del gen (Damle et al., 1999; Delgado et al., 2017; Hamblin
et al., 1999; Naylor & Capra, 1999).

e Delecion del(17p) y/o mutacion de 7P53: Los pacientes que tienen estas
alteraciones genéticas presentan una mayor resistencia al tratamiento, y, por tanto,
suelen presentar un peor pronodstico. Asi pues, la presencia de estas alteraciones
genéticas constituye un factor pronostico donde los pacientes que las sufren suelen
tener una enfermedad mas agresiva y son mads resistentes a la quimioterapia
convencional (Pospisilova et al., 2012; Shanafelt et al., 2006; Zenz, Eichhorst, et
al., 2010).
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Tabla 4. Factores pronostico independientes y puntuaje del indice Pronéstico Internacional de LLC (CLL-

IPI).

Factor pronéstico Condicién Puntos
Delecion del(17p) y/o mutacion de 7P53 Delecion y/o mutado 4
IGHV No mutado 2
Beta-2 microglobulina (mg/1) >35 2
Edad > 65 afios 1
Estadio clinico Sistemas Rai y Binet 1

Tabla 5. Diferentes categorias del indice Pronéstico Internacional de LLC (CLL-IPI).

, Ratio de
} Categoria CLL- . . . s,
Puntuaje . supervivencia a Posible consecuencia clinica
IPI de riesgo -
S anos
0-1 Riesgo bajo 93.20% Sin tratamiento
. . . No tratar, excepto si la enfermedad es
2-3 Riesgo intermedio 79.30% . P (e
realmente sintomatica
. Tratamiento indicado, excepto si la
4-6 Riesgo alto 63.30% R
enfermedad es asintomatica
Si necesita tratamiento, no utilizar
7-10 Riesgo muy alto 23.30% quimioterapia sino agentes dirigidos o

tratamientos en ensayos clinicos

Por ultimo, cabe destacar que recientemente se estan desarrollando y validando nuevos
sistemas clinicos centrados en la importancia de la deteccion y tratamiento de la LLC en
las primeras etapas (Ahn et al., 2021; Condoluci et al., 2020; Hoechstetter et al., 2020).
El Grupo de trabajo internacional sobre IPI de LLC ha desarrollado recientemente un
nuevo sistema con el objetivo de predecir el tiempo hasta tratamiento en los pacientes con
LLC asintomatica o temprana, llamado International Prognostic Score for Early-stage
CLL (IPSE-CLL, por sus siglas en inglés) (Condoluci et al., 2020). En este nuevo sistema
se combinan tan solo tres factores pronosticos, el estado mutacional de /GHV no mutado,
el recuento absoluto de linfocitos < 15x10%/1 en sangre periférica, y la presencia de los
ganglios linfaticos palpables. Con estos tres factores se predijo el riesgo acumulado a
cinco afos para el inicio del tratamiento de 8,4%, 28,4% y 61,2% para pacientes de riesgo
bajo, riesgo intermedio y riesgo alto, respectivamente (Condoluci et al., 2020). Este
sistema puede ser muy valioso para asesorar a todos los pacientes diagnosticados con
LLC en etapas tempranas en relacion a cuando deben iniciar su tratamiento, mejorando

asi sus condiciones de vida. En este contexto, resulta esencial seguir identificando nuevos
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factores prondstico y construyendo nuevos sistemas clinicos que nos permitan adelantar
el diagnostico de la LLC y tratar a los pacientes en las primeras etapas de la enfermedad,

lo que, sin duda, nos ayudaria a mejorar la SG y la calidad de vida de los pacientes.

1.2.8. Tratamiento

En la mayoria de los casos, los pacientes diagnosticados de LLC no requieren tratamiento
en el momento del diagnostico y se les coloca en un estado de observacion activa
(observacion y espera) para detectar la progresion de la enfermedad. Esta observacion
activa se basa en un seguimiento estrecho seriado, donde el médico solicita los
antecedentes e historial clinico, realiza un examen fisico y analiza hemogramas completos
con una determinada frecuencia. La frecuencia concreta del seguimiento se puede adaptar
en funcidn de la puntuacion de riesgo de LLC-IPI (International CLL IPI working group.,
2016), donde los pacientes con riesgo alto y muy alto de progresion de la enfermedad son
vistos con mayor frecuencia, generalmente cada 3 a 6 meses, mientras que en aquellos
con riesgo bajo e intermedio (considerados asintomaticos con enfermedad en estadio
temprano, con Rai 0, Binet A) son seguimientos con menor frecuencia, entre 6 y 12 meses.
Con el paso del tiempo generalmente la LLC progresa y los pacientes acaban requiriendo
tratamiento. Los criterios para determinar el inicio del tratamiento fueron defendidos y
consensuados en la Ultima reunioén del Taller Internacional sobre LLC (Hallek et al.,

2018). Estos criterios son:

1. Evidencia de insuficiencia medular progresiva, manifestada por el desarrollo o
empeoramiento de anemia y/o trombocitopenia. Los niveles de umbrales de
hemoglobina, Hb < 10 g/dl o los recuentos de plaquetas < 100.000/ul
generalmente se consideran una indicacion para el tratamiento. Sin embargo, debe
sefialarse que en algunos pacientes los recuentos de plaquetas < 100.000/ul
pueden permanecer estables durante un largo periodo de tiempo; esta situacion no
requiere automaticamente una intervencion terapéutica.

2. Esplenomegalia masiva (> 6 cm por debajo del margen costal izquierdo) o
progresiva o sintomatica.

3. Nodulos masivos (es decir, > 10 cm en el didmetro mas largo) o linfadenopatia

progresiva o sintomatica.
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4. Linfocitosis progresiva con un aumento de > 50% durante un periodo de 2 meses,
o un tiempo de duplicacion de linfocitos (LDT, por sus siglas en inglés) de menos
de 6 meses. El LDT se puede obtener por extrapolacion de regresion lineal de
recuentos absolutos de linfocitos (ALC, por sus siglas en inglés) obtenidos a
intervalos de 2 semanas durante un periodo de observacion de 2 a 3 meses; Los
pacientes con recuentos iniciales de linfocitos en sangre de <30.000/ul pueden
requerir un periodo de observacion mas largo para determinar el LDT. Deben
excluirse los factores que contribuyen a la linfocitosis distintos de la LLC, como
infecciones o administracion de esteroides.

5. Complicaciones autoinmunes que incluyen anemia o trombocitopenia y que
responden mal a los corticosteroides.

6. Afectacion extranodal sintomatica o funcional (piel, rifion, pulmén o columna
vertebral).

7. Sintomas relacionados con la enfermedad definidos por cualquiera de los
siguientes:

- Pérdida de peso involuntaria >10% en los 6 meses anteriores.

- Fatiga significativa con una puntuacion de 2 o peor de la Escala de Desempeio
del Eastern Cooperative Oncology Groupes Performance Status (ECOG-PS);
no puede trabajar o no puede realizar actividades habituales.

- Fiebre > 100,5 °F o 38,0°C durante 2 o mas semanas sin evidencia de
infeccion.

- Sudoraciones nocturnas durante > 1 mes sin evidencia de infeccion.

En aquellos casos en los que el paciente no cumple con los criterios para el inicio de la
terapia en la LLC, es fundamental ofrecer orientacion sobre el mayor riesgo de desarrollar
infecciones, subrayando la importancia de una vacunacién adecuada y la necesidad de
realizar cribados regulares para la deteccion precoz de otros tipos de cancer, incluidos los
canceres cutaneos. En linea con todo lo comentado, hasta el momento, los estudios sobre
LLC en estadios tempranos no han demostrado un beneficio clinico significativo asociado
a las intervenciones terapéuticas tempranas (Dighiero et al., 1998; Herling et al., 2020;

Hoechstetter et al., 2017; Langerbeins et al., 2022).

Una vez establecidos los criterios para el inicio del tratamiento, resulta crucial considerar
las diversas opciones terapéuticas disponibles, que han evolucionado significativamente

en los ultimos afios. Estas estrategias varian en funcién de multiples factores, incluidos la
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edad del paciente, las comorbilidades existentes (miocardiopatias, arritmia, insuficiencia
renal, etc.) y las caracteristicas genéticas de la enfermedad, asi como la presencia de
deleciones cromosOmicas y mutaciones recurrentes. En este contexto, el manejo de la
LLC se ha diversificado, integrando enfoques que van desde la quimioterapia clasica y
las terapias inmunomoduladoras hasta tratamientos mas recientes y dirigidos, como los
inhibidores de la tirosina quinasa y las terapias con anticuerpos monoclonales. Hasta
2014, el tratamiento de primera linea para los pacientes de LLC dependia de la edad y las
comorbilidades del paciente, y consistia principalmente en hemoinmunoterapia (CIT, por
sus siglas en inglés) y quimioterapia, con fludarabina, ciclofosfamida y rituximab (FCR)
en pacientes jovenes (< 65 anos). Para los pacientes de entre 65 y 75 afios el tratamiento
estaba basado en bendamustina y rituximab (BR) y clorambucilo como agente unico con
o sin tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-CD20 para pacientes mayores de 75
afios o con comorbilidades significativas. La introduccion de nuevos agentes orales y

descubrimientos ha revolucionado por completo el enfoque del tratamiento para la LLC.

Actualmente la eleccion de la terapia de primera linea en la LLC esta entre dos enfoques
principales: los inhibidores de la tirosina quinasa de Bruton (BTK, por sus iniciales en
inglés) de administracion continua y la combinacion de dos inhibidores de la proteina
BCL2, venetoclax con obinutuzumab, que tiene una duracidon de tratamiento limitada.
Ambos enfoques presentan ventajas y desventajas, y la decision terapéutica se personaliza

en base a las caracteristicas del paciente y sus comorbilidades.

Los inhibidores de BTK, como ibrutinib, acalabrutinib y zanubrutinib, permiten un inicio
sencillo de la terapia, sin necesidad de infusion intravenosa y presentan un bajo riesgo de
sindrome de lisis tumoral, lo que es una ventaja significativa en comparacion con otros
regimenes. Sin embargo, requieren una administracion continua hasta que la enfermedad
progrese, lo que se asocia con el riesgo padecer ciertos eventos adversos relacionados con
su uso prolongado, como arritmias, hipertension y complicaciones hemorragicas (Cherng
& Jain, 2021). Por tanto, en pacientes con enfermedad coronaria, fibrilacion auricular no
controlada o necesidad de anticoagulacion a largo plazo, se debe tener precaucion con

este tipo de terapia, aunque no estan contraindicados.

Por otro lado, la terapia basada en inhibidores de la proteina BCL2 (venetoclax,
combinada con obinutuzumab) ofrece un enfoque de tratamiento con duracion limitada,

pero requiere de un monitoreo estricto debido al mayor riesgo de sindrome de lisis
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tumoral, especialmente en aquellos pacientes que presentan adenopatias voluminosas o
disfuncién renal. Ademads, se ha demostrado que la neutropenia de grado 3-4 se presenta
en aproximadamente el 50% de los pacientes tratados con venetoclax, lo que nuevamente

destaca la importancia del monitoreo estricto de los pacientes, cuando se escoge este tipo

de terapia (Cherng & Jain, 2021).

Ademas, en pacientes con aberraciones genéticas especificas, como la alteracion del
TP53, la eleccion de la terapia es crucial. En los pacientes con esta alteracion genética, el
tratamiento con venetoclax y obinutuzumab presenta una respuesta suboptima a largo
plazo, por lo que los inhibidores de BTK de segunda generacion, como acalabrutinib o

zanubrutinib, son actualmente una mejor opcién en comparacion con el ibrutinib.

Dado el éxito de estos nuevos agentes en el manejo de primera linea de la LLC, se estan
llevando a cabo varios ensayos para investigar su eficacia en combinacion. Estudios
preclinicos han sugerido una accidon complementaria entre los inhibidores de BTK y
venetoclax, especialmente con ibrutinib, ya que este incrementa la dependencia de las
células de LLC de la proteina antiapoptotica BCL2, que es inhibida por el venetoclax
(Cervantes-Gomez et al., 2015). Curiosamente, estos agentes terapéuticos muestran
perfiles de toxicidad no superpuestos y parecen dirigirse a diferentes nichos de la
enfermedad. Mientras que los inhibidores de BTK son mas efectivos para eliminar la
enfermedad ganglionar, el tratamiento con venetoclax es mas efectivo en la eliminacion

de células tumorales en la médula 6sea y la sangre periférica.

Varios estudios clinicos de fase 2 en pacientes con LLC sin tratamiento previo que
recibieron una combinacién de ibrutinib y venetoclax durante una duracion fija de 2 afios
(Jain et al., 2019, 2020) o 4 afios (Jain et al., 2022) han demostrado que la terapia de
duracién fija con ibrutinib y venetoclax puede conducir a respuestas profundas,
permitiendo la interrupcion del tratamiento, lo que representa un objetivo clave en el
manejo de la LLC en primera linea. Ademas, esta combinacion ha demostrado altas tasas
de remision completa y de EMR no detectable en varios estudios multicéntricos (Jain et
al., 2020; Tam et al.,, 2022), incluyendo comparaciones con otras combinaciones

terapéuticas como el clorambucilo-obinutuzumab (Niemann et al., 2023).

En los casos en los que el paciente recae tras estos tratamientos, se pasa a una segunda
linea de tratamiento. Las opciones terapéuticas para una segunda linea y sucesivas suelen

ser las mismas que con el primer tratamiento (medicamentos dirigidos, inmunoterapia y
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posiblemente quimioterapia), aunque su eleccion depende de cudl fue el primer
tratamiento y la respuesta al mismo, asi como los factores personales del paciente. En
aquellos casos en los que la respuesta al tratamiento inicial ha sido buena y duradera (por
lo general, al menos varios afios), se podria usar el mismo tratamiento nuevamente. Por
el contrario, si la respuesta inicial no fue buena, estd menos indicado usar el mismo

tratamiento.

Las distintas opciones terapéuticas para la primera (Tabla 6), segunda y tercera (Tabla 7)
lineas han sido recientemente descritas en la ultima version de la guia clinica del National

Comprehensive Cancer Network para el tratamiento de la LLC (National Comprehensive

Cancer Network, 2024)

Tabla 6. Tratamientos de primera linea en la LLC (National Comprehensive Cancer Network, 2024).

LLC sin del(17p) o LLC con del(17p) o
mutacion de TP53 mutacion de TP53

Inhibidores de BTK

Acalabrutinib con o sin obinutuzumab

Zanubrutinib

Ibrutinib o °
Ibrutinib and obinutuzumab o

Ibrutinib and rituximab °

Inhibidores de BCL-2

Venetoclax con obinutuzumab
Inhibidores BTK y BCL-2

Ibrutinib and venetoclax ) °
Quimioinmunoterapia o inmunoterapia

Fludarabine, cyclophosphamide y rituximab °

Bendamustina y rituximab u obinutuzumab Obinutuzumab con

clorambucilo
Obinutuzumab o °
Metilprednisolona a dosis altas con rituximab u obinutuzumab ° °

Régimen preferido porque funciona mejor, es mas seguro o cuesta menos que otras opciones o hay mejor
investigacion que respalda su uso.
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Tabla 7. Tratamientos de segunda y tercera linea para la LLC (National Comprehensive Cancer Network,

2024).
LLC sin del(17p) o LLC con del(17p) o
mutacion de 7P53 mutacion de TP53
Inhibidores de BTK
Acalabrutinib
Zanubrutinib
Ibrutinib ° °
Pirtobrutinib después de inhibidores de BTK o °

Inhibidores de BCL-2

Venetoclax con rituximab

Venetoclax °

Venetoclax con o sin rituximab u obinutuzumab (preferido), si

[} [}
recae después de un tratamiento previo con venetoclax
Inhibidores BTK y BCL-2
Ibrutinib and venetoclax ° °

Régimen preferido porque funciona mejor, es mas seguro o cuesta menos que otras opciones o hay mejor
investigacion que respalda su uso.

A pesar del notable progreso terapéutico comentado anteriormente con los agentes
dirigidos para el tratamiento de la LLC, esta enfermedad sigue siendo incurable con los
tratamientos actuales. El trasplante alogénico de HSCs con acondicionamiento de
intensidad reducida ha demostrado remisiones duraderas en pacientes de alto riesgo, con
una tasa de supervivencia libre de progresion (PFS, por sus siglas en inglés) a 10 afios del
34% (Dreger, Ghia, et al., 2018; Kramer et al., 2017). Estos resultados demostraron la
importancia de las terapias celulares en el tratamiento de pacientes de alto riesgo,
particularmente en aquellos que agotan rdpidamente los tratamientos disponibles, asi
como en pacientes mas jovenes que tienen una mayor duracién de la enfermedad por
enfrentar. Para este tipo de terapias la edad, el estado fisico y las comorbilidades son
factores clave al considerar el trasplante alogénico de células madre (Dreger, Ghia, et al.,

2018).

En la aplicacion de la terapia de trasplante alogénico de HSCs en pacientes con LLC, los
resultados son variados y, en ocasiones, contradictorios. Esto se debe, en gran parte, a la
influencia de la terapia de primera linea y la respuesta individual de los pacientes. Un
ensayo clinico multicéntrico que incluy6 a pacientes tratados con al menos un agente

novedoso no mostro diferencias estadisticamente significativas en términos de
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supervivencia libre de progresion (PFS, por sus siglas en inglés) o SG (Roeker et al.,
2020). En contraste, otro estudio demostr6 una mejora en la supervivencia cuando los
pacientes habian sido tratados previamente con quimioinmunoterapia (H. T. Kim et al.,
2020). Sin embargo, un analisis basado en el registro europeo de trasplantes evidencio
que los pacientes tratados previamente con ibrutinib presentaron peores resultados tras el
HSCT (Dreger, Michallet, et al., 2018). Es por ello que, el papel del trasplante alogénico
de células madre ha disminuido para los pacientes con LLC en la era de la terapia dirigida
(Tournilhac et al., 2023). Estos hallazgos resaltan la necesidad de considerar
cuidadosamente el historial terapéutico al evaluar la idoneidad del transplante de HSCs
en el manejo de la LLC, por lo que actualmente este tipo de terapia solo se recomienda a
pacientes jovenes que no respondieron, recayeron después de la respuesta inicial o son
intolerantes tanto a un inhibidor de BTK como a venetoclax (el llamado grupo doblemente
refractario o doblemente expuesto), especialmente si tienen LLC con mutacion en 7P53

(Jain et al., 2024).

Actualmente la terapia celular mas estudiada para el tratamiento de la LLC y otras
neoplasias es la terapia de células T con receptor de antigeno quimérico (CAR-T, por sus
siglas en inglés). Concretamente, la terapia CAR-T dirigida a CD19 se ha estudiado en
varios ensayos clinicos de pacientes con enfermedad recidiva o refractaria. El ensayo
multicéntrico mas grande hasta la fecha es el TRANSCEND CLL 004, en ¢l los pacientes
recibieron la terapia CAR-T [lisocabtagene maraleucel después de sufrir una
linfodeplecion con fludarabina y ciclofosfamida. La tasa de remision completa o remision
completa con recuperacion incompleta del recuento entre los pacientes evaluables por
eficacia fue del 18% con una tasa de respuesta general del 47%. Se informd de remision
de ultrasensibilidad en la EMR (sensibilidad 0,01 %) en sangre periférica y médula 6sea
enel 64 %y el 59 % de los 87 pacientes evaluables por eficacia, respectivamente (Siddiqi
et al., 2023). Otros estudios a menor escala han conseguido resultados similares (Frey et
al., 2020; Siddiqi et al., 2020; Turtle et al., 2017), incluso combinando esta terapia con
otros agentes dirigidos como el ibrutinib (Wierda et al., 2020). Esta tltima estrategia se
ha planteado con el objetivo de superar los defectos de las células T relacionados con la
enfermedad que obstaculizan la eficacia de CAR-T en pacientes con LLC (Fraietta et al.,

2016).

En conclusion, las ultimas investigaciones en terapias celulares para la LLC se centran en

prevenir el agotamiento de las células CAR-T, sus patologias asociadas y la resistencia a
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la enfermedad. Estrategias combinadas y el desarrollo de terapias de proxima generacion
son actualmente areas activas de estudio, con el objetivo de mejorar la eficacia y la
duracion de la respuesta al tratamiento, abordando los desafios de la heterogeneidad de la

enfermedad y la resistencia terapéutica.

1.3. Genética en la LLC

Como hemos visto, la LLC tiene un fuerte componente genético asociado, no solo al
diagndstico, sino también con el desarrollo de la enfermedad, su tratamiento y la respuesta
al mismo. Por ello, en los ultimos afios, los estudios se han centrado en investigar el
componente genético de la LLC. Gracias en parte a los avances en las técnicas de genética
molecular, como la hibridacion in situ fluorescente (FISH, por sus siglas en inglés), las
nuevas técnicas de secuenciacion (NGS, por sus siglas en inglés), ha sido posible estudiar
el genoma de los pacientes. Ademas, técnicas como los microarrays de expresion génica
0 epigenomica, la secuenciacion completa del genoma por bisulfito (WGBS, por sus
siglas en inglés) y las técnicas de genotipado masivo para estudios del genoma completo,
han facilitado la investigacion en este campo. Actualmente, todos los esfuerzos en este
ambito estdn orientados a la identificacion de nuevos marcadores de susceptibilidad y
prondstico, en areas como la prevencidon, la respuesta a tratamiento, la EMR, la
supervivencia y el tiempo hasta el primer tratamiento (THPT). El objetivo ultimo consiste
en mejorar las estrategias de prevencion de la enfermedad, asi como su diagnostico,

abordaje clinico y el tratamiento de los pacientes.

1.3.1. Riesgo genético familiar

A lo largo de la historia, se han investigado mas de 100 familias donde la incidencia de
LLC era muy alta, lo que sugeria una predisposicion genética heredable clara, pero
ademas la existencia de un componente genético de tipo familiar. En algunos de estos
estudios familiares se ha visto que, ademas de LLC, los familiares suelen presentar otros
trastornos linfopoliferativos de células B, como el LH (Goldin et al., 2004; Gunz et al.,

1975; Jonsson et al., 2005; Kerber & O’Brien, 2005; Linet et al., 1989).
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Mas recientemente, algunos estudios de genética epidemiologica de casos y controles en
familias que sufrian una LLC de tipo familiar, han sido capaces de determinar que el
riesgo relativo de sufrir LLC entre los familiares de primer grado de consanguineidad u
otro trastorno linfoproliferativo de células B, es aproximadamente entre 2 y 8 veces mayor
que en la poblacion general (Cerhan & Slager, 2015; Crowther-Swanepoel & Houlston,
2009; Kerber & O’Brien, 2005; Kipps et al., 2017; Law, Berndt, et al., 2017; Speedy et
al., 2014a). en algunos casos, el riesgo puede llegar a ser 8,5 veces mayor para los
familiares de primer grado de consanguinidad (Goldin et al., 2009). Ademas, algunos
estudios han demostrado que el riesgo a padecer la enfermedad incrementa hasta 27 veces
cuando se tienen dos familiares de primer grado afectados (Goldin et al., 2004; Sud et al.,
2019). Aunque, otros estudios han intentado identificar factores genéticos comunes entre
diferentes familias, desafortunadamente, la ausencia de suficiente potencia estadistica ha
imposibilitado la localizacion de genes de riesgo (Sellick et al., 2005, 2007). Por otro
lado, los estudios de secuenciacion del exoma completo en familias han sido capaces de
identificar mutaciones en la linea germinal de los genes del complejo shelterina,
predominantemente en el gen POT1, con el alelo POTI GIn376Arg asociado a un riesgo
3,6 veces mayor en un estudio de casos y controles independiente (Speedy et al., 2016).
La variante /TGB2 E630K y una variante en el gen NFATC4 también se han encontrado
asociadas con el riesgo de LLC en numerosas familias (Goldin et al., 2016; Itchaki, 2017).
Sin embargo, la primera de estas mutaciones no se ha podido validar en un estudio de
casos y controles (Tiao et al., 2017), mientras que la segunda si se pudo asociar con un
aumento del riesgo a desarrollar la enfermedad de hasta 20 veces mayor en un estudio de
casos y controles (Itchaki, 2017). Sin embargo, ninguna de estas variantes se encuentra

con la incidencia necesaria en otros pacientes con LLC o familias completas.

Por ultimo, cabe destacar que, en estos estudios de tipo familiar, resulta notable que, a
diferencia de lo observado en la mayoria de los canceres, la incidencia de la enfermedad
es mayor en mujeres, hallazgo que contrasta con las tasas de incidencia generales de
cancer, donde tipicamente se observa una mayor prevalencia en hombres (Bray et al.,
2024; Crowther-Swanepoel & Houlston, 2009; Noone, 2018; Red Espaiiola de Registros
de Cancer (REDECAN), 2022; Siegel et al., 2023).
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1.3.2. Alteraciones cromosomicas/citogenéticas

En 1990 se describid por primera vez la presencia de mutaciones citogenéticas en
pacientes de LLC y su relacion con el pronostico de la enfermedad (Dierlamm et al., 1997;
Juliusson et al., 1990; Juliusson & Gahrton, 1990). Mas recientemente, estudios genéticos
han descrito la posibilidad de que el inicio de la leucemia pueda ser el resultado de la
pérdida o ganancia de material cromosdémico, seguido de unas mutaciones mas
especificas que serian las causantes de determinar el grado de agresividad de la leucemia
(Juliusson et al., 1990). Asi pues, la citogenética proporciona una mejor comprension de
la patogenia de la enfermedad y podria ayudar con el pronéstico de un paciente. La técnica
de analisis citogenético mas usado en el caso de la LLC es la FISH que se utiliza para
detectar secuencias de ADN especificas en los cromosomas de células en division
(metafase) y en no division (interfase) de modo que se puedan identificar las aberraciones
cromosdémicas numéricas y estructurales (pérdida y/o ganancia de material
cromosémico). La técnica FISH en interfase se ha convertido en la técnica estandar en la
LLC debido sobre todo al hecho de que la mayoria de las células de LLC se detienen en

la fase GO/G1 temprana del ciclo celular y rara vez se dividen in vitro.

Las alteraciones cromosdémicas mas comunes presentes en los pacientes de LLC son

(Alhourani et al., 2014; Dohner et al., 2000; Eid et al., 2021; Zenz, Mertens, et al., 2010):

e Delecion en el cromosoma 13

Las deleciones en el brazo largo del cromosoma 13 estdn descritas en
aproximadamente el 55% de los pacientes de LLC, siendo la mutacion citogenética
mas comun en la enfermedad. Podemos destacar la delecion del(13q14) que afecta a
una regién donde se encuentran dos genes de ARN largo no codificante (DLEU2 y
DLEUI), implicados en la linfoproliferacién clonal y que desempeiian un papel
crucial tanto en la iniciacién como en la progresion de la LLC (Wan Mohamad Zamri
et al., 2023). Ademas, en esta regién se encuentran también ciertos microARNs
(miRNA, por sus siglas en ingles), como el miRNA15A y el miRNAI6A, cuya
eliminacion por la del(13q14) es determinante, ya que desempefian un papel crucial
en el control de la produccion de proteinas esenciales para la apoptosis celular y la
progresion normal del ciclo celular (Calin et al., 2002). Asi pues, su eliminacion

provoca que las células no puedan responder a las sefales de estrés lo que impide la
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activacion de la apoptosis y favorece el desarrollo de la enfermedad (Montague &
Pathak, 2023). Ademas, produce una regulacion positiva del gen BCL2 en las células
CD5", lo que activa la via de sefializacion aberrante del protooncogén BCL2 y ayuda
al desarrollo de la enfermedad (Hockenbery et al., 1990). Por todo esto, la del(13q14)
aislada esta relacionada con un curso clinico mas benigno de la enfermedad, un
tiempo prolongado hasta el tratamiento y una mejor SG comparada con pacientes con
otras alteraciones cromosomicas (Calin et al., 2002; Khalid et al., 2021; Klein et al.,

2010).

e Delecion en el cromosoma 11

Las deleciones en el brazo largo del cromosoma 11 son la segunda alteracién
cromosdmica mas comun en los pacientes de LLC. Se encuentra en aproximadamente
el 25% de los pacientes en estadios avanzados de la enfermedad sin quimioterapia
previay en el 10% de los pacientes con enfermedad en estadio temprano (Gaidano &
Rossi, 2017; Quesada et al., 2011; Zenz, Mertens, et al., 2010). En este caso destaca
la del(11g23) que afecta a una region en la que se encuentra el gen ATM que codifica
la proteina quinasa ATM. Esta proteina se encarga de regular el mecanismo de
reparacion del dafio del ADN mediante la sefializacion proximal ATM (Eclache et al.,
2004; Seiffert et al., 2012). Sin embargo, solo en un 8-30% de los casos se ha asociado
la del(11g23) con mutaciones en el gen ATM (Ouillette et al., 2012), lo que sugiere la
implicacion de otros genes en la region como RDX, FRDXI, RAB39, CULS5, ACAT,
NPAT, KDELC2, EXPH2, MRE11, H2AX y BIRC3 (Nadeu et al., 2016). Precisamente
este ultimo, BIRC3, se encuentra en una region vecina al gen ATM (11q22) y sus
mutaciones y deleciones se han detectado en aproximadamente el 4% de los pacientes
en el momento del diagndstico y en el 24% de los pacientes con una LLC refractaria
a quimioterapia con fludarabina. Este hecho sugiere que quizés las alteraciones
genéticas en BIRC3 puedan estar relacionadas con un fenotipo especifico de LLC
refractario a quimioterapia (Diop et al., 2020; Rossi, Fangazio, Rasi, et al., 2012).
Ademas, las deleciones del cromosoma 11 se han asociado con un aumento rapido de
la progresion de la enfermedad, factores de mal pronostico y una menor SG de los
pacientes (Ddhner et al., 1997; Rawstron et al., 2008). Sin embargo, estudios mas
recientes han demostrado que el uso de quimioterapia en estos casos puede reducir

significativamente estos factores de mal prondstico (Puente et al., 2011).
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e Delecion en el cromosoma 17

Las deleciones en el brazo pequefio del cromosoma 17 son menos frecuentes, ya que
estan presentes en el 5-8% de los pacientes de LLC. Aproximadamente el 80% de las
alteraciones en este cromosoma corresponden a la delecion de la delecion del(17p13).
En esta region se encuentra el gen supresor de tumores 7P53, uno de los genes mas
importantes y mas estudiados en los ultimos por su estrecha asociacion con multiples
tipos de cancer. (Seiffert et al., 2012; Zenz, Vollmer, et al., 2010). Tradicionalmente
se ha demostrado que los pacientes que presentan la del(17p13) muestran una marcada
resistencia a los protocolos de quimioterapia genotoxica (Hallek et al., 2010). Por otro
lado, las mutaciones del gen 7P53 se encuentran entre el 4 y el 37% de los pacientes
y se asocian con un mal pronostico (Zenz, Vollmer, et al., 2010). En la mayoria de los
casos (mas del 80%) los pacientes que poseen la delecion del(17p13) también
presentan mutaciones en 7P53, mientras que en los casos que no tienen la delecion
las mutaciones de TP53 son mucho menos frecuentes, aunque tienen idénticas
consecuencias desfavorables sobre la respuesta a la quimioterapia y la supervivencia

de los pacientes (Bosch & Dalla-Favera, 2019; Seiffert et al., 2012).

e Trisomia del cromosoma 12

La trisomia del cromosoma 12 se observa aproximadamente en el 10-20% de los
pacientes, y suele presentarse asociada a otras alteraciones cromosdémicas como la
trisomia del cromosoma 18 y el 19 o deleciones recurrentes (14q, 13q, 11q, 0 17p) y
traslocaciones de /GHV (Puiggros et al., 2014). Aunque alin no esté claro su relacion
con la patogénesis de la enfermedad y que genes estdn implicados, recientemente se
ha asociado la presencia de esta trisomia con una morfologia atipica de los linfocitos
y con un pronostico intermedio (Dohner et al., 2000; Seiffert et al., 2012). Sin
embargo, en los casos en los que esta trisomia se presenta junto con mutaciones del
gen NOTCH]1 el prondstico pasa a ser desfavorable con periodos de supervivencia

mas cortos (Balatti et al., 2012).
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Tabla 8. Las alteraciones cromosomicas frecuentes mediante FISH (Wan Mohamad Zamri et al., 2023).

Alteraciones Prevalencia al Gen .
L. . . . . . Contexto Pronostico
cromosOmicas diagndstico implicado
Linfoproliferacion clonal,
N DLEU2 y rejcapitulando los
Delecion 13q14 50-60% diferentes pasos de la Bueno
DLEUI C .
iniciacion y progresion de
laLLC
Incierto (Efecto difuminado debido
Delecion bialélica a la magnitud de las deleciones o el
~30% o
en 13q silenciamiento del alelo restante a
través de otros procesos)
Asociad fologi .
Trisomia del 12 10-20% ,SO,C lacaa mo.r © ogla Intermedio
atipica de los linfocitos
Asociad LLC quimio- .
Delecién 11q22-23 5-20% ATM soclaga G0fl ~LL quimo Bajo
refractaria
1-3% en el La inacti.vaci(')n .d.e TP53
., provoca inestabilidad
diagnostico endmica y esta
Delecién 17p13 inicial; y > 20% P53 : J Bajo

relacionada con la

en enfermedad . . . .

: resistencia a la radioterapia
refractaria .. .
y/o quimioterapia

Ademas, se ha demostrado que en torno al 80% de los pacientes de LLC poseen al menos
una de estas cuatro alteraciones cromosomicas mas frecuentes, la delecion del(13q), la

del(11q), la del(17p) o la trisomia del cromosoma 12 (D6hner et al., 2000).

Otras alteraciones cromosomicas menos frecuentes que se encuentran en los pacientes,
son las deleciones en 6q (Cuneo et al., 2004), 9p21 y 10923, o la trisomia parcial o total
de los cromosomas 3, 8, 18 y/o 19 y las duplicaciones de 2p24 (Alhourani et al., 2014;
Bosch & Dalla-Favera, 2019; Doéhner et al., 2000; Rodriguez-Vicente et al., 2013).
Algunas de estas cuales no se han podido identificar mediante FISH, si no que han
requerido el andlisis mediante otras plataformas (Tabla 9) (Wan Mohamad Zamri et al.,
2023). De todas ellas, la mas destacada es la del(6q) que estd presente en
aproximadamente el 7% de los pacientes. Esta alteracion cromosdmica se ha asociado
con una alta incidencia de células B con una morfologia atipica, CD38" y una incidencia
intermedia de mutaciones somaticas de /GHV, lo que confiere un riesgo y un pronostico

intermedio (Cuneo et al., 2004).
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Tabla 9. Las alteraciones cromosémicas menos comunes en pacientes con LLC descubiertas por varias

plataformas (Wan Mohamad Zamri et al., 2023).

Prevalencia al

Alteraciones cromosomicas Plataforma usada Referencias

diagnostico

(Baliakas et al., 2014;

Traslocaciéon cromosémica 32-42% Técnica de bandeo G Mayr et al., 2006; Van
Den Neste et al., 2007)
o . . (Baliakas et al., 2014;
0,
Cariotipos complejos 16% Técnica de bandeo G Haferlach et al., 2007)
. C t al., 2004;
Delecién de 6q 3-6% Arrays genomicos (Cunco et a

Alteraciones en el cromosoma 8 (8p

Stilgenbauer et al., 1999)

pérdida o ganancia) 2-5% Arrays gendmicos (Puiggros et al., 2014)
Delecién de 22q11 15% Arrays gendmicos (Gunn et al., 2009)

. A. E. Rodri tal.,
Ganancia de 20q13.12 19% Arrays genomicos ( odriguez et a

2012)

Cariotipo complejo, presencia de 3 o mas anomalias cromosomicas.

Sin embargo, las alteraciones cromosomicas no parecen ser responsables de toda la
heterogeneidad clinica de la LLC. Como hemos visto, las mutaciones recurrentes en
ciertos genes, como el 7P53 y BIRC3, pueden ser responsables por si solos de un mal
pronostico. Por lo tanto, resulta crucial caracterizar con exactitud el perfil de anomalias
genéticas, no solo cromosdmicas, que expliquen de la heterogeneidad clinica e identificar
las bases moleculares que subyacen a esta grave enfermedad para asi poder favorecer la

llegada de nuevas estrategias terapéuticas.

1.3.3. Estudios de secuenciacion

El desarrollo de las nuevas técnicas de NGS y el andlisis del nimero de copias, han
permitido por primera vez, una imagen completa del genoma humano, gracias a su
capacidad para leer millones de fragmentos de ADN en un mismo analisis (Metzker,
2010). Estas nuevas tecnologias han posibilitado la realizacion de analisis comparativos
entre el genoma de las células tumorales y el de las células sanas, identificando nuevas
mutaciones somadticas y germinales antes desconocidas, que son cruciales para el
desarrollo del cancer. Estas nuevas tecnologias nos han proporcionado una perspectiva
detallada y completa a nivel gendmico, sobre como se desarrollan los canceres (Stratton

etal., 2009).
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Entre las principales tecnologias de NGS podemos encontrar los andlisis de genoma y
exoma completo, los andlisis de secuenciacion de ARN (RNA-seq, por sus siglas en
ingles) y ChIP-Seq y los métodos basados en bisulfito. Estas tecnologias nos permiten,
dependiendo del material biologico y el procesamiento previo de las muestras, detectar
mutaciones somaticas y germinales puntuales, pequefias inserciones/deleciones
cromosdmicas, reordenamientos cromosomicos y variaciones en los mecanismos de

splicing (Harris et al., 2010; Meyerson et al., 2010).

Cuando se han aplicado estas tecnologias en la investigacion de la LLC se han
identificado numerosos genes, algunos de ellos asociados a las alteraciones
cromosOmicas comentadas previamente. Ademas, han proporcionado una imagen
completa del panorama gendmico de la enfermedad. En particular, la secuenciacion del
exoma completo (WES) demostro la gran variabilidad genética presente en esta patologia,
y también revelo la existencia de nuevas mutaciones genéticas frecuentes, potencialmente
involucradas en determinar el origen y el desarrollo de la enfermedad (Puente et al., 2011;

Quesada et al., 2011; Rossi, Fangazio, & Gaidano, 2012; Wang et al., 2011).

La primera vez que se secuencid el genoma completo de pacientes con LLC fue en 2011,
donde se secuenciaron dos pacientes con /GHV mutado y otros dos pacientes con IGHV
no mutado (Puente et al., 2011). En este estudio se descubrieron mas de 1.000 variantes
somaticas en cada paciente, con 45 genes afectados que alteran sus proteinas codificantes.
De todos estos genes, unicamente se encontrd que cuatro de ellos (NOTCHI, MYDSS,
XPOI y KLHLG6) se expresaban y mutaban de forma recurrente en un conjunto de
validacion de 169 muestras, sugiriendo que estos genes estaban implicados en el
desarrollo de la enfermedad. Sorprendentemente, solo el gen NOTCHI habia sido
identificado previamente en LLC, (Sportoletti et al., 2010) y estudios funcionales
demostraron que la mutacion era una delecion recurrente de dos bases codificantes que
producian una forma truncada de NOTCHI que se acumulaba en las células. Estos
resultados junto con estudios posteriores, mostraron que la mutacion somadtica de
NOTCHI] se podia considerar un factor prondstico independiente para las formas mas
agresivas de LLC (Fabbri et al., 2011; Nadeu et al., 2016; Rossi, Rasi, et al., 2012;
Villamor et al., 2013). La importancia de estos hallazgos, se ve reflejada en el estudio de
este gen como un potencial objetivo terapéutico para pacientes con LLC (Rosati et al.,

2013) y para la construccion de modelos de prondstico (Cortese et al., 2014).
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En este primer analisis de secuenciacion gendmica de LLC (Puente et al., 2011) se
aprovechd ademds para identificar mutaciones puntuales somaticas recurrentes y
describir el perfil mutacional caracteristico de los casos de /GHV mutado. Los resultados
sugirieron una activacion de la polimerasa-n que es propensa a errores y podria explicar
las mutaciones recurrentes, mediante el proceso normal de hipermutaciéon somadtica. A
través de la asociacion de este perfil mutacional con sus diferentes consecuencias clinicas,
se ha logrado diferenciar a los pacientes de LLC con /GHV mutado de aquellos con IGHV

no mutado.

Ese mismo afio se llevaron a cabo dos estudios de exoma completo en dos grandes
cohortes de pacientes de LLC (Quesada et al., 2011; Wang et al., 2011). Estos estudios no
solo confirmaron la delecidn recurrente en NOTCH 1, sino también descubrieron nuevas
mutaciones somadticas que alteran proteinas y afectan de forma recurrente a varios genes
con frecuencias variables. Por ultimo, estos estudios favorecieron la descripcion completa

del perfil mutacional de pacientes con LLC /HGV mutado y no mutado (Figura 6).

Figura 6. Mutaciones recurrentes en la LLC.
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El tamafio de cada simbolo genético es proporcional al logaritmo de la frecuencia mutacional del gen
correspondiente, como se describe en Quesada et al. (2011) y Wang et al. (2011) (Quesada et al., 2011;
Wang et al., 2011). Las frecuencias se han corregido en funcion del tamafio del gen y la composicion de los
codones, como se informa en Quesada et al. Los genes en rojo estdin mutados preferentemente en casos sin
mutacion de IGHYV, los genes en azul estdin mutados en casos con mutacion de IGHV y los genes en violeta
estan mutados en ambos (Quesada et al., 2013).

Las mutaciones somaticas identificadas mas comunes son las que estan implicadas en las
siguientes vias celulares (Nadeu et al., 2016): Reparacion del dano celular y control del
ciclo celular (TP53, ATM y BIRC3) (Rossi, Fangazio, & Gaidano, 2012), procesamiento
de ARN mensajero (ARNm) (SF3B1) (Diop et al., 2020; Rossi, Fangazio, Rasi, et al.,
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2012), sefializacion de NOTCH (NOTCH) (Rossi, Fangazio, & Gaidano, 2012; Villamor
et al., 2013) y ciertas vias inflamatorias (MYDS88) (Gruber & Wu, 2014; Villamor et al.,
2013). Ademas, se ha demostrado que algunas de estas mutaciones son excluyentes entre
si, mientras que otras se segregan de forma conjunta, sugiriendo, en primer lugar, que
provienen de lineas evolutivas distintas y, en segundo lugar, que tienen efectos sinérgicos
(Baliakas et al., 2015). Como se observa en la Figura 6, entre los genes mutados mas
recurrentes encontramos a NOTCHI, MYDS8S8, TP53, ATM, SF3B1, FBXW7, POTI,
CHD2, RPS15, IKZF3, ZNF292, ZMYM3, ARIDIA y PTPNII. Sin embargo, solo unos
pocos de estos genes han demostrado tener un papel prondstico en los estudios de cohortes
mas grandes y han sido propuestos para su incorporacion en nomogramas de pronostico.

Estos genes son:

e NOTCHI

Este gen presenta mutaciones recurrentes en el 10-15% de los pacientes. El gen codifica
una proteina transmembrana de clase I que acttia como un factor de transcripcion activado
por ligandos. Esta proteina desempefia un papel clave en la regulacion de procesos
celulares fundamentales como la diferenciacion, la proliferacion celular y la apoptosis.
En general, mas del 90% de las mutaciones de NOTCH1 se encuentran localizadas en el
exon 34, causando la interrupcion del dominio PEST. Estas mutaciones se asocian
frecuentemente, como hemos visto, con la trisomia del cromosoma 12, la ausencia de
mutacion en el gen /GHV, un curso clinico agresivo, y un mayor riesgo de transformacion
en linfoma difuso de células B grandes (Cortese et al., 2014; Del Poeta et al., 2013;
Mansouri et al., 2013; Nadeu et al., 2016; Rossi, Fangazio, & Gaidano, 2012; Rossi, Rasi,
etal., 2012).

e SF3BI

Este gen presenta mutaciones recurrentes en aproximadamente el 10% de los casos, pero
su frecuencia se incrementa hasta un 20% en los casos de LLC en progresion y en recaida
(Mansouri et al., 2013; Nadeu et al., 2016; Quesada et al., 2011, 2013; Rossi, Fangazio,
& Gaidano, 2012; Wang et al., 2011). El gen SF3BI codifica una subunidad de un
complejo involucrado en el procesamiento del ARNm, especificamente en el splicing del
ARN, proceso mediante el cual se eliminan los intrones y se unen los exones en los

precursores de ARNm. Concretamente, SF3B/ es un componente del complejo U2 del
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spliceosoma, encargado de reconocer los sitios de splicing y facilitar el ensamblaje,
motivo por el cual ha sido objeto de estudio para el desarrollo de nuevos farmacos
antitumorales (Corrionero et al., 2011; Kaida et al., 2007), ya que podria participar en el
desencadenamiento de las mutaciones en los pacientes. Ademas, investigaciones
genomicas han descubierto mutaciones en este gen en otras enfermedades, como la
mielodisplasia (Papaemmanuil et al., 2011; Yoshida et al., 2011) y otras neoplasias
malignas (Makishima et al., 2012), incluyendo los tumores sélidos (Biankin et al., 2012;
Ellis et al., 2012; Harbour et al., 2013). En casi todos estos estudios, se ha identificado
que las mutaciones afectan al dominio de repeticion HEAT C-Terminal de SF3BI
agrupandose en una region espacial de su estructura, sugiriendo que provocan la
interrupcion de la union de la proteina a algun cofactor, disminuyendo la fidelidad del
splicing de los genes especificos implicados (Quesada et al., 2011). Consecuentemente,
con estos resultados y considerando la funcion esencial del proceso de splicing en la
biologia eucariota, los datos obtenidos a través de RNA-Seq muestran que las mutaciones
en este gen no conducen a cambios generalizados en los patrones de splicing de las células
tumorales (Harbour et al., 2013; Quesada et al., 2011; A. J. Ramsay et al., 2013; Visconte
etal., 2012).

Por otro lado, el gen SF3B1 también esta implicado en la represion mediada por polycomb
de los genes Hox y, por tanto, su papel en el desarrollo del tumor podria ser independiente
del splicing de ARN (Isono et al., 2005). Ademas, las mutaciones de SF3B1 se asocian
con un curso clinico desfavorable y con la refractariedad a fludarabina (Rossi et al., 2011).
En este contexto, resulta evidente que se requieren mas estudios que ayuden a determinar

el mecanismo que conecta la mutacion de SF3B/ con el desarrollo de la enfermedad.

e BIRC3

Este gen esta localizado cerca del gen ATM en la region 11q22. El gen BIRC3 esta
implicado en la inhibicidn de la apoptosis y la regulacion del factor molecular B (NFB,
por sus siglas en inglés). Las mutaciones en este gen provocan codones de terminacion
que eliminan el dominio de anillo C-Terminal. Las mutaciones y deleciones se han
identificado en un 4% de los pacientes y en un 24% de aquellos pacientes con enfermedad
refractaria a la fludarabina (Diop et al., 2020; Rossi, Fangazio, Rasi, et al., 2012). Estos
datos sugieren que las mutaciones del gen BIRC3 se asocian con un fenotipo de LLC

refractario a la quimioterapia.
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o TP53

Las mutaciones en 7P53 se asocian con la delecion del(17p) ya que estan presentes en el
80-90% de los casos confirmados con dicha delecion (Seiffert et al., 2012; Zenz, Vollmer,
et al., 2010). Ademas, estas mutaciones se asocian mas frecuentemente, con pacientes de
LLC que tienen el /GHV no mutado y en pacientes que han recibido quimioterapia. Por
todo ello, las mutaciones en el gen 7P53 se han asociado con una mayor progresion de la
enfermedad, un mal pronostico y la quimiorrefractariedad (Gonzalez et al., 2011;
Pospisilova et al., 2012; Rossi, Fangazio, Rasi, et al., 2012; Zenz, Eichhorst, et al., 2010;
Zenz, Vollmer, et al., 2010). Estudios més recientes han demostrado que los subclones
con diminutas mutaciones en 7TP53 (solo detectables mediante secuenciacion ultra
profunda de NGS), son importantes desencadenantes de la evolucion de la LLC,
asociandose a una evolucion clinica mas agresiva, pero ademds, son mucho mas
frecuentes en el momento de la recaida, por lo que se usan como predictores de la

quimiorrefractariedad (Rossi et al., 2014).

Generalmente, las mutaciones en este gen provocan la inactivacion funcional completa
via p53, que resulta esencial para responder al dafio del ADN e inducir la apoptosis
celular. Otro mecanismo afectado por las mutaciones de 7P53 es la sobreexpresion de
MDM2, ubiquitina ligasa especifica de p53, que media en la degradacion de p53. Se ha
demostrado que estd sobreexpresada en el 50-70% de los pacientes con la enfermedad
(Konikovd & Kusenda, 2003; Watanabe et al., 1996). Esta sobreexpresion de MDM?2
implica la represion de un gran nimero de genes y miRNAs dependientes de p53, como
el miRNA34a, un efector descendente de p53, que se encuentra en niveles muy bajos en
los pacientes de LLC. Este miRNA estd implicado en la regulacion de la senescencia, la
apoptosis y la detencion del ciclo celular, por lo que se podria correlacionar su baja

expresion con un curso mas agresivo de la enfermedad (Asslaber et al., 2010).
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Tabla 10. Mutaciones recurrentes que influyen en el prondstico de la LLC.

Gen ., ., o
Region Implicacion Prondstico
mutado
P53 17p13.1 La in.activaci(')n de T P.53 pr(l)voca ines.tabilidéd gen(')n.lic.a y esté Bajo
relacionada con la resistencia a la radioterapia y/o quimioterapia
NOTCHI 0343 Actlia como protooncogén que regulacion de procesos celulares Bajo

fundamentales y aumenta el riesgo a desarrollar el RT
La mutacion de BIRC3 conduce a la activacion independiente del
BIRC3 11q22.2 ligando de la via constitutiva NFkB, lo que induce la proliferacion Bajo
y supervivencia celular
La mutacion de SF3B1 provoca un empalme defectuoso del
SF3B1 2q33.1 ARNm y una desregulacion del ciclo celular, lo que conduce a una Bajo
rapida progresion de la enfermedad

Los sucesivos estudios genoémicos han revelado también una amplia heterogeneidad
intraclonal entre las diferentes subpoblaciones de LLC a lo largo de la evolucion de la
enfermedad (Knight et al., 2012; Landau et al., 2013; Landau & Wu, 2013; Schuh et al.,
2012). Segln estos estudios, el nimero de alteraciones gendmicas tiende a aumentar
conforme la enfermedad evoluciona y se ve muy influenciado por los tratamientos que
condicionan la evolucion clonal de los subclones afectados. Estos subclones mutados son
muy importantes ya que se vuelven prevalentes en las poblaciones leucémicas justo en el

momento de la recaida, condicionando la enfermedad hacia un curso mas agresivo

(Gruber & Wu, 2014; Rossi et al., 2014).

Por otro lado, estudios mas recientes del genoma de pacientes de LLC, centrado en el
analisis de microarrays de copy number variations (CNVs, por sus siglas en inglés), han
identificado 74 regiones del genoma afectadas. Entre ellas podemos encontrar 14 regiones
bien conocidas y descritas previamente como, por ejemplo, las del(13ql4.2),
del(11g22.3), y del(17p13.1). De las 60 regiones identificadas, 27 correspondieron a
regiones completamente nuevas, que no habian sido previamente asociadas con la
patologia, mientras que las 33 regiones restantes se correspondieron con alteraciones del
numero de copias que deben ser investigadas con mayor profundidad ya que es necesario
determinar su posible superposicion. Este estudio también permitio la identificacion de la
region del 7P53 y la del(17p13.1), que es posiblemente la region mas relevante debido a
su conocida asociacion con un prondstico desfavorable. Ademas, se identificaron genes
diana en siete de las regiones nuevas, entre las que destacaron PCM]I/del(8p),

IRF2BP2/del(1q42.2-q42.3) y SMCHD1/del(18p11.32-p11.31) (Robbe et al., 2022).
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Finalmente, los analisis de secuenciacion de RNA-seq han demostrado que las
alteraciones en microARNs no codificantes son también importantes para el desarrollo de
la patologia. A parte de los ya comentados (miRNAI5A y miRNA16A) (Calin et al.,
2002), estos estudios han descrito otras alteraciones especificas de estos microARN
asociados con la LLC. Entre ellos podemos destacar miRNA 29a/b, miRNA 29c, miRNA
34b, miRNA 181b, miRNA 3676 o miRNA 155. Generalmente, las alteraciones en
microARNs provocan su desregulacion a la baja provocando inhibicion de las vias
implicadas que, en la mayoria de los casos, afectan a la apoptosis, favoreciendo asi una
proliferacion descontrolada de las células leucémicas afectadas (Balatti et al., 2015; Cui

et al., 2014; Davari et al., 2021; Golovina et al., 2024; P. Liu et al., 2024).

1.3.4. Estudios de epigenoma

Como hemos descrito anteriormente, la LLC ha sido tradicionalmente estudiada a través
del anélisis gendmico, pero en los tltimos afios, los estudios del epigenoma han emergido
como una herramienta crucial para comprender mejor su patogénesis, su evolucion vy,
sobre todo, la diversidad de la enfermedad. Estos estudios se basan en el analisis de las
modificaciones reversibles del genoma, como la metilacion del ADN, las modificaciones
de histonas, la remodelacion de la cromatina y la regulacion mediada por ARNs no

codificantes (ncRNA, por sus siglas en inglés).

En el ano 2012 se realizé uno de los primeros estudios del epigenoma de la LLC, donde
combinaron la secuenciacion de bisulfito del genoma completo y microarrays de alta
densidad para caracterizar los metilomas de 139 pacientes y varias subpoblaciones
especificas de células B. Los resultados de este estudio demostraron la aparicion de
modificaciones epigenéticas generalizadas en todos los pacientes y durante la evolucion
de la enfermedad. El principal resultado de este estudio fue la identificacion de la
hipometilacion en determinados genes como una firma epigenética clave en la LLC. Esto
ha ayudado a redefinir la clasificacion de los pacientes en tres grupos clinicos: aquellos
con /GHV mutado, /GHV no mutado y un tercer grupo intermedio con caracteristicas
fenotipicas mixtas. Ademads, la comparacion de los patrones de metilacion entre
poblaciones de células B, mostré que las células B malignas con /GHYV no mutado parecen
derivar de células B del centro pregerminal, mientras que las células con /GHV mutado

parecen tener su origen en células B del centro germinal. Finalmente, el analisis de la
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interaccion entre las alteraciones genomicas y epigenéticas de las muestras de LLC,
mostré que las muestras con mutaciones en NOTCHI y SF3BI muestran un patrén de
metilacion de ADN distinto, lo que sugiere una interaccion entre los eventos genémicos
mas frecuentes y la reprogramacion epigenética asociada con esta neoplasia (Kulis et al.,

2012).

Los resultados obtenidos subrayan claramente el potencial de la epigenética en la LLC,
ofreciendo nuevas perspectivas sobre la progresion de la enfermedad y abriendo la
posibilidad a estrategias terapéuticas mas personalizadas. En linea con estos hallazgos,
los nuevos estudios se han centrado en analizar estas modificaciones epigenéticas,
especialmente aquellas que modifican las histonas, es decir, que influyen sobre elementos
promotores, potenciadores activos y regiones del genoma transcripcionalmente activas,
asi como, la metilacion del ADN y los ARN no codificantes. El objetivo es entender mejor
su impacto en la biologia tumoral, explorar su potencial como dianas terapéuticas y como

moduladores de procesos esenciales como la expresion génica y la estabilidad gendémica.

e Metilacion del ADN

La metilacién del ADN es un proceso epigenético que regula la expresion génica al
impedir la union entre los factores de transcripcion y los promotores. Particularmente,
en la LLC, los estudios de metilacion del genoma completo han permitido identificar
tres subgrupos distintos de LLC, lo que ha redefinido los subgrupos previamente
encontrados en estudios anteriores (Kulis et al., 2012). Estos grupos son: LLC de tipo
célula B naive, LLC intermedia y LLC de tipo célula B de memoria. Estos grupos
muestran diferencias en los niveles de mutacion de /GHV y en las caracteristicas
clinicas (como el tiempo hasta el primer tratamiento o la supervivencia) (Queirds et
al., 2015). Otros estudios mostraron que los casos de LLC con /GHV mutado y no
mutado son diferentes a nivel epigenético, ya que se identificaron diferentes firmas
de metilacion en miles de sitios CpG (Kulis et al., 2012). La importancia clinica de
estos subgrupos epigenéticos también se ha validado cuando se analizan los datos
clinicos, ya que la LLC con /GHV mutado muestra una respuesta favorable al régimen

de fludarabina-ciclofosfamida-rituximab (Wojdacz et al., 2019).

Ademas, se ha demostrado que las alteraciones epigenéticas, aunque estan asociadas
con la LLC, emergen antes del inicio de la enfermedad y persisten a lo largo de sus

distintas etapas de la misma (Wojdacz et al., 2019). También se observo que los
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cambios de metilacién del ADN en las células de LLC son limitados (Wojdacz et al.,
2019). No obstante, en pacientes especificos se observa una evolucion epigenética
significativamente diferente como, por ejemplo, en aquellos que han recaido
(Kretzmer et al., 2021). Las células de LLC se caracterizan en estos estudios por una
gran hipometilacion en comparacion con las células B de memoria (Kulis et al., 2012;
Tsagiopoulou et al., 2019). Estas alteraciones de hipometilacion se agrupan
principalmente en los genes y las regiones de heterocromatina, mientras que en las
células sanas la hipometilacion se produce principalmente en los promotores y las
regiones relacionadas con Polycomb (Tsagiopoulou et al., 2019). Estas alteraciones
pueden preceder al tratamiento o surgir tras una recaida, afectando a regiones
enriquecidas con sitios de unidon de factores de transcripcion como GATA, STAT,

HOX y FOX (Tsagiopoulou et al., 2019).

e Modificaciones de histonas

Al igual que la metilacion del ADN, la modificacion de histonas es un proceso
epigenético que regula la expresion génica mediante el empaquetamiento del ADN,
tanto cuando se encuentra transcripcionalmente activo (eucromatina) o inactivo
(heterocromatina). Las modificaciones de histonas, como la metilacion o acetilacion
de las colas de histonas, que afectan el acceso de los factores de transcripcion al ADN,
son reversibles y afectan la accesibilidad de los factores de transcripcion al ADN
(Bannister & Kouzarides, 2011). Los estudios han demostrado que los cambios en los
patrones de las modificaciones de histonas se han asociado a numerosas neoplasias,
entre las que se incluyen la LLC (Ernst et al., 2010; Pastore et al., 2019; Van Haaften
et al., 2009; Yao et al., 2024). Un estudio reciente que investigaba la acetilacion de
H3K27 (H3K27ac) demostrd que 297 superpotenciadores (super-enhancers) estaban
regulados de forma diferencial en la LLC en comparacion con las células B normales
(Pastore et al., 2019). Este tipo de acetilacion se incrementa en genes clave para la
proliferacion y diferenciacion linfocitaria, como BCL2, LEFI y CTLA4
(Kosmaczewska et al., 2005; Robertson et al., 1996a; Wang et al., 2014). Pero esta no
es la inica modificacion de histonas que se ha asociado a la LLC. La trimetilacion de
la H3K27 (H3K27me3) y la H3K4 (H3K4me3) también se han asociado con la
patologia. Mientras que un nivel alto de H3K4me3 y unos niveles bajos de H3K4me3

y H3K27ac se han asociado con un silenciamiento genético uniforme en las células B
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no afectadas (Pastore et al., 2019). Se requieren numerosas proteinas para conseguir
la transferencia de los grupos metilo o acilo a las colas de las histonas y producir su
modificacion. Algunas de estas proteinas se han asociado de manera significativa con
neoplasias entre las que se incluye la LLC. Podemos destacar EZH2 que es una
subunidad del complejo represor Polycomb 2, un complejo con actividad de
metiltransferasa de histonas, principalmente responsable de H3K27me3 (Yoo &
Hennighausen, 2012). Esta subunidad se demostrd que estaba sobreexpresada en
pacientes de LLC con /GHV no mutado, lo que se asoci6 a niveles altos de
H3K27me3. Este aumento en la expresion de EZH2 también se asocid con una mayor
viabilidad celular de LLC, mientras que, por el contrario, una expresion baja de EZH2
resulté en un aumento de la apoptosis. Asi pues, inhibidores de EZH2 han demostrado
reducir los niveles de H3K27me3 e inducir apoptosis, lo que ha convertido a EZH2
en un potencial objetivo terapéutico para los subtipos méas agresivos de la enfermedad
(Papakonstantinou et al., 2016). Por tltimo, también se han encontrado otros genes
relacionados con la remodelacion de la cromatina implicados en la LLC, como
ARIDIA, CHD2 y SETDZ2. No obstante, se han descrito en tan solo aproximadamente
el 2%, el 5%y el 4% de los casos de LLC, respectivamente (Parker et al., 2016; Puente
et al., 2015; D. Rodriguez et al., 2015).

¢ ARN no codificante

Los ncRNA tienen un papel importante en la regulacion de procesos biologicos, como
la sefializacion, desarrollo y la diferenciacion celular. De ellos, algunos pueden tener
funciones en la traduccion, como es el ARN transferente (RNAt, por sus siglas en
inglés), pero otros son parte de los mecanismos de regulacion epigenética. Entre estos
ultimos podemos clasificar los ARNs en cortos (sncRNAs, por sus siglas en inglés) y
largos (IncRNAs, por sus siglas en inglés), en funcion de si sus transcritos son o no
mayores de 200 nucleo6tidos. Los miRNAs son un tipo especifico de sncRNA, cuya
funcion principal es la de silenciar la expresion génica a nivel postranscripcional
(Zhang et al., 2019). Como hemos comentado anteriormente, entre ellos podemos
destacar, en primer lugar, el miRNA-155, ya comentado previamente, que desempefia
un papel en la regulacion de la expresion génica en las células B (Vigorito et al., 2007)
y que esta sobreexpresado en LLC (Elton et al., 2013) y, en segundo lugar, miRNA-

15a y miRNA-16-1, que se encuentran en una region frecuentemente eliminada
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(13q14), y se encargan de regular negativamente a BCL2 (Pekarsky et al., 2018). Por
ultimo, es necesario mencionar el miRNA-34 que presenta unos niveles muy bajos de
expresion en LLC (Ferracin et al., 2010) y que también influye en la expresion de
BCL2 (X. Lin et al., 2014) y, por tanto, en regulacion de la apoptosis celular
(Shanesazzade et al., 2018).

Por otro lado, los IncRNAs estan implicados en la regulacion transcripcional y
postranscripcional, por lo que se han propuesto como una herramienta de diagnostico
para ciertos tipos de cancer (Y. Qian et al., 2020). Se ha demostrado que algunos de
estos IncRNAs pueden actuar como supresores de tumores (Marin-Béjar et al., 2017).
En pacientes de LLC se ha demostrado que cuando P53 es funcional es capaz de
inducir a los IncRNAs NEAT1 y lincRNA-p21 que correlacionan con los niveles de
la apoptosis inducida por el dano al ADN (Blume et al., 2015). Ademas, la delecion
de 13q14 en la LLC resulta en la pérdida de DLEUI y DLEU2, dos IncRNAs
asociados con la regulacion de la supresion tumoral a través de interacciones con NF-

kB (Dal Bo et al., 2011; Garding et al., 2013).

Considerando los estudios mencionados, resulta evidente que los estudios epigendmicos
han mejorado nuestra comprension de los mecanismos subyacentes al desarrollo y
progresion de la LLC. Como hemos visto, se han identificado tres mecanismos principales
en la regulacion de la expresion génica y la evolucion tumoral. Estos avances no solo han
ampliado el conocimiento de la biologia de la LLC, sino que ademas han generado nuevas
oportunidades para desarrollar terapias especificas dirigidas en base a las alteraciones

epigenéticas, lo que puede mejorar los resultados clinicos de la patologia.

1.3.5. Estudios de asociacién del genoma completo

Como hemos mencionado con anterioridad, la LLC se caracteriza por una notable
heterogeneidad genética, lo que complica tanto su diagnostico como su tratamiento. Esta
heterogeneidad es reflejo de la existencia de un amplio abanico de mutaciones somaticas,
alteraciones epigenéticas y patrones de expresion génica, que sugieren que la LLC es un
espectro de subtipos moleculares. En este contexto, los estudios de asociacion de genoma
completo (GWAS, por sus siglas en inglés) han emergido como una herramienta esencial

para identificar variaciones genéticas germinales asociadas tanto con la susceptibilidad a
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desarrollar la enfermedad como con la respuesta terapéutica y la progresion. Estos
estudios han permitido desentrafiar la complejidad genética de la LLC, revelando nuevos
genes de riesgo y aportando informacion valiosa sobre los mecanismos bioldgicos
subyacentes. Al abordar la heterogeneidad genética, los GWAS no solo contribuyen a una
mejor comprension de la patogénesis de la LLC, sino que también abren la puerta a

enfoques mas personalizados en su tratamiento y manejo clinico.

Este tipo de estudios tratan de identificar qué genes y mutaciones estan implicados en el
desarrollo de una determinada enfermedad, a través de la caracterizacion masiva de
marcadores genéticos y el andlisis de asociacion en grandes cohortes de casos y controles
sanos, representando la poblacion general. Al contrario que en los estudios de genes
candidato, los GWASs no se basan en una hipdtesis previa, si no que se limitan a analizar
masivamente las variaciones germinales presentes en todo el genoma. Aunque los
GWASSs han aportado una informaciéon muy valiosa, también han demostrado claramente
que las variantes genéticas identificadas no son siempre variantes causales directas, lo
que dificulta notablemente el poder conocer los mecanismos bioldgicos en los que estdn
implicadas las variantes identificadas (Bush & Moore, 2012; McCarthy et al., 2008;
Visscher et al., 2012).

El primer GWAS realizado con éxito se publicé en 2005 (Haines et al., 2005). Desde
entonces, esta herramienta se ha utilizado para identificar variantes genéticas asociadas
con multiples enfermedades incluyendo tumores solidos, enfermedades autoinmunes y
hematoldgicas, entre otras muchas (Berndt et al., 2013a; Gentiluomo et al., 2022; D. H.
Kim et al., 2011; Phipps et al., 2016). Ademas de utilizarse para la identificacion de genes
de susceptibilidad, los GWASs han sido utilizados para el estudio de marcadores
asociados con la supervivencia de los pacientes, la respuesta a farmacos o la presencia de
ciertas caracteristicas clinicas, debiéndose analizar en estos ultimos casos cohortes
especificas de pacientes. El verdadero potencial de los GWASs radica en su capacidad
para caracterizar el riesgo genético individual, lo que abre la puerta a la llegada en el
futuro de posibles tratamientos mas personalizados y adaptados al perfil genético de cada

paciente.

La metodologia de estos estudios se basa en el reclutamiento de una cohorte de casos y
controles y el genotipado con arrays de polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs, por

sus siglas en inglés) distribuidos a lo largo de todo el genoma (entre 500.000 y 1 millén

50



Tesis doctoral Antonio José Cabrera Serrano

de marcadores). Una vez genotipados los marcadores genéticos incluidos en los arrays,
se puede realizar un analisis de imputacion basado en los valores conocidos de
desequilibrio de ligamiento (LD, por sus siglas en inglés) de los SNPs y que permiten
extraer informacion de las variantes genéticas distribuidas por todo el genoma. El LD
considera la asociacion no aleatoria de unos determinados alelos en dos o0 mas loci y puede
verse influenciado por la tasa de recombinacion, la tasa de mutacion, la deriva genética
y/o la seleccidon, de manera que cada sefal de asociacion identificada en un GWAS puede
afectar a cientos de SNPs distribuidos en uno o mas genes (Slatkin, 2008). Una vez
realizada la imputacion, se procede a realizar el analisis de asociacion donde se comparan
las frecuencias alélicas de los SNPs del genoma entre casos y controles. Este analisis
permite identificar aquellos marcadores genéticos enriquecidos en casos frente a
controles. Debido a la gran cantidad de marcadores genéticos analizados (~7.000.000), se
ha establecido un umbral estandar de significacion tipico para GWAS de p = 5x10®, que

se ha definido tras considerar el nimero asociaciones realizadas.

Por ultimo, debemos comentar que este tipo de estudios tiene ciertas limitaciones, aunque
la mayoria pueden corregirse mediante un correcto disefio en el reclutamiento de la
poblacion de estudio, la inclusion de controles de calidad y la realizacion de los ajustes
estadisticos pertinentes (Pavan et al., 2020; Turner et al., 2011). Las principales
limitaciones de los GWASs son: el tamafio muestral, el poder estadistico, los falsos
positivos, la estratificacion poblacional y la identificacion de la variante causal (Visscher
et al., 2017). De todas ellas, la mas limitante suele ser el tamafio de la poblacion ya que,
si no tenemos un nimero minimo de individuos, no podriamos establecer las asociaciones
estadisticas necesarias entre las variantes genéticas y la enfermedad y, si lo hiciéramos,
los resultados podrian no ser fiables (falsos positivos) y extrapolables a la enfermedad en
términos generales. Es por ello que muchas de las variantes genéticas identificadas hasta
la fecha en estudios de GWAS no se han podido replicar o validar en estudios posteriores.
Por tanto, la validacion de las asociaciones identificadas en estudios de GWAS en grandes
cohortes independientes, resulta ser un paso fundamental para poder extraer conclusiones

solidas de este tipo de estudios.

El papel de estas mutaciones germinales en el riesgo de la LLC ha sido ampliamente
estudiado mediante estudios de GWAS, con un total de doce investigaciones directas
(Backman et al., 2021; Berndt et al., 2013a, 2016, 2022; Brandes et al., 2021; Di Bernardo
et al., 2008; Jiang et al., 2021; Law, Berndt, et al., 2017; Law, Sud, et al., 2017; Slager et
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al., 2011, 2012; Speedy et al., 2013). Adicionalmente, un estudio ha identificado
asociaciones mediante superposicion genética entre la LLC y enfermedades autoinmunes
(Din et al., 2019) y, mas recientemente, se han descubierto marcadores genéticos
asociados con el tiempo hasta el primer tratamiento en pacientes con LLC (W. Y. Lin et
al., 2021). En definitiva, este tipo de estudios ha sido capaz de identificar un total de 102
SNPs asociados con la LLC en distintas poblaciones, de los cuales solo 50 son
asociaciones consideradas completamente independientes. Aunque el riesgo de LLC
conferido por cada uno de estos /oci individuales es modesto, su alta frecuencia en la
poblacion general hace que su contribucion a la enfermedad sea significativa, con un
riesgo general aumentado basado en el numero de variantes afectadas en cada paciente
(Kleinstern & Slager, 2023; Sud et al., 2017). La mayoria de los SNPs identificados son
intrénicos y, a menudo, se ubican cerca de genes relevantes en la LLC que afectan, por
ejemplo, a mecanismos tan importantes como la apoptosis, la funcion de los telomeros,
la diferenciacion celular y la sefializacion de las células B, entre otros procesos
(Kleinstern & Slager, 2023; Yan et al., 2020). Ademas, se ha observado que algunas de
las variantes genéticas identificadas se encuentran enriquecidas en regiones de cromatina
activa (Ott et al., 2018; Speedy et al., 2019), lo que sugiere una funcion reguladora de los
genes. Un ejemplo representativo es la identificacion de un SNP que afecta a la region no
traducida 3’ UTR del factor regulador del interferon 4 (IRF4, por sus siglas en inglés).
Este gen esta profundamente involucrado en distintas etapas de la diferenciacion y
desarrollo de las células B (N. S. De Silva et al., 2012; Shaffer et al., 2009) y su regulacion
negativa se ha asociado con el desarrollo de LLC (Di Bernardo et al., 2008). Posteriores
estudios, utilizando modelos murinos knock-out para IRF4, demostraron la correlacion
funcional entre los bajos niveles de /RF'4 y el desarrollo de la LLC (Shukla et al., 2013;
Simonetti et al., 2013). Ademas, también se demostré que dos mutaciones sin sentido
recurrentes, /RF4-S114R e IRF4-L116R, tienen una importancia funcional clara, en el

dominio de unién al ADN de la proteina (Puente et al., 2015).

En conclusion, los estudios de GWAS desarrollados en las ultimas décadas nos han
permitido analizar de forma masiva los SNPs a lo largo de todo el genoma e identificar
los principales genes de susceptibilidad a la enfermedad. Ademas, también se han podido
identificar los marcadores genéticos que modulan la respuesta terapéutica, la progresion

de la enfermedad y la supervivencia de los pacientes.
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Al integrar el conocimiento generado por todos los diferentes estudios genomicos y
epigendmicos recientes, se ha proporcionado una visidon integral completa de las
alteraciones que pueden impulsar el desarrollo y la progresion de la LLC. Se han
descubierto una gran cantidad de nuevos genes mutados agrupados en vias funcionales y
se han identificado diferentes subtipos genéticos y epigenéticos de la LLC que pueden
superponerse parcialmente con los subtipos definidos clinicamente (Hallek et al., 2018;
Hallek & Al-Sawaf, 2021). Uno de los principales desafios que ha surgido de los estudios
recientes es el descubrimiento de la tremenda heterogeneidad molecular de la
enfermedad, que en parte subyace a la diversidad clinica observada en los pacientes. La
mayoria de los estudios se han realizado en el momento del diagnodstico o en pacientes
pretratados y no se entiende bien como la enfermedad modula el genoma y el epigenoma
alo largo de la evolucion de la enfermedad. Ademads, aun se desconocen las implicaciones
clinicas y funcionales de una gran cantidad de nuevos genes mutados y regiones
reguladoras moduladas. Toda esta informacion es esencial para comprender las
interacciones entre las modificaciones gendémicas y epigendmicas y la comunicacion
cruzada entre las células tumorales y el microambiente que influyen en la evolucion de la
enfermedad. Para trasladar estas nuevas perspectivas a la practica clinica sera necesario
un esfuerzo integrado para comprender mejor estos mecanismos basicos en el contexto

de la compleja evolucion de la enfermedad.

1.4. Vias implicadas en la patogénesis de la LLC. Autofagia

En los ultimos afios, todos estos avances en el conocimiento de la compresion biologica
de la LLC han demostrado que es una enfermedad heterogénea y multifactorial que no se
puede atribuir a una uUnica alteracion genética ni a un conjunto de factores clinicos
especificos. Esto la convierte en un rompecabezas bioldgico complejo que alin esta lejos
de ser completamente descifrado. Para desentranar los mecanismos que subyacen a la
enfermedad, resulta esencial profundizar en las vias celulares de sefializacion implicadas

en su desarrollo y progresion.

Entre las principales vias afectadas en la LLC se encuentran la estabilidad gendmica y la
respuesta al dafio del ADN, la sefalizacion de NOTCH1, la maquinaria de splicing, el

metabolismo del ARN, la sefializacién NF«B vy la sefializacion del receptor de células B
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y los Toll-like receptors (TLRs). Estas vias no solo juegan un papel en la supervivencia y
proliferacion de las células tumorales, sino también en la resistencia a los tratamientos, lo

que subraya su importancia clinica.

Un aspecto clave en la progresion de la LLC es la alteracion en los mecanismos de muerte
celular, en particular en la apoptosis, que es fundamental para el mantenimiento de la
homeostasis celular (Huang et al., 2015). La disfuncion en este proceso permite la
acumulacion y proliferacion de células malignas. Ademas, otras formas de muerte celular,

como la autofagia y la necroptosis, también han cobrado relevancia en los ultimos afos.

En este contexto, la autofagia, un proceso celular de reciclaje y degradacion de
componentes intracelulares, ha emergido como un mecanismo de interés en la LLC y el
resto de neoplasias hematoldgicas (Garcia Ruiz et al., 2022). A continuacion,
profundizaremos en la importancia de la autofagia y su papel en la biologia de esta

enfermedad.

1.4.1. Autofagia

Entre los diversos procesos bioldgicos, la autofagia ha atraido cada vez més atencion en
los ultimos afios, ya que es un proceso catabdlico que se encarga de mantener la
homeostasis celular (Chun & Kim, 2018). Se trata de un proceso adaptativo de
supervivencia celular, por el cual la célula, en condiciones de estrés, como la privacion
de nutrientes o factores de crecimiento, condiciones hipdxicas, presencia de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), agregados proteicos, dafios en el
ADN o en los organulos e incluso el contacto con patéogenos intracelulares (Kroemer et
al., 2010), activa una via degradativa esencial en la que los lisosomas juegan un papel

clave para mantener la homeostasis celular (Glick et al., 2010; Yu et al., 2018).

El proceso de autofagia puede dividirse en dos principales mecanismos: la microautofagia
y la macroautofagia. La microautofagia es un proceso no selectivo en el que las sustancias
o moléculas a degradar son engullidas mediante la invaginacion directa de la membrana,
ya sea del lisosoma o de la vacuola. Por otro lado, la macroautofagia, cominmente
conocida simplemente como autofagia, implica el reciclaje de orgdnulos danados o

disfuncionales mediante el autofagosoma, que posteriormente se fusiona con el lisosoma
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para la degradacion del material contenido (Chun & Kim, 2018; Galluzzi et al., 2017;
Glick et al., 2010).

Ademas, la autofagia también puede clasificarse en selectiva y no selectiva. La autofagia
no selectiva ocurre de manera inespecifica, sin un reconocimiento previo del material a
degradar y suele estar implicada en el mantenimiento de las funciones celulares basicas.
Por el contrario, la autofagia selectiva implica el reconocimiento especifico del material
a degradar, generalmente mediado por chaperonas, dirigiendo de forma precisa estos
componentes al lisosoma. Los materiales degradados en la autofagia selectiva suelen ser
productos nocivos para la célula, como proteinas dafiadas, agregados tdxicos, toxinas o

bacterias invasoras (Chun & Kim, 2018; Galluzzi et al., 2017; Kroemer et al., 2010).

En resumen, la autofagia es un proceso esencial para el mantenimiento de la homeostasis
celular, ya que permite la degradacion y reciclaje de componentes celulares tanto en
condiciones fisiolégicas como patologicas. Dependiendo de las condiciones
desencadenantes y de las necesidades celulares, puede ocurrir un tipo u otro de autofagia.
Esto refleja la complejidad y especificidad con las que este mecanismo puede adaptarse
a diferentes necesidades celulares. Ademas de su papel en la eliminacion de componentes
dafiados, la autofagia también puede desempenar funciones clave en otros procesos como
la regulacion del metabolismo, la respuesta al estrés y la defensa celular, lo que destaca
su importancia en la modulacion de la supervivencia y la salud celular (Glick et al., 2010).
En el contexto de las células madre pluripotentes, la autofagia ademas adquiere una
relevancia mayor, ya que su homeostasis es esencial para mantener propiedades clave
como la autorrenovacion y la capacidad de diferenciarse en diversos linajes celulares

(Chang, 2020; Guan et al., 2013).

1.4.2. Mecanismo de la autofagia

La autofagia actia en coordinacion con otros procesos clave en el control celular, como
son la apoptosis o la maquinaria del proteasoma (Yu et al., 2018). La autofagia es un
proceso altamente regulado que se produce en la célula en una serie de pasos, todos ellos
mediados por un gran nimero de genes y proteinas, donde los mas conocidos son los
genes ATG, pero también el complejo mTORC1 y PI3K entre otros (Levine & Kroemer,
2019; V. R. Silva et al., 2020; Urbanska & Orzechowski, 2021). Estos pasos son: la
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iniciacion, la nucleacion y la elongacion, la fusion de lisosomas y la degradacion del

autofagosoma.

e Iniciacion

El proceso de autofagia se inicia con la formacion del autofagosoma, un paso clave que
requiere la generacion de una membrana de aislamiento especifica. Este proceso
comienza con la formacion de una estructura conocida como "el omegasoma", que se
forma a partir de la membrana del reticulo endoplasmatico (RE). Posteriormente, se
desarrolla el "fagoforo", una estructura en forma de copa compuesta por una membrana
simple. Aunque el RE es la principal fuente de esta membrana, pueden contribuir otros
organulos y estructuras celulares, como el aparato de Golgi, los endosomas, las
mitocondrias y la membrana plasmatica. Este ensamblaje de membranas es fundamental
para la formacion y elongacién del autofagosoma, que culmina en la captura y

degradacion de los componentes intracelulares destinados a ser reciclados.

En este paso una de las vias mds importantes en la regulacion involucra al complejo
mTOR, una serina/treonina quinasa que forma dos complejos funcionalmente distintos:
mTORCI, dependiente de rapamicina y regulador del tamafio celular, y mTORC?2,
independiente de rapamicina, que modula la organizacion del citoesqueleto de actina y,
por tanto, la forma celular (Costas & Rubio, 2017). mTORCI1 juega un papel fundamental
en la respuesta a la privacion de nutrientes, particularmente en la ausencia de aminoacidos
y factores de crecimiento. En condiciones de abundancia de nutrientes, mMTORCI1 se
localiza en el lisosoma, activado por su subunidad Rheb, lo que inhibe la autofagia. Sin
embargo, la rapamicina, un inhibidor especifico de mTORCI, actia como un potente
inductor de la autofagia, incluso bajo condiciones de abundancia de nutrientes
(Mizushima, 2007; Ravanan et al., 2017). mTORCI1 interactia con el complejo ULKI,
compuesto por las subunidades ULK1, ATG13, ATG101 y FIP200, todas ellas cruciales
para el inicio de la autofagia. En condiciones normales, mTORCI1 fosforila ULK1 y
ATG13, inactivando el complejo y, por lo tanto, inhibiendo el proceso autofagico. Sin
embargo, en situaciones de privacion de nutrientes, mMTORCI es inhibido y se disocia del
complejo ULKI, lo que conduce a la activacion de ULKI. Esta disociacion se ve
facilitada por la accion de la quinasa AMPK, que inhibe a mTORCI mediante la
fosforilacion de las subunidades Rheb y RAPTOR. A continuacion, AMPK fosforila y
activa ULKI, que, a su vez, fosforila ATG13 y FIP200, activdndolos también. La
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activacion completa del complejo ULK1 desencadena la formacion del fagoforo, dando
inicio al aislamiento de la membrana y la progresion del proceso autofiagico. Ademas,
ULKI1 fosforila Beclin-1 dentro del complejo PI3K, lo que facilita el inicio de la via
autofagica (Z. Dong et al., 2016; Hansen et al., 2018; Noda, 2017; Ravanan et al., 2017).

e Nucleacion y elongacion

La nucleacion del autofagosoma se desencadena por la formacion de un complejo de clase
III PI3K, compuesto por VPS34, Beclin-1 (ATG6), ATG14L y pl150 (VPS15). La
formacion de este complejo estd regulada principalmente por Beclin-1, localizada en la
membrana del reticulo endopldsmico, que puede unirse a UVRAG o a diferentes
miembros de la familia de BCL2 y BCLXL, activando o inhibiendo la autofagia,
respectivamente. La actividad del complejo PI3K es modulada por ULK1, que fosforila
tanto a Beclin-1 como a AMBRA, una proteina que se une a Beclin-1 durante el proceso.
ULKI, al ser activado, fosforila y activa el complejo PI3K, promoviendo asi su
reclutamiento hacia el RE, donde se inicia la formacion de los omegasomas, que a su vez
dan lugar al fagéforo en formacion (Devereaux et al., 2013; Z. Dong et al., 2016; Miiller

& Proikas-Cezanne, 2015).

En el RE, el complejo PI3K activado se encarga de producir PIP3 (fosfatidilinositol-3-
fosfato) en la membrana de los omegasomas, lo que recluta proteinas de la familia WIPI.
Estas proteinas WIPI son responsables de atraer otras proteinas ATG necesarias para el
desencadenamiento de la autofagia. Entre estas proteinas, ATG9 es la tnica proteina
transmembrana y desempefia un papel esencial en el transporte de lipidos hacia el
fagoforo, contribuyendo a su expansion. Generalmente ATG9 se localiza en la membrana
del aparato de Golgi y en los endosomas (Devereaux et al., 2013; Miiller & Proikas-

Cezanne, 2015).

El reclutamiento de proteinas en el sitio de formacion del fagéforo produce su expansion,
un proceso mediado por dos sistemas de conjugacion de proteinas similares a la
ubiquitina: el sistema ATG12-ATG5-ATG16L y LC3-II (ATGS8). En primer lugar, el
sistema ATG12-ATG5-ATG16L se asocia a la membrana del fagéforo, facilitando la
incorporacion de lipidos. Posteriormente, LC3 se conjuga con fosfatidiletanolamina y el
LC3 conjugado (LC3-II) se inserta en la membrana en expansion del fagdéforo por medio
del sistema ATG12-ATG5-ATG16L. LC3-I1, actia como un marcador de autofagosomas

y permite la interaccidon con los receptores de carga autofagica durante el proceso de
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autofagia selectiva (Costas & Rubio, 2017; Djavaheri-Mergny et al., 2019b; Z. Dong et
al., 2016; Glick et al., 2010).

A pesar de que la autofagia se considera un proceso de degradacion generalmente no
selectivo, existe evidencia de que este mecanismo puede exhibir selectividad de sustrato.
LC3-II interactia con la molécula adaptadora SQSTM1/p62, que contiene dominios de
unién a ubiquitina, atrapando proteinas ubiquitinadas y uniéndolas a LC3-II. Este tipo de
autofagia selectiva es denominado fagocitosis asociada a LC3, aunque también existen
otros mecanismos selectivos, como los mediados por chaperonas (Cuervo & Wong,
2014). La participacion de p62/SQSTMI en el reconocimiento de la carga autofagica es
crucial, ya que estas proteinas marcan la carga con patrones especificos de ubiquitinacion,
permitiendo su reclutamiento hacia los autofagosomas a través de LC3-II (Djavaheri-

Mergny et al., 2019b; Hansen et al., 2018; Riffelmacher & Simon, 2017).

e Fusion con lisosomas y degradacion

Una vez formado el autofagosoma, este se une al endosoma mediante el complejo HOPS
que, a su vez, se fusiona con los lisosomas para formar finalmente el autofagolisosoma.
En este proceso la proteina GTPasa Rab 7 presente en la membrana de los endososmas es
activada por UVRAG para regular esta union a través de LC3/GABARAP (McEwan et
al., 2015). Ademas, las proteinas SNAREs median la fusién de membranas vesiculares
entre el autofagosoma y el lisosoma, dando la conformacion en hélice que promueve la
fusion. Para la maduracion de este proceso ademés se deben activar las proteinas
LAMPI1/2 que dan estabilidad a la fusion y facilitan el transporte de materiales.
Finalmente, una vez se ha formado el autofagolisosoma, el contenido se degrada mediante
las hidrolasas lisosomales y se excreta al citosol por las permeasas (Z. Dong et al., 2016;

Nencioni et al., 2013; Ravanan et al., 2017).
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Figura 7. El proceso de la autofagia. Esquema representativo del proceso y la maquinaria reguladora

principal de la autofagia.
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1.4.3. Autofagia en la hematopoyesis

Recientemente, se ha demostrado que la autofagia también regula otros procesos celulares
importantes, como la diferenciacion celular, la muerte celular y el ciclo celular (Bialik et
al., 2018; Hansen et al., 2018; Levine et al., 2008; Maiuri et al., 2010; Pattingre et al.,
2005). Este hecho hace que juegue un papel fundamental en la tumorgénesis y la
quimiorresistencia en todo tipo de enfermedades, incluidas las neoplasias hematologicas
(Djavaheri-Mergny et al., 2019b; Nencioni et al., 2013; Onorati et al., 2018; Riffelmacher
& Simon, 2017). En las neoplasias hematoldgicas se ha descrito que la autofagia puede
tener un papel promoviendo el desarrollo tumoral, pero también reduciendo el dafio
celular causado por farmacos, lo que hace que las células cancerosas sean resistentes a
los protocolos de quimioterapia estdndar y puedan crecer y adoptar un fenotipo
proliferativo descontrolado que afecta a las células implicadas en la hematopoyesis (Z.
Dong et al.,, 2016; Shahrabi et al., 2019). Ademas, una vez formado el tumor, la
desregulacion de la autofagia puede ser usado como un mecanismo adaptativo para
estabilizar las proteinas oncogénicas, que deberian ser degradadas en condiciones
normales. En las neoplasias hematologicas, el papel de la autofagia parece depender del
contexto, variando no solo segln el tipo de tumor sino también en base al tipo de

progenitor y a la fase especifica en la que actua (iniciacidn vs. progresion), pudiendo tener
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papeles opuestos (Nazio et al., 2019). Todo ello convierte a la autofagia en una diana
terapéutica muy interesante en las neoplasias hematoldgicas (Auberger & Puissant, 2017;

Z. Dong et al., 2016; Onorati et al., 2018).

Multiples estudios han demostrado que la autofagia juega un papel importante en el
proceso hematopoyético, ya que estd implicada en la remodelacion celular durante la
diferenciacion, el mantenimiento a largo plazo de los tipos celulares y la regulacion del
equilibrio entre la autorrenovacion y la quiescencia en las HSCs (Phadwal et al., 2013;
Sotthibundhu et al., 2018; Vijayakumar & Cho, 2019). Esto logra mediante el control de
los orgédnulos dafiados, la reduccion de las ROS, la presentacion de antigenos por las
células dendriticas y la modulacion de la inflamacion, evitando asi la citotoxicidad y el

dafio al ADN (Y. Li et al., 2012; Riffelmacher & Simon, 2017; Shahrabi et al., 2019).

A nivel genético, Cheung et al. demostraron mediante microarrays de expresion génica
que determinadas HSC quiescentes tenian una firma genética con una regulacion positiva
de genes claramente implicados en la autofagia como ULK2, PINK]I, el homologo de
ATGS8 Gabarapll y FOX0O34 (Cheung & Rando, 2013). Precisamente, este ultimo gen
FOXO03A4 codifica para un factor de transcripcion cuya funcion es mantener la quiescencia
de las HSC, protegiendo las HSCs de la estimulacion proapoptotica (Warr et al., 2013) a
través de la induccion de la expresion de genes de autofagia, como ATG4, LC3B, ULK?2,
VPS34, Beclinl, Mapllc3by Bnip3 (van der Vos et al., 2012; Warr et al., 2013). Por otro
lado, estudios han demostrado que la presencia y acumulaciéon de ROS provoca la
activacion de los factores FOXO, aumentando los niveles de sestrina, que producen la
inhibicion de mTORCI a través de la via quinasa AMPK, lo que activa la autofagia (C.
C.Chenetal., 2010; J. H. Lee et al., 2010) y, a su vez, contribuye a la quiescencia celular

al suprimir la actividad mitocondrial y promover la glucolisis (C. Chen et al., 2008).

La autofagia es también un proceso esencial para el mantenimiento del equilibrio de
autorrenovacion/diferenciacion de las HSCs, como se ha demostrado en modelos tanto in
vitro como in vivo, Se ha demostrado que la delecion del gen ATG7 produce un dafio
severo en la capacidad de autorrenovacion de las HSCs, lo que produce una acumulacion
de mitocondrias aberrantes en estas c¢lulas aumentando asi los niveles de ROS y un
mayor dafio del ADN (Mortensen et al., 2011; Warr et al., 2013). Un estudio més reciente
corrobor6 estos resultados mediante la investigacion de un fenotipo similar a la delecion

de ATG?7 en las HSCs, la delecion de FIP200. Esta delecion induce la proliferacion que,
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ademas, se asocia a una mayor masa mitocondrial y a niveles mas elevados de ROS (Cao
et al., 2015; F. Liu et al., 2010). Esto resulta esencial para la preservacion de las
propiedades de las HSCs, debido a que, durante la diferenciacion, se produce una
transicion metabolica de la glucdlisis anaerobica a la fosforilacion oxidativa mitocondrial.
La alteracion prematura de esta transicion puede afectar al balance entre la

autorrenovacion y el destino de diferenciacion de las HSCs (Folmes & Terzic, 2016).

Considerando lo mencionado anteriormente, se puede afirmar que el mantenimiento de
los niveles basales de autofagia resulta ser crucial para las HSCs, permitiéndoles eliminar
mitocondrias danadas y evitar la acumulacion de ROS a través de la mitofagia. Este
proceso previene que un exceso de ROS induzca la hiperproliferacion de las HSCs y su
posterior destruccion a través de la apoptosis. De hecho, las HSCs sanas presentan un
nimero significativamente menor de mitocondrias en comparacion con las células mas
diferenciadas, lo que se debe, posiblemente, al ambiente hipoxico en el que se desarrollan.
Este microambiente favorece el metabolismo glucolitico sobre la fosforilacion oxidativa,
que es caracteristica de las células diferenciadas (Joshi & Kundu, 2013; Vannini et al.,
2016). Asi pues, se ha propuesto que el nicho hipdxico de las HSCs podria inducir la
autofagia mediante la expresion de Bnip3, un proceso dependiente del factor HIFla
(Bellot et al., 2009). Esto es esencial para preservar las propiedades de las HSCs, ya que,
durante la diferenciacion, se produce una transicion metabodlica de la glucolisis anaerdbica
a la fosforilacion oxidativa mitocondrial. La alteracion prematura de esta transicion puede
afectar el balance entre la autorrenovacion y el destino de diferenciacion de las HSCs

(Jang et al., 2015).

En general, los defectos en la autofagia comprometen la funcion de las HSCs, primero a
través de un aumento del estrés oxidativo, que después conduce a alteraciones en el ADN
y genera inestabilidad gendmica, facilitando el desarrollo de tumores hematoldgicos. Por
tanto, es fundamental explorar nuevas estrategias para identificar las alteraciones en la
autofagia y restaurar su funcion normal en las HSCs dafiadas. De conseguirlo se podrian

abrir nuevas perspectivas terapéuticas en el tratamiento de las neoplasias hematoldgicas.
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1.4.4. Autofagia en la LLC

En la LLC la autofagia ha emergido como un proceso crucial que puede influir tanto en
la muerte como en la supervivencia celular, complementando a los mecanismos
tradicionales de apoptosis y necrosis celular. Estudios recientes han indicado que la
autofagia no solo actua como un mecanismo de control de calidad celular en la LLC, sino
que ademas puede estar implicada en la respuesta de las células tumorales frente al
tratamiento, convirtiéndose asi en una diana terapéutica potencialmente relevante (Z.
Dong et al., 2016; Shenhe et al., 2018). Dado que las principales vias de muerte celular
estan interconectadas, es esencial comprender los mecanismos moleculares que median
estas interacciones para disefiar combinaciones de farmacos mas efectivas y

personalizadas que nos ayuden en el manejo de los pacientes con LLC.

La autofagia no solo es esencial en la homeostasis de las HSCs, sino que también es
esencial en el mantenimiento de los linfocitos B y T. La primera evidencia de que la
autofagia desempefiaba un papel en el desarrollo y la supervivencia de las células T surgi6
de la delecion de ATGS5 en modelos murinos. Esta estrategia demostrd que los timocitos
de los ratones wild-type para ATGS experimentaban una diferenciacion normal, mientras
que el niimero total de timocitos y células T y B periféricas se reducia significativamente
en los ratones con la delecion de ATGS. Ademas, los timocitos circulantes de los ratones
con la delecion mostraban un aumento de la muerte celular y una proliferacion alterada
tras la activacion del TCR (Pua et al., 2007). Estos hallazgos sugerian de manera
inequivoca que la autofagia desempefia un papel relevante en la supervivencia y
proliferacion de los linfocitos T, aunque parece ser prescindible en el proceso de
diferenciacion. Los estudios que compararon la expresion génica en timocitos normales
y deficientes en ATGS5 han revelado ademds un enriquecimiento de genes asociados a la
funcién mitocondrial, lo que indica una relacion entre la autofagia y la eliminacion
mitocondrial. Este mecanismo es similar al observado durante la diferenciacion eritroide,
destacando la importancia de la autofagia en el control de la calidad mitocondrial

(Stephenson et al., 2009).

La autofagia desempena un papel dual en la LLC, actuando tanto como mecanismo de

supervivencia como de muerte celular.

Por un lado, algunos estudios han demostrado el papel de la autofagia en la promocion de

la citotoxicidad (K. Sharma et al., 2014) y la apoptosis de las células tumorales (Levine
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et al., 2008; Rosati et al., 2013). En un estudio se demostr6 que el bloqueo del flujo de la
autofagia se asociaba con linfocitosis y un mayor porcentaje de células de LLC (Romero-
Macias et al., 2019), lo que estaba en consonancia con previos estudios que mostraron
que habian mostrado que la inhibicidén de la autofagia, mediante el uso de inhibidores
como MGCDO0103, promovia la muerte celular de las células tumorales (El-Khoury et al.,
2014). Ademas, como hemos visto, la familia de proteinas BCL2 inhibe la autofagia, a
través de la unién de Mcl-1 a Beclin-1 inhibiendo asi la apoptosis favoreciendo la
resistencia a farmacos como la fludarabina (Faria et al., 2006). Sin embargo, la aplicacion
de obatoclax promovid la disociacion de Beclin-1 y Mcl-1, activando la autofagia y
produciendo alta citotoxicidad, lo que sugiere que la autofagia dependiente de Beclin-1
es un mecanismo eficaz para superar la resistencia a fludarabina (Faria et al., 2006; A.
Sharma et al., 2013). Otros farmacos como venetoclax o flavopiridol favorecen la muerte
celular en LLC a través de la activacion de la autofagia (Avsec et al., 2021), pero
aumentan el sindrome de lisis tumoral en un porcentaje significativo de los pacientes
(40%) (Maddocks et al., 2015). Los estudios posteriores que intentaron reducir la
toxicidad combinando la ciclofosfamida con flavopiridol y rituximab, obtuvieron
resultados favorables (Stephens et al., 2013). En linea con estos resultados, se ha descrito
ademds que la proteina SLAMF1 activa la autofagia al estabilizar indirectamente el
complejo Beclin-1-VPS34 (Bologna et al., 2016) y que se encontraron niveles mas altos
de ARNm de Beclin-1 y ATG5 en pacientes con LLC en comparacion con individuos
sanos (Kong et al., 2018). Por otra parte, Arroyo et al. observaron que una mayor
expresion concomitante de las proteinas LC3B, CD38 y ZAP70 se correlacionaba con

una progresion mas rapida de la enfermedad (Arroyo et al., 2020).

La autofagia puede ademas proteger a las células leucémicas a través de la eliminacion
de orgéanulos danados y reducir el estrés oxidativo, promoviendo la resistencia a los
tratamientos. Asi pues, se puede definir también la autofagia como un proceso de
citoproteccion y supervivencia para las células tumorales, lo que les proporciona

capacidad para la resistencia a los tratamientos farmacoldgicos.

En linea con esta hipdtesis, numerosos estudios han demostrado que al tratar a los
pacientes de LLC con dasatinib, que es un inhibidor de la tirosina quinasa, el farmaco
desencadena estrés en el RE y reduce la expresion de Mcl-1 y BCL-xL, aumentando la
autofagia citoprotectora y provocando resistencia (Pitini, 2011; Tasdemir et al., 2008).

Este mecanismo citoprotector se ha descrito también en estudios de resistencia a
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vorinostat, un inhibidor de la histona deacetilasas (HDAC, por sus siglas en inglés), en
pacientes de LLC que tras una linea de tratamiento con los inhibidores de la autofagia 3-
MAy cloroquina pueden recuperar la sensibilidad de las células al vorinostat (Ding et al.,
2018). Ademas, otros farmacos como MGCDO013 actian también disminuyendo el flujo
autofagico directamente en las células de LLC, mejorando asi la muerte celular inducida
por inhibidores de HDAC y quinasas dependientes de ciclina (CDK, por sus siglas en
inglés) (El-Khoury et al., 2014).

Todos estos antecedentes sugieren que el papel de la autofagia en la LLC puede variar
significativamente debido a la gran heterogeneidad de la enfermedad, lo que resalta la
necesidad de un analisis contextualizado. Este papel dual posiciona a la autofagia como
una potencial diana terapéutica, subrayando la importancia de comprender los
mecanismos moleculares que la regulan en la LLC para el desarrollo de terapias mas

efectivas y personalizadas.

1.4.5. Variacion genética germinal asociada con la autofagia

Como se ha mencionado previamente, la expresion aberrante de genes relacionados con
la autofagia estd significativamente asociada con el desarrollo del cancer (Fraiberg &
Elazar, 2020; Maiuri et al., 2009; Tsuchihara et al., 2009). Ademas, multiples activadores
de la autofagia o genes especificos relacionados con este proceso se encuentran
frecuentemente en regiones gendmicas implicadas tanto en canceres solidos (Bekri et al.,
1997; Lebovitz et al., 2015; Liang & Jung, 2010) como en canceres hematoldgicos
(Riffelmacher & Simon, 2017; Rothe et al., 2019; Taylor et al., 2017b). Asimismo, se ha
descrito que su regulacion no solo afecta el riesgo de desarrollar neoplasias, sino también
la respuesta a tratamientos convencionales, la progresion de la enfermedad y la

supervivencia del paciente (Jaganathan et al., 2014).

Diversos estudios han explorado el papel de variantes raras asociadas a neoplasias de
células B, como el mieloma multiple (MM, por sus siglas en inglés), en la modulacién de
la autofagia. Para ello, se han llevado a cabo numerosos estudios de GWAS, que han sido
fundamentales para comprender el papel de la autofagia en el MM (Mitchell et al., 2016;
Went et al., 2018). En el MM, estos estudios sugieren un modelo de susceptibilidad

basado en la desregulacion transcripcional de células B, en el que la autofagia desempena
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un papel crucial. La presencia de mutaciones funcionales en genes relacionados con la
via mTOR (ULK4, ATG5 y WAC) y con la via IRF4A-MYC (CDCA7L, DNMT3A, CBX7'y
KLF?2) se asocian con un mayor riesgo de desarrollar MM (Went et al., 2018). Ademas,
la variacion germinal en la region ATG2B/GSKIP, que incluye la duplicacion 14q32,
predispone a la hematopoyesis clonal temprana, lo que aumenta el riesgo de neoplasias

mieloides (Pegliasco et al., 2022; Saliba et al., 2015).

Sin embargo, a pesar de todos estos hallazgos, atin se conoce poco acerca del impacto de
la variacion en la linea germinal sobre la regulacion de este proceso esencial en la LLC.
Aunque como hemos visto, los estudios han identificado mutaciones somadticas que
alteran la autofagia y contribuyen a la progresion de la enfermedad, la influencia de las
variantes germinales sigue siendo un 4rea poco explorada. Dado que la autofagia
desempefia un papel dual en la supervivencia y muerte de las células tumorales,
comprender como estas variantes heredadas modulan su regulacién en la LLC podria
proporcionar informacion crucial para el desarrollo de terapias mas especificas. El estudio
de la variaciébn germinal en genes clave de la autofagia podria revelar nuevos
biomarcadores de susceptibilidad y progresion, asi como nuevas estrategias para superar

la resistencia al tratamiento en estos pacientes.
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2. JUSTIFICACION

La LLC es una enfermedad altamente heterogénea. Mientras algunos pacientes tienen
largos periodos de estabilidad de la enfermedad y una supervivencia relativamente alta
en los 5 primeros afos tras diagndstico, otros pacientes presentan una enfermedad
agresiva que eventualmente requiere tratamiento y reduce de forma significativa las tasas
de supervivencia. Estas enormes diferencias han llamado la atencién de la comunidad

cientifica que ha tratado de descifrar el porqué de estas diferencias.

El notable interés de la comunidad cientifica en la LLC queda evidenciado por el elevado
numero de publicaciones cientificas que abordan esta patologia. En una busqueda reciente

en la base de datos PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) usando como criterio de

busqueda el término ‘“chronic lymphocytic leukemia”, se obtuvieron 29.971
publicaciones, de los 1.166 fueron publicados el ultimo afio. Entre los factores que hacen
de la LLC una enfermedad tan interesante y destacada para la investigacion, tanto basica
como clinica, los mas obvios son la facilidad de obtener muestras de sangre y médula
O0sea de manera repetida con poca incomodidad o riesgo para los pacientes, y la
posibilidad de realizar estudios de seguimiento a largo plazo debido a la prolongada
supervivencia de los pacientes. Ademas, se suelen considerar otros factores como el
elevado nimero de afectados, el envejecimiento constante de la poblacidn, la limitada
eficacia de los tratamientos actuales y el hecho de que continue siendo una enfermedad

incurable con un curso clinico extremadamente heterogéneo.

En los tltimos afios, nuestro conocimiento sobre la base bioldgica de la LLC ha mejorado
sustancialmente y se ha descrito ademas como una enfermedad multifactorial que no
puede explicarse completamente ni por las alteraciones genéticas ni por un conjunto de
factores clinicos especificos. Por el contrario, parece que la biologia estd mostrando un
complejo rompecabezas alin por descifrar en el que parecen estar implicadas diferentes

vias de sefializacion con clara implicaciones genéticas.

En este contexto, la traslacion a la practica clinica de todo el conocimiento molecular y
genético adquirido en los ultimos afios resulta un enorme reto. Existe una creciente
necesidad de identificar tanto nuevos marcadores genéticos asociados a la LLC como

realizar estudios de validacion para confirmar los ya existentes. Ademads, resulta
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igualmente esencial identificar qué factores genéticos modulan la respuesta terapéutica,

la progresion de la enfermedad y la supervivencia de los pacientes.

Teniendo en cuenta los antecedentes arriba mencionados, nuestro grupo de investigacion
ha creado el consorcio internacional CRuCIAL (Consortium for Research in Chronic
lymphocytlc Leukemia) donde se propuso validar la asociacion de marcadores genéticos
identificados hasta la fecha en estudios de GWAS (Garcia-Martin et al., 2022) y analizar
su impacto sobre la SG de los pacientes y el THPT. El consorcio CRuCIAL ademas
pretende caracterizar las variantes genéticas conocidas para arrojar algo de luz sobre los

mecanismos funcionales subyacentes a la LLC.

Debido a los hallazgos recientes, que han demostrado que la autofagia es un mecanismo
celular autbnomo que participa en el proceso de la tumorgénesis y en la resistencia a
agentes quimioterapéuticos, mediante la modulacién de una amplia gama de procesos
bioldgicos, nuestro consorcio se ha planteado en el andlisis del impacto de la variacion
genética en esta ruta sobre el riesgo a desarrollar LLC. Previamente, nuestro grupo de
investigacion en el contexto de otro consorcio internacional, ya ha demostrado con éxito
la influencia de este tipo de variacion genética sobre el riesgo de padecer MM (Clavero

et al., 2023), otra neoplasia de células B.

En base a esta hipotesis el consorcio CRuCIAL esta, ademas, trabajando en el analisis del
impacto de la variacién genética en la ruta de la autofagia sobre la progresion de la
enfermedad y la supervivencia de los pacientes. Si bien los estudios previos en este campo
han contado con poblaciones relativamente pequefias y, en general, han abordado solo
unos pocos marcadores genéticos mediante estudios de genes candidato, nuestro
consorcio pretende superar estas limitaciones a través del trabajo en un contexto
internacional y utilizando una gran cohorte de pacientes de LLC bien caracterizados
clinicamente. Para la caracterizacion funcional de los marcadores considerados de interés,
el consorcio CRuCIAL ademas ha estado trabajando en el analisis del impacto de las
variantes genéticas de autofagia sobre el flujo de la autofagia y sobre la respuesta inmune

mediante ensayos funcionales in vitro e in silico.
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3. OBJETIVOS

» Analizar el impacto de los polimorfismos de susceptibilidad a LLC sobre Ila

supervivencia y la progresion de la enfermedad.

» Evaluar la influencia de las distintas variantes genéticas en genes de la autofagia

como marcadores de susceptibilidad a desarrollar LLC.

» Analizar el impacto de los polimorfismos en los genes de la via de la autofagia

sobre la supervivencia global de los pacientes y la progresion de la enfermedad.

» Caracterizar funcionalmente los marcadores genéticos de interés mediante el uso
de herramientas in silico y ensayos de estimulacion in vitro y la correlacion de los
marcadores genéticos de interés con las concentraciones serologicas circulantes
de 103 proteinas inmunoldgicas, 7 hormonas esteroideas y el nimero en valores

absolutos de 91 subpoblaciones celulares de sangre periférica.
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4. METODOLOGIA

4.1. Disefio del estudio

Este estudio se estructurd en dos fases:

1. En la primera fase se realizo un analisis de supervivencia mediante regresion de
Cox para evaluar si las variantes genéticas identificadas previamente en estudios
de GWAS influian sobre la SG de los pacientes y la progresion de la enfermedad
definida como TPHT. Ademas, se construyeron modelos predictivos de puntuaje
de riesgo poligénico (PRS) para examinar la capacidad predictiva de las variantes
genéticas identificadas.

2. Ensegunda fase, se llevo a cabo un andlisis caso-control y meta-analisis en cuatro
poblaciones independientes, para identificar las variables de riesgo asociadas a la
autofagia en el contexto de LLC, seguido de un andlisis de SG, TPHT y un analisis
del flujo de autofagia utilizando los marcadores identificados en los anélisis
previos. En ambas etapas las variables clave identificadas en estos andlisis se
caracterizaron funcionalmente mediante estudios in vitro en la cohorte del Human
Functinoal Genomic Project (HFGP) y mediante analisis in silico con distintas

herramientas informaticas.

4.2. Poblacion de estudio

Todos los pacientes incluidos en el consorcio CRuCIAL fueron diagnosticados seglin los
criterios internacionales actualizados (Hallek & Al-Sawaf, 2021). El reclutamiento de los
casos se ha realizado siempre bajo la supervision de médicos clinicos expertos en cada
uno de los centros participantes. El consorcio actualmente se mantiene en activo y sigue
reclutando tanto pacientes con LLC como controles sanos. Hasta el momento, el
consorcio ha reclutado alrededor de 1.200 casos de LLC y 2.000 controles sanos, cifras
que aumentan con el paso del tiempo gracias al reclutamiento de todos los grupos
participantes y la incorporacion de nuevos centros europeos. Las instituciones que
actualmente participan en CRuCIAL se muestran en la Figura 8. Todas estas instituciones
han contribuido significativamente en el reclutamiento de pacientes y la recogida de

muestras biologicas y datos clinicos y participan en el disefio de los estudios que se llevan
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a cabo en el consorcio. Todos los participantes del estudio eran de ascendencia europea,
para su homogeneidad genética y dieron su consentimiento informado por escrito para
participar en las dos fases del estudio desarrollados en el consorcio. Los estudios
propuestos en el consorcio han seguido la Declaracion de Helsinki y han sido aprobados
por los comités de supervision ética de todas las instituciones participantes que se detallan

a continuacion:

- Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Granada, Espafia, 0760-N-18);

- Hospital Universitario de Salamanca (Salamanca, Espaiia, P190/07/2018);

- Hospital del Mar (Barcelona, Espafia);

- Instituto Catalan de Oncologia (Barcelona, Espana);

- Hospital Universitario Morales Meseguer (Murcia, Espafia);

- Grupo del Consorcio para la Investigacion Biomédica en Epidemiologia y Salud
Publica (CIBERESP) (Espafia);

- Universidad de Médena y Reggio Emilia, AOU Policlinico (Mddena, Italia);

- Universidad de Pisa (Pisa, Italia).

Las poblaciones analizadas en las dos fases de este estudio fueron ligeramente diferentes

por el periodo temporal acontecido entre ellas.

Figura 8. Mapa geografico con los centros participantes en el consorcio CRuCIAL.
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En la primera fase, la poblacion analizada estuvo compuesta por 1.039 pacientes con LLC
reclutados a través del consorcio europeo CRuCIAL. Las principales caracteristicas

clinicas y demograficas de los pacientes se incluyen en la Tabla 11.

Tabla 11. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes de la cohorte CRuCIAL utilizadas para

los analisis de SG y de THPT.

Supervivencia general (SG)
Cohorte CRuCIAL (1.039 casos de LLC)
Edad (anos) 65,87+ 11,05
Ratio del género (hombres/mujeres) 1,57 (636/403)
Pais de origen (vivos/fallecidos)

Espafia 754 (536/218)
Italia 285 (216/69)
Tiempo medio de seguimiento (meses) | 76,77 (50-123)
Vivos 76 (52,1-123)
Fallecidos 77 (44-123)
Estado de seguimiento
Vivos 752 (72,38)
Fallecidos 287 (27,62)
Estadio de Binet
A 647 (81,48)
B 99 (12,46)
C 48 (6,04)
Estadio de Rai
0 597 (65,67)
I 152 (16,72)
I 114 (12,57)
I 12 (1,31)
v 34 (3,73)

Tiempo hasta el primer tratamiento (THPT)
Cohorte CRuCIAL (354 casos de LLC)
65,03+ 10,94
1,62 (219/135)

Edad (afios)
Ratio del género (hombres/mujeres)
Pais de origen (vivos/fallecidos)

Espafia 227 (174/73)
Italia 127 (86/41)
Media de THPT (dias) 759,49 (31-1148,74)
Vivos 830.81 (44,13- 1308,93)
Fallecidos 564.83 (13,10-800)

Estado de seguimiento

Vivos 239 (68,29)
Fallecidos 111 (31,71)
Estadio de Binet
A 201 (64,84)
B 68 (21,94)
C 41 (13,23)
Estadio de Rai
0 124 (37,35)
1 105 (31,63)
1I 63 (18,98)
11 16 (4,82)
v 24 (7,23)

Los datos se describen como media + desviacion estandar, n (%) o percentiles (percentiles 25 a 75).

En la segunda fase del estudio las poblaciones analizadas se dividieron a su vez en

poblaciones de descubrimiento y de replicacion:

e Poblaciones de descubrimiento

Las poblaciones de descubrimiento consistieron en 4.272 pacientes con LLC y 724.567
controles sanos del consorcio International Lymphoma Epidemiology Consortium
(InterLymph) (3.099 pacientes con LLC y 7.666 controles), el proyecto de investigacion
del genoma FinnGen (668 pacientes con LLC y 314.189 controles) y el proyecto UK
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Biobank (505 pacientes con LLC y 402.712 controles). En todas estas cohortes de
descubrimiento, los casos de LLC se diagnosticaron siguiendo los criterios
internacionales actualizados (Hallek & Al-Sawatf, 2021) y los controles fueron donantes
de sangre o sujetos sanos seleccionados al azar de la poblacion general. La cohorte
InterLymph consistié en cuatro iniciativas previas de estudios GWAS: National Cancer
Institute GWAS (NCI GWAS) (Berndt et al., 2013a), Utah Chronic Lymphocytic Leukemia
GWAS (Utah), Genetic Epidemiology Consortium of CLL GWAS (GEC) (Slager et al.,
2011) y Molecular Epidemiology of Non-Hodgkin Lymphoma GWAS (Conde et al., 2010).
Los pacientes con LLC de todos estos estudios fueron reclutados de clinicas u hospitales,
registros de cancer o mediante un informe del paciente verificado por médicos y
patodlogos. El Centro de Coordinacion de Datos InterLymph revisdo los codigos
International Classification of Diseases (ICD) y otra informacion patologica/médica
disponible y clasifico los casos de acuerdo con la clasificacion jerarquica del InterLymph
Pathology Working Group basada en la ultima edicion de la guia de la OMS para la
clasificacion de los tumores de tejidos hematopoyéticos y linfoides (Swerdlow S.H. et al.,
2017). Los casos y controles de LLC del GWAS de InterLymph fueron genotipados en
Hlumina OmniExpress® en el Cancer Genomics Research Laboratory (CGR) del NCI.
Los genotipos se identificaron mediante el software Illlumina GenomeStudio® y los
duplicados incluidos en el control de calidad mostraron una concordancia > 99%. Se
aplicaron métricas de control de calidad exhaustivas a los datos. Se excluyeron los SNPs
monomorficos, las variantes genéticas y muestras con una tasa de identificacion < 93%,
las muestras con heterocigosidad media < 0,25 o > 0,33 segtn los SNPs autosémicos o
discordancia sexual (> 5% de heterocigosidad en el cromosoma X para hombres y <20%
de heterocigosidad en el cromosoma X para mujeres). Se eliminaron los duplicados
inesperados (> 99,9% de concordancia) y los parientes de primer grado basados en la
identidad por descendencia (IBD, por sus siglas en inglés) que tenian un Pi-hat > 0,40. La
ascendencia se evalud utilizando el médulo GLU struct.admix basado en el método
propuesto por Pritchard et al. (Pritchard et al., 2000) y se excluyeron los participantes con
menos del 80% de ascendencia europea. Los datos de GWAS de los proyectos UK
Biobank y FinnGen se descargaron de sus respectivos  repositorios

(https://pheweb.sph.umich.edu y https://r10.finngen.fi/, freeze R10) y las definiciones de

los fenotipos se generaron a partir de registros médicos electrénicos y codigos de

facturacion derivados del UK Biobank, asi como de registros nacionales (FinnGen,
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https://risteys.finregistry.fi/). Se ha descrito previamente en mas detalles la metodologia

usada en estos GWAS (Gagliano Taliun et al., 2020; Kurki et al., 2023).

e Poblacion de replicacion

La poblacién de replicacion estuvo compuesta por 1.200 pacientes con LLC y 1.898
controles sanos reclutados a través del consorcio europeo CRuCIAL. Todos los
participantes del estudio eran de ascendencia europea, para su homogeneidad genética y
dieron su consentimiento informado por escrito para participar en el estudio. Este estudio
en CRuCIAL se llevo a cabo de acuerdo con las pautas de la Declaracion de Helsinki y
fue aprobado por los Comités de Revision Institucional de todas las instituciones
participantes (anteriormente citadas e incluidas en la Figura 8). En la tabla 12 se incluye
una descripcion detallada de la cohorte del estudio y las principales caracteristicas de los
pacientes y los controles. En la tabla 13 se muestran las caracteristicas clinicas y
demografias de esta cohorte para los individuos incluidos en los analisis de supervivencia

y progresion.
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Tabla 12. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes de la cohorte de replicacion de

CRuCIAL.

Cohorte de replicacion de CRuCIAL

(N =3.098)
Casos de LLC Controles sanos
(N =1.200) (N=1.898)
Edad (aflos) 65,59 + 11,15 55,24+ 9,87
Ratio de género (hombres/mujeres) 1,54 (727/473) 0,84 (868/1030)
Pais de origen
Espaiia 934 1468
VNUH (Granada) 45 1123
PTS (Granada) 206 -
ICO/IDIBELL (Barcelona) 182 163
HDM (Barcelona) 158 -
UHS (Salamanca) 155 9
MMUH (Murcia) 188 173
Italia 266 430
UMRE (Modena) 266 430

Estadio de Binet (%)

A 744 (81,31) =
B 115 (12,57) -
C 56 (6,12) -
Estadio de Rai (%)
0 663 (65,00) -
I 181 (17,75) -
I 72 (7,06) =
11 74 (7,25) -
v 30 (2,94) -

Los datos se describen como la media + desviacion estandar y/o (%). Abreviaturas: VNUH, Hospital
Universitario Virgen de las Nieves; ICO, Instituto Catalan de Oncologia; HDM, Hospital del Mar; UHS,
Hospital Universitario de Salamanca; UMRE, Universidad de Modena y Reggio Emilia.
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Tabla 13. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes de la cohorte CRuCIAL de replicacion

utilizadas para los analisis de SG y de TPHT.

Supervivencia general (SG) Tiempo hasta el primer tratamiento (THPT)
Cohorte CRuCIAL (1.170 casos de LLC) Cohorte CRuCIAL (522 casos de LLC)
Edad (afios) 68,18 10,55 | Edad (afios) 64,95+ 11.04
Ratio del género (hombres/mujeres) 1,56 (713/457) | Ratio del género (hombres/mujeres) 1,56 (318/204)
Pais de origen (vivos/fallecidos) Pais de origen (vivos/fallecidos)
Espaia 911 (687/224) Espafia 405 (316/89)
Italia 259 (194/65) Italia 117 (80/37)
Tiempo medio de seguimiento (meses) 89,53 £ 58,44 | Media de THPT (dias) 1286,01 +£2017,96
(47-122) (68-1841)
Vivos 89,73 + 58,08 Vivos 1347,44 + 1502,09
(48-121) (136-2039,5)
Fallecidos 88,95 + 59,63 Fallecidos 1092,96 + 3129,45
(44-123) (27-1135)
Estado de seguimiento Estado de seguimiento
Vivos 881 Vivos 396
Fallecidos 289 Fallecidos 126
Estadio de Binet Estadio de Binet
A 729 (81,54) A 295 (69,58)
B 111 (12,42) B 82 (19,34)
C 54 (6,04) C 47 (11,08)
Estadio de Rai Estadio de Rai
0 656 (65,60) 0
I 175 (17,50) I 195 (44,62)
11 70 (7,00) 11 110 (25,17)
111 71 (7,10) 11 57 (13,04)
v 28 (2,80) v 51 (11,67)

Los datos se presentan como la media + desviacion estandar, n (%) o percentiles (percentiles 25 a 75).
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4.3. Seleccion de polimorfismos de un solo nucleétido

La seleccion de los marcadores genéticos se realizé para cada uno de los estudios teniendo

en cuenta las hipotesis de partida y los objetivos a cumplir.

Para la primera fase del estudio se seleccionaron los SNPs a través de una extensa
busqueda bibliografica de GWAS y meta-andlisis relevantes publicados hasta 2022
utilizando bases de datos en linea disponibles publicamente como GWAS Catalog -
EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/gwas/) y PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/)
(Backman et al., 2021; Berndt et al., 2013a, 2016, 2022; Brandes et al., 2021; Di Bernardo
et al., 2008; Jiang et al., 2021; Law, Berndt, et al., 2017; Law, Sud, et al., 2017; Slager et

al., 2011, 2012; Speedy et al., 2013). Ademas, para la seleccion de marcadores genéticos
se tuvieron en cuenta criterios adicionales como los datos obtenidos de la base de datos
del National Center for Biotechnology Information (NCBI;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/), la potencial funcionalidad y el desequilibrio de

ligamiento entre los SNPs. Finalmente se seleccionaron un total de 41 SNPs en 39 genes

(Tabla 14).

Tabla 14. Lista seleccionada de variantes identificadas mediante GWAS para la LLC.

Alelo Alelo Referencia
SNP Chr Genes Ref Riesgo Contexto (Pubmed ID)
rs4368253 18 AC107990.1 | NFE2L3P1 T C Intergenic 26956414
rs58055674 2 ACOXL T C Intronic 26956414
11439287 2 ACOXL C T Intronic 26956414
1s7944004 11 ASCL2 | Cllorf21 G T Intergenic 26956414
rs4987855 18 BCL2 A G 3’ UTR 26956414
rs2651823 11 Cllorf21 | TSPAN32 G A Intronic 28165464
151476569 4 CAMK2D A G Intergenic 28165464
1s3769825 2 CASPS C T Intronic 26956414
rs7558911 2 CFLAR G A Intronic 28165464
rs1036935 18 CXxCli G A Intergenic 28165464
1s1359742 9 DMRTAI C G Intergenic 26956414
1s6546149 2 DTNB C G Intronic 28165464
rs9880772 3 EOMES' | LINC01980 C T Intergenic 26956414
rs13015798 2 FAMI26B G A Intronic 26956414
1s6586163 10 FAS C A Intronic 28165464
152267708 7 GPR37 C T Intronic 28165464
rs35923643 11 GRAMDIB A G Intronic 26956414
152953196 11 GRAMDIB A G Intronic 26956414
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rs3800461 ILRUN G C Intronic 28165464
rs9392504 6 IRF4 G A Intergenic 28165464
rs391855 16 IRFS8 T A Intergenic 26956414
rs898518 4 LEFI C A Intronic 26956414
1s34676223 1 MDS?2 A C Intergenic 28165464
1s57214277 4 MYLI2BP2 | LINC02363 C T Intergenic 28165464
rs10936599 3 MYNN T C Missense 24292274
rs11715604 3 NCKI A T Intronic 28165464
rs6489882 12 0AS3 A G Intronic 28165464
rs140522 22 ODF3B C T Upstream 28165464
1s2236256 6 OPRM1 | IPCEF1 A C Intronic/3’UTR 24292274
rs11637565 15 PCAT29 | LOC107984788 A G Intergenic 28165464
1s17246404 7 POTI T C Tr;jl;’:ﬁ(; ?‘ﬁﬁam 24292274
rs2511714 8 POUSFIP2 | ODF1 T G Intergenic 26956414
rs11083846 19 PRKD2 G A Intronic 18758461
rs888096 2 OPCT | RNUG6-1116P G A Intergenic 28165464
41271473 1 RHOU A G Tr;;’:ri(; ?‘\1;;%ant 28165464
rs73718779 6 SERPINB6 G A Intronic 26956414
rs12638862 TERC G A Intergenic 28165464
rs7705526 5 TERT C A Intronic 28165464
1s61904987 11 TMPRSSS5 | DRD2 C T Intergenic 28165464
rs926070 6 TSBP1-AS1 G A Intronic 24292274
1s7254272 19 ZBTB74 | MAP2K?2 G A Intergenic 28165464

Abreviaturas: SNP, Polimorfismo de un solo nucle6tido; Chr, Cromosoma; Ref, Referencia.

Para la segunda fase del estudio, los SNPs se seleccionaron siguiendo varios criterios: el
primero de ellos es que estuvieran en 234 genes descritos hasta la fecha como
relacionados con la autofagia que se describen en la base de datos de autofagia

(http://autophagy.lu/clustering/index.html, Tabla suplementaria 1, Anexo II). Se

extrajeron estimaciones de asociacion con el riesgo de LLC para un total de 55.583 SNPs
genotipados o imputados dentro o cerca de estos genes (5 Kb aguas arriba y 3 Kb aguas
abajo) de los conjuntos de datos de GWAS de descubrimiento y se analizaron mediante
meta-andlisis utilizando METAL (Willer et al., 2010). Se utilizo el control gendomico (GC,
por sus siglas en inglés) para tener en cuenta la estratificacion de la poblacion y se utilizd
el estadistico I para evaluar la heterogeneidad entre las poblaciones. A continuacion, se

calcularon las Odds Ratios (OR) agrupados utilizando un modelo de efectos fijos. Entre
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las 55.583 variantes genéticas seleccionadas, un total de 49.612 SNPs fueron compartidos
por todos los conjuntos de datos de GWAS vy, por lo tanto, estaban disponibles para el
analisis de asociacion. De ellos, 1.903 se consideraron SNP comunes (MAF > 0,05) ¢
independientes (> < 0,1) segin los datos de LDLink para cohortes europeas

(https://Idlink.nci.nih.gov/?tab=snpclip). Por lo tanto, el umbral de significacion de

pruebas miltiples para el analisis de asociacion se establecié en p =2,63x107° (0,05/1.903

SNPs).

Tras el meta-analisis de los datos de GWAS de las cohortes InterLymph, UK Biobank y
FinnGen, seleccionamos para la replicacion aquellos SNPs independientes relacionados
con la autofagia asociados con el riesgo de LLC que cumplieron con los siguientes
criterios: r* < 0,1 (umbral de LD para la seleccion de SNPs independientes), una p <
0,0001 para la asociacion con el riesgo de LLC y ausencia de una heterogeneidad
significativa entre poblaciones (puet > 0,05). De los 19 SNPs resultantes excluimos
aquellos SNPs que se habian descrito previamente como marcadores de susceptibilidad
para la LLC. Un total de 11 SNPs cumplieron con estos criterios y, por tanto, se

genotiparon en la cohorte del Consorcio CRuCIAL (Tabla 15).

Tabla 15. Lista seleccionada de variantes asociadas con la autofagia mediante GWAS para la LLC.

Alelo Alelo

SNP Genes Chr Riesgo  Ref Contexto Referencias (PMID)
rs59952010 ARSB 5 T C Intron Variant 26956414
. 22700719; 24292274,
rs210143 BAK1 6 C C Intron Variant 23770605; 28165464
rs4987852 BCL2 18 C T 3' UTR Variant 23770605
rs4987856 BCL2 18 T C 3' UTR Variant 26956414; 23770605
rs1026825* BCL2 18 G A Intron Variant -
rs11152374* BCL2 18 A G Intron Variant -
rs11839271* LPARS, 13 T C Intron Variant -
RBI1
rs12457371%* BCL2 18 G C Intron Variant -
rs143052840* PRKCD 3 A G Intron Variant -
rs3731204* CDKN2A 9 C T Intron Variant -
rs4940571* BCL2 18 G A Intron Variant -
rs1926194 FAS 10 A G Intron Variant 24292274; 269564 14; 28165464
rs7584971 ITGA6 2 A C Intron Variant 32887889
rs4947976* EGFR 7 A C Intron Variant -
rs6829366* NAF1 4 T G Intron Variant -
rs6910366* TFEB 6 G C Intron Variant -
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rs7236090* BCL2 18 C T Intron Variant -
1s2645488 VMP1 17 G T Intron Variant 31407831
rs17885803 WI;?;%’ 17 T C Intron Variant 32887889

Abreviaturas: SNP, Polimorfismo de un solo nucleétido; Chr, Cromosoma; Ref, Referencia. *, SNPs
seleccionados para su genotipado en la cohorte de CRuCIAL.

4.4. Recogida de muestras bioldgicas y base de datos

En el momento de la consulta médica, los pacientes diagnosticados por hematdlogos
expertos fueron invitados a firmar el consentimiento informado, siempre que estuvieran
dispuestos a participar en el estudio y en el consorcio CRuCIAL. A cada participante se
le solicitd6 una muestra de sangre periférica, hisopo de saliva, lisado celular y/o pellet
celular y se recopilaron una serie de datos clinicos que fueron registrados en la base de
datos del consorcio. Entre las variables recogidas se incluyeron: edad, sexo, pais de
origen, etnia, fecha de nacimiento, fecha de fallecimiento, fecha de diagnostico, tiempo
de seguimiento, fecha del primer tratamiento, estadios de Rai y Binet, inmunofenotipo,
alteraciones citogenéticas (del(13q), del(11q), del(17p) y trisomia del cromosoma 12),
estado mutacional de los genes IGHV 'y TP53, niveles de B2M, plaquetas, hemoglobina y
linfocitos, presencia de adenopatias, lineas de tratamiento (primera, segunda y tercera)

con sus respectivas respuestas, comorbilidades y recaidas en caso de presentarse.

4.5. Conservacion, extraccion y cuantificacion del material bioldgico

Una vez recogidas las muestras biologicas de cada paciente, estas se mantuvieron
congeladas a -20°C en el centro de origen hasta su envio en hielo seco al centro GENYO
(Centro Pfizer—Universidad de Granad —Junta de Andalucia de Gendmica e Investigacion
Oncoldgica). En GENYO, las muestras fueron procesadas y conservadas a -20°C hasta el

momento de su extraccion.

La extraccion de ADN se realizd en el centro GENYO a partir de las muestras de
biologicas. La descongelacion de las muestras se llevo a cabo de manera paulatina, y la
extraccion de ADN se efectud utilizando el kit QIAamp® DNA Blood Mini (Qiagen,
Valencia, CA, USA), el kit Maxwell® 16 Blood DNA Purification System (Promega,

Madison, WI, USA), o un método combinado de purificacion con Fenol-Cloroformo y

79



Tesis doctoral Antonio José Cabrera Serrano

filtros de centrifugacion Amicon® Ultra (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania),
dependiendo del tipo y estado del material bioldgico y siempre siguiendo las instrucciones
del fabricante. Todas las muestras que cumplian las condiciones especificas, se extrajeron
utilizando el mismo método, en el mismo momento, por el mismo personal y en lotes,

con el fin de evitar cualquier posible sesgo derivado de la manipulacion.

La concentracion y la calidad del ADN se midieron utilizando el fluorometro Qubit 4
(Thermo Fisher, Waltham MA, USA) y el espectrofotometro NanoDrop™ 2000c
(Thermo Fisher, Waltham, MA, USA), utilizando su propio software NanoDrop 2000C®.
En los casos donde la cantidad de muestra bioldgica recibida era limitada y/o la
concentracion de ADN no era suficiente, llevamos a cabo una amplificacién del ADN en
lotes mediante el kit Illustra™ GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit (Cytiva,

Marlborough, MA, USA), siguiendo en todo momento las instrucciones del fabricante.

4.6. Genotipado y control de calidad

El genotipado se refiere a la caracterizacion alélica en una posicion especifica del
genoma, mediante la amplificacion del ADN de dicha region a través de la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Esta técnica emplea
cebadores marcados con fluorescencia que, tras la amplificacion de la region por la
polimerasa, permiten identificar el alelo presente en la posicion de interés. En este caso,
para la realizacion de la PCR se utilizaron sondas KASPar® on Demand Primer Mix (LGC
Genomics, Hoddesdon, Reino Unido), Master Mix 2x KASP-TF V4.0 (LGC Genomics,
Hoddesdon, Reino Unido) y agua del sistema de purificacion Milli-Q® Integral (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemania).

El genotipado se realiz6 en placas de 384 pocillos (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) generadas a partir de placas de 96 pocillos (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) siguiendo una distribucion en “Z”. En estas placas se estandarizd la concentracion
y volumen de las muestras de ADN y para su dispensacion y distribucion en las placas de
384 pocillos con la mayor precision se utilizé el robot automatico epMotion® (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania). Este robot garantiza una dispensacion precisa del material
biologico. Como control de calidad negativo, en cada placa de 384 pocillos se incluyeron

ocho pocillos como controles negativos, denominados No Template Control (NTC), que
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no contenian material bioldgico. No se detectdé amplificacion en estos NTC, lo que
confirma la ausencia de contaminacién o amplificacion inespecifica en las muestras
analizadas. En cuanto al control de calidad interno del genotipado, se seleccionaron
aleatoriamente un 5% de las muestras, que se incluyeron por duplicado en las placas de
genotipado. Se verificd que los genotipos obtenidos en los duplicados coincidian en mas

del 99% de los casos con los de las muestras originales.

A continuacion, se llevd a cabo una PCR fouch-down utilizando un Termociclador
Mastercycler pro384 (Eppendorf, Hamburgo, Alemania), siguiendo un programa
estandarizado y cumpliendo con rigor el protocolo pertinente de KASPar® on Demand
Primer Mix (LGC Genomics, Hoddesdon, Reino Unido) (Smith & Maughan, 2015). La
PCR touch-down es una variante de la PCR que optimiza la especificidad de la
amplificacion. En este método, la temperatura de alineamiento se establece inicialmente
por encima de la temperatura de fusion teérica de los cebadores y se reduce
progresivamente en los ciclos posteriores hasta alcanzar una temperatura mas baja y
estable. Este protocolo permite mejorar la especificidad durante los primeros ciclos,
reduciendo las uniones inespecificas, mientras que las ultimas etapas favorecen una

amplificacion mas eficiente (Don et al., 1991).

Al finalizar la PCR touch-down procedimos a la lectura de las placas con los productos
resultantes mediante el equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, USA). Para ello previamente introdujimos los mapas de las
placas con la distribucion de las muestras y las fluorescencias especificas
correspondientes a cada uno de los alelos de las sondas que vamos a analizamos con el
software de lectura SDS v2.4. Este programa emplea un avanzado algoritmo de
multicomponentes que permite la deteccion precisa de la sefial correspondiente a cada
alelo mediante la cuantificacion de la fluorescencia de cada muestra. El sistema de
analisis y lectura genera automaticamente una representacion grafica de los resultados,
facilitando la identificacion de los genotipos y garantizando una correcta interpretacion
de los resultados obtenidos por PCR. En todas las placas se trabajo bajo las mismas
condiciones y metodologia, con el fin de evitar la interferencia de posibles factores

externos al estudio.
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Figura 9. Captura del software de lectura SDS v2.4. Grafico generado para la discriminacion de alelos.
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En el eje X se representa el alelo C, donde la nube de puntos rojos indica la proporcion de pacientes con el
genotipo CC. En el eje Y se representa el alelo A, y la nube de puntos azules corresponde a la proporcion
de pacientes con el genotipo AA. La nube de puntos verdes indica la proporcion de pacientes con el genotipo
AC. Los cuadrados negros representan los controles negativos (NTC), mientras que las cruces corresponden
a muestras que no han expresado ningun genotipo.

4.7. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Una vez genotipados todos los SNPs en las poblaciones de estudio se realizé un analisis
de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE, por sus siglas en inglés) en el grupo control. El
andlisis consistié en una prueba de chi cuadrado (%), para comprobar la estabilidad de las
proporciones genotipicas observadas en la poblacion de estudio y que las frecuencias
observadas no diferian significativamente de las esperadas. El limite de significacion se
establecido en funcion del numero de marcadores analizados en cada estudio 0,0011
(0,05/42 SNPs) para la primera fase del estudio y 0,0045 (0,05/11 SNPs) para la segunda
fase del estudio. Aquellas variantes genéticas con un valor de HWE inferior al umbral
establecido fueron excluidas del estudio. Afortunadamente, en las dos fases del estudio
todas las variantes se encontraron en HWE en el grupo control y, por tanto, pudieron ser

incluidas en los analisis.
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4.8. Estudio de asociacion

Se llevé a cabo un andlisis de asociacion para identificar los polimorfismos asociados con
el riesgo de desarrollar LLC. Para este proposito, se utilizd un analisis de regresion
logistica multivariable ajustado por factores demograficos como la edad, el sexo y el pais
de origen. Este enfoque es apropiado cuando se trabaja con fenotipos dicotomicos
claramente definidos, comparando una poblacién sin afectacion (grupo control) con una
poblacion afectada (casos de LLC). El umbral de significacion estadistica se determind
para cada estudio considerando el nimero de polimorfismos independientes analizados,
asi como el nimero de modelos de herencia evaluados (log-aditivo, dominante y
recesivo). Estos analisis fueron realizados utilizando el software estadistico STATA

(v12.1; Stata Corp, College Station, TX, USA).

Para el diseno de los estudios genéticos de riesgo incluidos en esta tesis, se realizd un
analisis previo del poder estadistico con el objetivo de alcanzar un 80% de poder para
detectar asociaciones. El calculo del poder estadistico se efectud utilizando el software
Quanto (v12.4), asumiendo un modelo log-aditivo y un riesgo basal de 0,000046, basado

en la incidencia de la enfermedad.

4.9. Meta-analisis

En las dos fases de este estudio se desarrollaron varios meta-analisis para confirmar
asociaciones potencialmente interesantes asociadas con el riesgo a desarrollar la

LLC, con la supervivencia de los pacientes o con la progresion de la enfermedad.

En la primera fase del estudio, se realizé un meta-analisis de los datos de progresion
(THPT) de la cohorte CRuCIAL con datos de progresion de un estudio previo de
GWAS (W. Y. Lin et al., 2021) publicado recientemente, utilizando el software
METAL (Willer et al., 2010), calculando las OR combinadas utilizando un modelo
de efectos fijos. Para evaluar la heterogeneidad estadistica entre cohortes, se empled

el estadistico I

En la segunda fase del estudio, se realizdé un meta-anélisis de los datos extraidos de
los conjuntos de datos de GWAS del consorcio InterLymph, el proyecto de

investigacion del genoma FinnGen y el proyecto UK Biobank. Este meta-analisis nos
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permitié identificar los SNPs de autofagia asociados con el riesgo a desarrollar la
LLC. El meta-analisis se realizo nuevamente con el software METAL. Para controlar
la estratificacion poblacional, se utilizé la correccion por GC, y para evaluar la
heterogeneidad estadistica entre las poblaciones de descubrimiento se empled el
estadistico 1. Posteriormente, se calcularon las OR combinadas utilizando un modelo
de efectos fijos. Finalmente, se llevd a cabo un meta-analisis general de las
estimaciones de asociacion entre la cohorte CRuCIAL y las poblaciones de
descubrimiento, siguiendo el mismo protocolo previamente mencionado, y utilizando

el software METAL para integrar los resultados.

Este enfoque permitié evaluar de manera robusta las asociaciones genéticas en
relacion con la progresion de la LLC y los SNPs de autofagia asociados con el riesgo

a desarrollar la LLC en diferentes poblaciones.

4.10. Analisis de supervivencia global y tiempo hasta el primer tratamiento en la

cohorte CRuCIAL

Para evaluar el impacto de las variantes sobre la SG de los pacientes y la progresion de la
enfermedad, analizamos si los SNPs seleccionados estaban asociados con el THPT o la
SG de los pacientes con LLC en la cohorte CRuCIAL. El tiempo de SG se calcul6 desde
el diagnostico de LLC hasta la ocurrencia del evento censor, siendo este la fecha del
fallecimiento o la ultima fecha de seguimiento observado. El THPT se defini6 como el
intervalo de tiempo entre el diagnostico de LLC y la fecha del primer tratamiento o la
ultima fecha de seguimiento observado, siendo nuevamente el evento censor la fecha del

fallecimiento o la tltima fecha de seguimiento observado.

La asociacion de las variantes genéticas con la SG y el THPT, definido como hazard ratio
(HR), se calcul6 para cada SNP utilizando un andlisis de regresion de Cox ajustado por
edad, sexo y pais de origen. Los analisis de asociacion se realizaron utilizando STATA
(v12.1; Stata Corp, College Station, TX, USA) y los calculos de potencia se estimaron

con el paquete survSNP en el software R (v4.1.1; http://www.r-project.org/).

Considerando el nimero de SNPs y los modelos de herencia evaluados, establecimos un

umbral de significacion aplicando la correccion de comparaciones multiples.
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4.11. Creacion de modelos predictivos de supervivencia y progresion

Con el objetivo de utilizar los resultados genéticos obtenidos para mejorar la prediccion
del THPT y la SG de los pacientes, se construyeron modelos genéticos predictivos a través
de la creacion de PRSs. Este puntaje se generd integrando las multiples variantes
genéticas asociadas con el THPT o la SG y las variables demograficas, lo que permitid
estratificar a los individuos segun su predisposicion genética al fenotipo seleccionado en
quintiles. Los modelos predictivos basados en el PRS facilitan la identificacién temprana
de individuos en alto riesgo, optimizando asi las estrategias de vigilancia y tratamiento

personalizado en pacientes con LLC.

La creacion de este tipo de modelos predictivos se basa en que, para cada SNP, se
contabiliza el nimero de alelos asociados con un mayor riesgo y se suman para cada
sujeto del estudio, lo que resulta en un PRS no ponderado, con un rango teodrico de 0
(ningun alelo de riesgo asociado) a N (siendo N todos los alelos de riesgo presentes en
homocigosis en cada SNP). Ademas, construimos un PRS ponderado utilizando las OR
del modelo log-aditivo de la asociacion de cada variante con el riesgo en la poblacion de
CRuCIAL, empleando estos OR como coeficientes para ponderar los efectos relativos de
los SNP de riesgo. Para cada SNP en el PRS ponderado, se asigné un valor de 0 si no
habia alelos de riesgo presentes, el In(OR) del heterocigoto si habia un alelo de riesgo
presente, y el In(OR) del homocigoto si habia dos alelos de riesgo presentes. Luego, todos
los valores se sumaron para cada sujeto. Solo los sujetos del estudio que tenian una tasa
de genotipado de los SNPs asociados superior al 80% y el 100% fueron incluidos en estos
modelos predictivos. Para poder calcular puntajes comparables para todos los sujetos del
estudio, también se consideraron puntajes "escalados", donde los valores del PRS para
cada sujeto fueron multiplicados por la razon entre el nimero total de SNPs y el numero

de SNPs genotipados correctamente para el sujeto en cuestion.

Para ambos PRS (ponderado y no ponderado), se calcularon quintiles basados en la

distribucion de los valores en los controles. Las féormulas para los puntajes no ponderados

m _. m .
y ponderados son, respectivamente, 20 d y 2 a".'f‘, donde a es el namero de alelos de
riesgo (0, 1, 2), m es el nimero total de SNPs, j es el j-ésimo sujeto y X es In(OR). La
matematica y la metodologia empleada para el calculo de los PRSs se describe en detalle

en un articulo previamente publicado por miembros del consorcio (Canzian et al., 2022).
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4.12. Impacto de las variantes geneticas relacionadas con la autofagia en el flujo

de autofagia

Para determinar el impacto de los SNPs analizados sobre el flujo de la autofagia y se
analizd su correlacion con los niveles de flujo de autofagia en una poblacion de 68
donantes sanos de ascendencia europea. Inicialmente, se aislaron células mononucleares
de sangre periférica (PBMCs, por sus siglas en inglés) a partir de sangre completa
mediante centrifugacion en gradiente de densidad utilizando Histopaque®. Las células
fueron tratadas durante 2 horas con 10 uM de bafilomicina A1 o 10 mM de metformina
para inhibir o inducir la autofagia, respectivamente. Se sembraron un total de 5x10°
PBMC:s por pocillo y se sometieron a tratamientos con metformina o bafilomicina A1, de
forma independiente o en combinacion. Las células no tratadas se utilizaron como

controles experimentales.

Posteriormente, se recogieron las células y se realizo la extraccion de proteinas utilizando
50 pL de tampon de lisis (1% NP-40, 500 mM Tris HCI, 2,5 M NaCl, 20 mM EDTA,
inhibidores de fosfatasa y proteasa —de Roche— a pH 7,2). Se resolvieron 20 pg de
proteina total en un gel de SDS al 12% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
durante 10 minutos en un sistema de transferencia Trans-Blot Turbo. Las membranas se
bloquearon durante 1 hora utilizando solucion salina tamponada con Tris (TBS) que
contenia 0,1% de Tween 20 (TBST) y 5% de BSA, y se incubaron durante la noche a 4
°C con anticuerpos policlonales primarios a 1:1000 en 1% de BSA (anticuerpo anti-
LC3A/B de conejo, Cell-Signaling; anticuerpo anti-actina de raton, Merck Millipore,
Darmstadt, Alemania). Tras lavar con TBST, las membranas de nitrocelulosa se incubaron
con los anticuerpos secundarios correspondientes (IgG anti-conejo para LC3A/B e IgG

anti-raton para actina).

Los niveles de proteina se detectaron después de la incubacion con SuperSignal West
Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermofisher, Waltham, MA, USA) o Clarity
Western ECL Substrate (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Las imagenes digitales de los
Western blots se obtuvieron utilizando un sistema ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) y el andlisis densitométrico de las bandas se realizé con el software Quantity

One v4.6.5 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Para cuantificar la sintesis de autofagia, se
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determin6 la relacion entre los valores de las células tratadas con metformina y
bafilomicina A1l con respecto a aquellos de la condicion sin metformina, pero con
tratamiento con bafilomicina Al. Para cuantificar la degradacion de la autofagia, se
calculd la relacion entre los valores densitométricos de las células tratadas con
metformina, en presencia o ausencia de bafilomicina Al, de acuerdo con las pautas

estandar de autofagia (Klionsky et al., 2021).

Se utilizaron analisis de regresion lineal ajustados por edad y sexo para determinar la
correlacion entre los SNPs relacionados con la autofagia y los valores de flujo de
autofagia. Se estableci6 un umbral de significacion de p = 0,006, considerando el numero

de SNPs evaluados (n = 4) y el nimero de tratamientos administrados in vitro (n = 2).

4.13. Efecto funcional de las SNPs identificados en las respuestas inmunitarias

Para comprender mejor el papel funcional de los SNPs analizados en las dos fases de este
estudio, realizamos experimentos de estimulacion en la cohorte de 500 individuos del
Human Functional Genomic Project (HFGP;

http://www.humanfunctionalgenomics.org/site/). El estudio del HFGP fue aprobado por

el Comité Etico de Arnhem-Nijmegen (n.° 42561.091.12) y las muestras biologicas se
recolectaron tras obtener el consentimiento informado de cada sujeto participante.
Investigamos si alguno de los 32 SNPs que fueron validados exitosamente a través del
meta-andlisis de las poblaciones de estudio se correlacionaba con los niveles de 9
citocinas pro y antiinflamatorias (TNFa, IFNy, IL1Ra, IL1p, IL6, IL8, IL10, IL17 e IL22)
tras la estimulacion de sangre total, PBMCs o monocitos derivados de macrofagos
(MDM) de 408 sujetos sanos. La estimulacion se realizé con LPS (100 ng/ml, Sigma-
Aldrich, St. Louis), PHA (10 pg/ml, Sigma), Pam3Cys (10 pg/ml, EMC
microcollections), CpG (100 ng/ml, InvivoGen), Bacteroides fragilis (NCTC 10584) y
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) durante 24 o 48 horas. Bacteroides fragilis y
Staphylococcus aureus fueron inactivados por calor durante 30 minutos a 95°C y 100°C,
respectivamente. Los protocolos detallados para la extraccion de PBMCs, diferenciacion
de macrofagos y ensayos de estimulacion han sido descritos en detalle en publicaciones

previas (Y. Li et al., 2016).
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Brevemente, las PBMCs se lavaron dos veces con solucion salina y se resuspendieron en
medio (RPMI 1640) suplementado con gentamicina (10 mg/mL), L-glutamina (10 mM)
y piruvato (10 mM). Las estimulaciones de PBMCs se realizaron con 5x10° células por
pocillo en placas de fondo redondo de 96 pocillos (Greiner) durante 24 horas en presencia
de suero humano al 10% a 37 °C y 5% de CO:.. Tras la estimulacion in vitro, los
sobrenadantes se recolectaron y almacenaron a —20 °C hasta su andlisis posterior en
ensayos ELISA. Los experimentos de estimulacion de sangre total se realizaron utilizando
100 pul de sangre heparinizada que se afiadio a una placa de 48 pocillos y se estimul6 con
400 pl de LPS, PHA (volumen final de 500 pul) y Staphylococcus aureus durante 48 horas
a37°Cy 5% de CO:. Los sobrenadantes se recolectaron y almacenaron a —20°C hasta su

uso en los ensayos ELISA.

Las concentraciones de TNFa, IFNy, IL1Ra, IL1p, IL6, IL8, IL10, IL17 e IL22 humanos
se determinaron utilizando kits comerciales especificos de ELISA (PeliKine Compact,
Amsterdam, o R&D Systems), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Cuando
los valores estaban por debajo o por encima del limite de deteccion del ELISA, se utilizé
el limite correspondiente. Después de la transformacion logaritmica de los datos de /oci
cuantitativos de citocinas (cQTL), se realizaron analisis de regresion lineal ajustados por
edad y sexo para determinar la correlacion de los SNPs con los cQTLs. Todos los analisis

se llevaron a cabo utilizando el software R (http://www.r-project.org/), empleando scripts

personalizados en el lenguaje de programacion R basados en funciones existentes como
Im (stats). Para tener en cuenta las comparaciones multiples, utilizamos un umbral de
significacion de 2,92x10~* (Teniendo en cuenta los SNPs independientes significativos,

las citocinas testadas y los estimulantes utilizados).

4.14. Correlacion de los SNPs identificados con los recuentos de células sanguineas

y los perfiles protedmicos séricos/plasmaticos

Para evaluar el impacto de los SNP seleccionados en la variacion de las frecuencias de
las células inmunitarias, se midieron 91 poblaciones de células derivadas de la sangre
mediante citometria de flujo de 10 colores (citometro de flujo Navios, Beckman Coulter,
Miami, FL, USA) tras la toma de muestras de sangre (2-3 horas) y se realiz6 un andlisis

del recuento celular utilizando el software Kaluza (Beckman Coulter, v.1.3). Con el fin
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de reducir el ruido inter-experimental y aumentar la potencia estadistica, se realiz6 un
analisis del recuento celular calculando los porcentajes de las células parentales y las de
sus progenitores, que se definieron como el porcentaje de un determinado tipo de células
dentro de la poblacion de células de las que se aislaron (Tabla suplementaria 2, Anexo II).
Los protocolos de laboratorio para el aislamiento de células, los reactivos, la seleccion y
el analisis por citometria de flujo se han descrito previamente en detalle (Aguirre-Gamboa
etal., 2016; Orru et al., 2013). El nimero de acceso de los datos de citometria de flujo sin

procesar y los archivos de datos analizados estan disponibles a pedido de los autores

(http://hfgp.bbmri.nl).

Ademas de los analisis celulares también se realizd un analisis protedmico en muestras
de suero y plasma de la poblacion del HFGP. Las proteinas circulantes se midieron
utilizando el ensayo de extension de proximidad (panel de inflamacién Olink®, Olink,
Suecia) que dio como resultado la medicion de 103 biomarcadores diferentes (Tabla
suplementaria 3, Anexo II). Los niveles de proteinas se expresaron en escala log> como
valores de expresion de proteinas y se normalizaron utilizando muestras puente para

corregir la variacion entre lotes.

Para tener en cuenta las comparaciones multiples en el estudio de autofagia, utilizamos
un umbral de significacion de 2,55x107° y 2,89x107 para el anélisis protedmico y de
recuento de células sanguineas, respectivamente. Todos los analisis funcionales se

realizaron utilizando el software R (http://www.r-project.org), utilizando scripts

personalizados en el lenguaje de programacion R basados en funciones existentes. Los

gréficos funcionales se mostraron utilizando el software Prism®.

4.15. Correlacion entre los SNPs identificados y las concentraciones plasmaticas de

hormonas esteroides

A continuacion, investigamos la correlacion de los SNPs con los niveles de 7 hormonas
esteroides  plasmaticas  (androstenediona,  cortisol,  11-desoxicortisol,  17-
hidroxiprogesterona, progesterona, testosterona y 25-hidroxivitamina D3) en 279 sujetos
seleccionados del proyecto HFGP, quienes no recibian terapias de reemplazo hormonal
ni utilizaban anticonceptivos orales. Las concentraciones plasmaticas de hormonas

esteroides se determinaron mediante espectrometria de masas en tandem con
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cromatografia, después de la precipitacion de proteinas y extraccion en fase solida,

siguiendo los protocolos previamente reportados.

Tras la transformacion logaritmica de los datos, la correlacion entre los niveles de
hormonas esteroides y los SNPs identificados se evalu6 mediante analisis de regresion
lineal, ajustado por edad y sexo. El umbral de significacion se establecié considerando el

numero de SNPs independientes analizados y el nimero de hormonas determinadas.

4.17. Andlisis funcionales in silico

Finalmente, para evaluar el papel funcional de los SNPs seleccionados desde otra

perspectiva, se llevaron a cabo analisis in silico con diversas herramientas:

- Haploreg (http://www.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php) se
utilizo6 para predecir el papel funcional de los SNPs seleccionados (Ward & Kellis,
2012). Ademas, se evalud si todos estos SNPs de autofagia podrian representar
loci de expresion cuantitativa (eQTL) para diferentes tipos de células y tejidos,
utilizando  datos  del  portal GTEx  disponibles  publicamente
(https://gtexportal.org/home/).

- QTLbase se utilizd para verificar todas las caracteristicas de los QTL
(http://www.mulinlab.org/qtlbase). QTLbase agrega datos de diversas fuentes,
incluyendo TCGA, GTEx, Pancan-MNVQTLdb y DICE. Para completar estos
andlisis funcionales in silico, se desarrollaron meta-puntuaciones que integran
diversas anotaciones o puntuaciones individuales en una uUnica puntuacion
cuantitativa (Zheng et al., 2020). Esta puntuacion combinada considera datos
sobre conservacion, frecuencia poblacional y el impacto en las propiedades
fisicoquimicas de la proteina estudiada.

- Combined Annotation Dependent Depletion (CADD) (Rentzsch et al., 2019),
Regulome DB (https://regulomedb.org/) (Boyle et al., 2012) y FORGEdb
(https://forge2.altiusinstitute.org/files/forgedb.html) (Dunham et al., 2015) se
utilizaron para proporcionar informacion adicional sobre el papel funcional de las

variantes mas prometedoras.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Primera fase del estudio

5.1. Impacto de las variantes de riesgo identificadas mediante GWAS para la LLC

sobre la supervivencia general del paciente

Dado que este es el mayor estudio que se ha desarrollado hasta la fecha con el objetivo
de investigar el impacto de las variantes de susceptibilidad identificadas mediante GWAS
sobre la SG de los pacientes con LLC, resulta esencial, en primer lugar, describir clinica
y demograficamente en detalle la poblacion de estudio. Los pacientes con LLC incluidos
en la cohorte CRuCIAL de los analisis de SG tenian una edad media de 65,87 afios, con
una proporcion hombre/mujer de 1,57 (636/403). Estos resultados estan en linea con las
distribuciones de edad y género observadas a nivel mundial en el momento del
diagnéstico de LLC (Bray et al., 2024; CALL et al., 1994; Noone, 2018). La mediana del
tiempo de seguimiento fue de 76,77 meses, sin variacion significativa en las estadisticas
de seguimiento para los pacientes fallecidos, ni entre los resultados clinicos entre los
paises de origen, evitando la existencia de sesgos relacionados con el reclutamiento
multicéntrico y aleatorizado de los pacientes. El nimero total de pacientes fallecidos en
este grupo fue de 287 (Tabla 11). Para visualizar la probabilidad de supervivencia a lo
largo del tiempo en la poblacion de estudio se realizd una representacion de Kaplan-
Meier. En este tipo de grafica, el eje vertical (Y) muestra la probabilidad de SG acumulada
en porcentaje, el eje horizontal (X) representa el tiempo, en este caso en meses. Los
escalones en la curva de Kaplan-Meier indican la ocurrencia del evento censor, en este
caso el fallecimiento de los pacientes, y la altura del escalon muestra la proporcion de

individuos que continuan sobreviviendo justo después de cada evento (Figura 10).
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Figura 10. Estimacion de Kaplan-Meier de la SG para los 1.039 pacientes incluidos en los analisis.
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A continuacion, realizamos los analisis de asociacion de la SG con las 41 variantes de
riesgo identificadas mediante GWAS para la LLC en la cohorte de CRuCIAL. El andlisis
se realiz6 mediante una regresion de Cox ajustada por las variables demograficas de edad,
sexo y pais de origen. Analizamos los modelos de herencia log-aditivo, dominante y
recesivo con el objetivo de evaluar si los diferentes patrones de herencia influian en la SG
de los pacientes con LLC. Los resultados de estos andlisis identificaron diez variantes
genéticas  CAMK2Drs1476569, ~ CASP8rs3769825,  CFLAR:s7558011,  CXXClis51036935,
GPR37:52267708, IRF8:s391855, LEF 1898518, MYNNis10936599, PRKD21s11083846, Y
TERCis12638862 que mostraron asociacion con la SG a un nivel de significacion de p < 0,05
en al menos uno de los modelos de herencia analizados (Tabla 16). Si bien estos hallazgos
son potencialmente interesantes, ninguna de estas asociaciones se mantuvo significativa
tras la correccion por comparaciones multiples (0,05/41 SNPs/3 modelos=0,0004), lo que
sugiere que, de existir un efecto de estos genes en la determinacion de la SG de los

pacientes, éste seria débil.

Aunque hubiera sido interesante validar estos resultados, la ausencia de estudios previos
que hayan evaluado el impacto estas variantes de riesgo sobre la SG limit6 la posibilidad
de confirmar o rechazar los resultados obtenidos. Este hecho destaca la necesidad de
realizar estudios adicionales que permitan validar o descartar la implicacion de estas

variantes genéticas en la SG de los pacientes con la LLC.
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Tabla 16. Asociacion de variantes de riesgo identificadas mediante GWAS para LLC y SG.

Alelo 5 T

SNP Chr  Genes riesgo HR (IC95%)° p HRIC95%) p HRIC95%) p
rs4368253 18 Aﬁégigj% | 0,94 (0,78-1,14) 0,539 0,93 (0,59-1,45) 0,746 0,93 (0,73-1,18) 0,545
rs1439287 2 ACOXL T 1,03 (0,88-121) 0,700 0,99 (0,76-129) 0,957 1,10 (0,84-1,44) 0,481
rs58055674 2 ACOXL C 1,08 (0,90-1,30) 0,424 1,12 (0,89-1,42) 0,335 1,02 (0,64-1,61) 0,936
rs7944004 11 ASCL2 | T 0,97 (0,82-1,15) 0,735 1,06 (0,79-1,43) 0,699 0,89 (0,69-1,16) 0,394
Cllorf1
rs4987855 18 BCL2 G 097(0,71-1,32) 0,848 0,68(0,10-4,87) 0,701 0,98 (0,71-1,34) 0,886
rs2651823 11 C;g]f;fi; 2' A 0,95(0,81-1,12) 0,523 1,03(0,78-1,36) 0,857 0,85 (0,65-1,11) 0,233
rs1476569 4 CAMK2D G 1,12 (0,95-1,32) 0,176 1,31 (1,03-1,67) 0,028 0,92 (0,64-1,32) 0,643
rs3769825 2 CASPS T 1,20 (1,02-1,43) 0,033 123 (0,93-1,63) 0,150 1,32 (1,01-1,73) 0,041
rs7558911 2 CFLAR A 1L,19(1,01-1,41) 0,040 122(0,91-1,63) 0,175 1,30 (1,00-1,67) 0,046
rs1036935 18 CXXCI A 1,27(1,07-1,51) 0,008 1,34 (1,06-1,70) 0,015 1,43 (0,98-2,10) 0,066
rs1359742 9 DMRTAI G 1,05(0,89-123) 0,575 1,02(0,78-134) 0,875 1,11 (0,85-1,45) 0,441
rs6546149 2 DTNB G 1,09 (0,91-1,31) 0,356 1,06 (0,84-1,35) 0,607 1,29 (0,86-1,93) 0,222
EOMES |

rs9880772 3 0,98 (0,84-1,14) 0,787 1,04 (0,80-1,34) 0,787 0,90 (0,69-1,18) 0,455

LINC01980
rs13015798 2 FAMI126B 1,06 (0,88-1,28) 0,548 1,00 (0,64-1,54) 0,989 1,10(0,87-1,39) 0,444
1s6586163 10 FAS 0,99 (0,84-1,17) 0916 1,08 (0,80-1,45) 0,631 0,92(0,71-1,20) 0,554
1s2267708 7 GPR37 0,86 (0,72-1,02) 0,081 0,91 (0,70-1,19) 0,504 0,70 (0,51-0,97) 0,030
rs2953196 11 GRAMDIB 0,85 (0,70-1,04) 0,123 0,70 (0,42-1,17) 0,176 0,85 (0,67-1,09) 0,203

A
A
T
G
rs35923643 11 GRAMDIB G 0,88 (0,72-1,07) 0,192 0,80 (0,63-1,02) 0,068 1,12(0,71-1,78) 0,631
C
A
A
A
C

rs3800461 6 ILRUN 0,92 (0,67-1,27) 0,620 0,91 (0,65-1,27) 0,562 1,20 (0,30-4,86) 0,795
rs9392504 6 IRF4 0,88 (0,74-1,04) 0,143 0,80 (0,60-1,08) 0,145 0,88 (0,68-1,13) 0,322

rs391855 16 IRF8 0,87 (0,74-1,03) 0,104 0,99 (0,72-1,36) 0,946 0,74 (0,58-0,96) 0,021

rs898518 4 LEFI 1,12 (0,94-1,33) 0,215 1,50 (1,00-2,26) 0,049 1,04 (0,82-1,33) 0,721
rs34676223 1 MDS?2 0,99 (0,83-1,18) 0,899 0,88 (0,61-1,27) 0,491 1,03 (0,81-1,30) 0,803
1s57214277 4 AZ;ééégjé' T 1,02 (0,86-1,21) 0,805 1,01 (0,79-1,29) 0,926 1,06 (0,77-1,46) 0,729
rs10936599 3 MYNN C 0,91 (0,74-1,11) 0,344 0,57 (0,36-0,90) 0,016 0,99 (0,77-1,26) 0,922
rs11715604 3 NCK1 T 0,98 (0,80-1,20) 0,831 1,06 (0,61-1,85) 0,842 0,96 (0,74-1,23) 0,723
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rs6489882

rs140522

rs2236256

rs11637565

rs17246404

rs2511714

rs11083846

rs888096

rs41271473

rs73718779

rs12638862

rs7705526

1561904987

rs926070

187254272

12 0AS3 G 1,09 (0,92-1,29) 0309 1,16 (0,90-1,50) 0,240 1,06 (0,78-1,45)
22 ODF3B 1,02 (0,86-1,20) 0,854 1,11 (0,87-1,41) 0,410 0,87 (0,61-1,24)
OPRMI |
6 IPCEFI C 1,03 (0,87-1,21) 0,752 0,96 (0,74-1,23) 0,729 1,14 (0,86-1,51)
PCAT29 |
15 LOCI079847 G 0,97 (0,82-1,16) 0,753 0,96 (0,74-125) 0,753 0,97 (0,71-1,33)
88
7 POTI C 0,95 (0,79-1,14) 0,572 0,95 (0,61-1,47) 0,818 0,93 (0,74-1,18)
POUSFIP2
g POUS | G 0,91 (0,77-1,08) 0,268 0,92 (0,72-1,17) 0,485 0,82 (0,59-1,14)
ODFI
19 PRKD?2 A 1,20 (0,99-1,45) 0,061 1,16 (0,92-1,47) 0,209 1,62 (1,06-2,50)
OPCT |
2 evusanse M 0,95 (0,81-1,13) 0,590 0,97 (0,76-1,24) 0,837 0,88 (0,63-1,23)
1 RHOU G 0,96 (0,74-125) 0,770 1,46 (0,64-3,32) 0,366 0,88 (0,64-1,21)
6  SERPINB6 A 1,03 (0,78-1,37) 0,823 1,04 (0,77-1,40) 0,806 0,97 (0,24-3,94)
3 TERC A 0,89 (0,73-1,08) 0,229 0,62 (0,40-0,97) 0,037 0,94 (0,74-1,19)
5 TERT A 1,07 (0,90-1,27) 0,468 1,00 (0,78-1,28) 0,997 1,25 (0,91-1,70)
TMPR
11 SS3 | T 0,94 (0,71-1,23) 0,632 0,94 (0,70-1,28) 0,712 0,73 (0,23-2,30)
DRD?2
6  TSBPI-ASI A 1,11 (0,92-1,33) 0,285 1,19(0,77-1,82) 0,433 1,12 (0,88-1,42)
ZBTB7A |
19 oK A 0,82 (0,66-1,02) 0,078 0,78 (0,61-1,00) 0,051 0,92 (0,50-1,69)

Abreviaturas: SNP, polimorfismo de un solo nucledtido; HR, Hazard Ratio; P, Pvalue. Resultados
significativos destacados en negrita (p < 0,05). & Analisis de regresion de Cox asumiendo un modelo de
herencia log-aditivo. T Analisis de regresion de Cox asumiendo un modelo de herencia dominante. ¥
Analisis de regresion de Cox asumiendo un modelo de herencia recesivo.

Considerando los resultados mostrados anteriormente, decidimos evaluar si las 41
variantes de GWAS para LLC podrian ser utiles para predecir la aparicion de la
enfermedad en la cohorte CRuCIAL. Para ello, realizamos PRSs ponderados y PRSs no
ponderados en un subconjunto de casos de LLC que incluyo 1.003 casos para el modelo
del 80% de tasa de genotipado y 891 casos para el modelo del 100% de tasa de genotipado
de los 10 SNPs asociados con la SG de los pacientes (p <0,05). Estos andlisis se realizaron
nuevamente ajustando por la edad, el sexo y el pais de origen. Como se esperaba,
encontramos unas asociaciones débiles entre los PRSs construidos con los 10 SNPs y las
variables demograficas y la SG de los pacientes de LLC. Para los modelos de 100% de
tasa de genotipado obtuvimos una HR = 2,36, IC95% 1,56-3,58, p = 5,30x107° para el
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quintil mas alto vs. el mas bajo de la puntuacion no ponderada, con una area bajo la curva
ROC (AUROC, por sus siglas en inglés) de AUROC = 0,56, IC95 % 0,52-0,60, y HR =
2,50, 1C95% 1,63-3,83, p = 2,40x107° para el quintil mas alto vs. el mas bajo de la
puntuacion ponderada, con una AUROC = 0,57, IC95 % 0,53-0,61. Para los modelos de
80% de tasa de genotipado obtuvimos una HR = 2,08, IC95% 1,41-3,07, p = 2,41x107*

para el quintil mas alto vs. el mas bajo de la puntuacidon no ponderada, con una AUROC
=0,55, 1C95 % 0,51-0,59, y HR = 2,19, IC95% 1,48-3,26, p = 9,80x107° para el quintil

mas alto vs. el mas bajo de la puntuacion ponderada, con una AUROC = 0,56, IC95 %

0,52-0,60 (Tabla 17).

Tabla 17. Asociaciones entre PRSs ponderados y no ponderados y la SG de los pacientes.

Puntuaje de riesgo poligénico (n=891)

Quintiles
1

2

Sin ponderar, sujetos con 100% tasa de 3

genotipado 4

5

Continuo®

Ponderados, sujetos con 100% tasa de
genotipado 4

5

Continuo®

HR IC95%*
1,00

1,06 (0,70-1,60)
1,67 (1,15-2,43)
1,42 (0,99-2,03)
2,36 (1,56-3,58)
1,20 (1,09-1,31)
1,00
1,33 (0,85-2.09)
2,05 (1,34-3,15)
1,68 (1,08-2,59)
2,50 (1,63-3,83)

1,22 (1,11-1,33)

Puntuaje de riesgo poligénico (n=1003)

Quintiles
1

2

Sin ponderar, sujetos con 80% tasa de 3

genotipado 4

5

Continuo®

HR IC95%*"
1,00

0,99 (0,66-1,46)
1,48 (1,05-2,11)
1,36 (0,98-1,90)
2,08 (1,41-3,07)

1,17 (1,08-1,28)

P

0,787
0,007
0,053
5,30x10°
8,70x10°
0,206
0,001
0,020
2,40x10°

1,80x10°

P

0,948

0,027

0,066
2,41x10

2,32x10

AUROC
AUROC (IC95%)

0,56 (0,52-0,60)

0,57 (0,53-0,61)

AUROC
AUROC (IC95%)

0,55 (0,51-0,59)
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1 1,00 -
2 1,29 (0,85-1,95) 0,224
Ponderados, sujetos con 80% tasa de 3 1,78 (1,19-2,67) 0,005
genotipado 4 1,57 (1,05-2,35) 0,028
5 2,19 (1,48-3,26) 9,80x10

Continuo® 1,19 (1,09-1,29)  7,61x10° 0,56 (0,52-0,60)

a HR, hazards ratio; IC, intervalo de confianza. Todos los analisis se ajustaron por edad, sexo y region
geografica de origen. b La unidad para el analisis con la variable continua fue el incremento de un quintil.
Resultados significativos destacados en negrita (p < 0,05).

Aunque la capacidad predictiva de todos los PRSs, solo se mejoraba aproximadamente
un 7% (AUROC=0,57; Tabla 17), no debemos descartar que estas variantes genéticas
junto con otras variables clinicas y/o alteraciones genéticas puedan resultar de utilidad
para la construccion de nuevos modelos predictivos para la SG de los pacientes. Sin
embargo, debemos ser cautos y reconocer que los resultados del estudio sugieren que las
variantes de susceptibilidad a la LLC no tienen una gran influencia en la SG. No obstante,

sera necesario realizar estudios adicionales para confirmar estos resultados.

Ademas, como esperabamos, estos resultados concuerdan con un estudio previo
recientemente publicado que demostro, utilizando un enfoque similar, que las variantes
de susceptibilidad no influyen de manera significativa en la SG de los pacientes
diagnosticados con mieloma multiple, otra neoplasia maligna de células B (Macauda et

al., 2022).

5.2. Impacto de las variantes de riesgo identificadas mediante GWAS para la LLC

sobre la progresion de la enfermedad

El analisis clinico y demografico de los pacientes con LLC que presentaban datos de
THPT en la cohorte CRuCIAL mostré que los casos de esta cohorte tenian una edad media
de 65,03 afos y una proporcion hombre/mujer de 1,62 (219/135), que es consistente con
las distribuciones observadas a nivel mundial en el momento del diagndstico (Bray et al.,
2024; CALL et al., 1994; Noone, 2018). La mediana del THPT fue de 759,49 dias,
mientras que el nimero total de fallecidos en este grupo fue de 111. Es importante sefialar

que no se observaron diferencias significativas en el THPT entre los diferentes paises
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participantes, lo que sugeria la ausencia de sesgos relacionados con el reclutamiento
multicéntrico y aleatorizado de los pacientes (Tabla 11). Nuevamente para visualizar la
probabilidad del THPT en la poblacion de estudio se realizd una representacion de
Kaplan-Meier. En este caso, el eje horizontal (X) representa el tiempo, en dias. Los
escalones en la curva de Kaplan-Meier indican la ocurrencia del evento censor, en este
caso el fallecimiento de los pacientes. La altura del escalén muestra la proporcion de

individuos que sobreviven después de cada evento (Figura 11).
Figura 11. Estimacion de Kaplan-Meier de la THPT estimada para los 354 pacientes incluidos en los

analisis.
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A continuacion, realizamos los analisis de asociacion del THPT de las 41 variantes de
riesgo identificadas mediante GWAS para la LLC en la cohorte de CRuCIAL mediante
una regresion de Cox ajustada por las variables demograficas de edad, sexo y pais de
origen y siguiendo los modelos de herencia log-aditivo, dominante y recesivo. En estos
andlisis identificamos siete variantes genéticas ACOXLissgosser4, CASPS8rs3769825,
GRAMD 1 Bis35923643, MYNNrs1093659, PRKD 2511083846, TERCis12638862 y
ZBTB7A|MAP2K 257254272 asociadas con el THPT a un nivel de significacion de p < 0,05
(Tabla 18). Aunque estos hallazgos resultan potencialmente interesantes, es importante
destacar que ninguna de estas asociaciones se mantuvo significativa tras la correccion por
comparaciones multiples (0,05/41 SNPs/3 modelos = 0,0004). Estos datos, sugieren que

el efecto de estos genes en la determinacion del THPT es nuevamente débil.
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Tabla. 18. Asociacion de variantes de riesgo identificadas mediante GWAS para LLC y THPT.

Alelo 5

SNP Chr  Genes riesgo HR (IC95%)° p  HR(IC95%) P  HRIC95%)" p
rs4368253 18 Aﬁégigj% | 1,03 (0,74-1,42) 0,871 0,62 (0,31-125) 0,184 1,18 (0,80-1,74) 0,413
rs1439287 2 ACOXL T 1,05(0,81-137) 0,708 0,98 (0,65-1,50) 0,943 1,18 (0,76-1,83) 0,469
rs58055674 2 ACOXL C 1,39 (1,02-1,90) 0,036 1,60 (1,08-2,38) 0,019 1,18 (0,51-2,73) 0,696
rs7944004 11 ASCL2 | T 1,04 (0,78-1,39) 0,769 1,01 (0,61-1,67) 0,967 1,09 (0,71-1,68) 0,684

Cllorf1
rs4987855 18 BCL2 G 075(0,44-127) 0,281 NA NA 0,73 (0,43-125) 0,256
rs2651823 11 C;g]]f;ﬁ; 2' A 1,12 (0,85-1,46) 0,418 1,13(0,73-1,76) 0,591 1,20 (0,77-1,85) 0,423
rs1476569 4  CAMK2D G 1,01 (0,76-1,35) 0,951 1,02 (0,69-1,51) 0,915 0,99 (0,54-1,82) 0,971
rs3769825 2 CASPS T 1,41 (1,06-1,87) 0,017 1,56 (0,98-2,47) 0,059 1,58 (1,00-2,48) 0,048
rs7558911 2 CFLAR A 1,21(0,93-1,58) 0,163 1,23(0,78-195) 0,375 1,35(0,89-2,05) 0,155
rs1036935 18 CXXCI A 1,13 (0,83-1,53) 0,446 1,14(0,77-1,69) 0,503 1,24 (0,59-2,61) 0,568
1s1359742 9 DMRTAI G 0,98(0,74-1,30) 0,884 0,85(0,54-1,32) 0468 1,11(0,72-1,73) 0,636
rs6546149 2 DTNB G 095(0,69-1,31) 0,769 0,90 (0,61-1,33) 0,587 1,14(0,55-2,36) 0,723

EOMES |

rs9880772 3 0,96 (0,73-1,24) 0,735 0,96 (0,64-1,43) 0,831 0,91 (0,56-1,48) 0,717

LINC01980
rs13015798 2 FAMI126B 0,92 (0,68-1,23) 0,567 0,88 (0,45-1,70) 0,695 0,90 (0,61-1,33) 0,605
1s6586163 10 FAS 0,81 (0,62-1,07) 0,139 0,80 (0,51-1,26) 0,339 0,72 (0,45-1,13) 0,150
1s2267708 7 GPR37 0,76 (0,58-1,00) 0,052 0,69 (0,46-1,03) 0,069 0,71 (0,43-1,16) 0,172
rs2953196 11 GRAMDIB 0,82 (0,59-1,14) 0,240 0,85(0,34-2,10) 0,724 0,76 (0,50-1,16) 0,202

A
A
T
G
rs35923643 11 GRAMDIB G 0,71 (0,52-0,98) 0,040 0,68 (0,46-1,02) 0,061 0,54 (0,23-1,28) 0,164
C
A
A
A
C

rs3800461 6 ILRUN 0,97 (0,61-1,54) 0,881 0,94 (0,55-1,60) 0,808 1,17(0,27-5,08) 0,832
rs9392504 6 IRF4 0,94 (0,72-1,23) 0,648 1,07 (0,63-1,81) 0,800 0,83 (0,55-1,26) 0,380

rs391855 16 IRF8 1,14 (0,87-1,49) 0,336 1,28 (0,77-2,14) 0,341 1,15(0,77-1,72) 0,503

rs898518 4 LEFI 1,16 (0,87-1,54) 0,310 1,58 (0,82-3,04) 0,172 1,09(0,74-1,62) 0,650
rs34676223 1 MDS?2 1,28 (0,96-1,71) 0,098 1,96 (0,94-4,07) 0,073 1,24 (0,84-1,82) 0,280
1s57214277 4 A]i[])]]\l]léégf623| T 1,10 (0,85-1,43) 0,456 1,28 (0,86-1,91) 0,225 0,97 (0,58-1,61) 0,897
rs10936599 3 MYNN C 1,03 (0,73-1,46) 0,866 0,42 (0,21-0,83) 0,013 1,30(0,85-1,98) 0,222
rs11715604 3 NCK1 T 0,78 (0,55-1,10) 0,158 0,59 (0,24-1,48) 0,263 0,77 (0,51-1,17) 0,225
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rs6489882

rs140522

rs2236256

rs11637565

rs17246404

rs2511714

rs11083846

rs888096

rs41271473

rs73718779

rs12638862

rs7705526

1561904987

rs926070

187254272

12 0AS3 G 1,01 (0,76-1,34) 0,929 1,06 (0,70-1,59) 0,797 0,96 (0,56-1,63)
22 ODF3B 0,88 (0,66-1,18) 0,391 0,86 (0,58-1,28) 0,452 0,81 (0,43-1,53)
OPRMI |
6 IPCEFI C 1,06 (0,79-1,41) 0,704 0,79 (0,52-1,21) 0,279 1,50 (0,97-2,33)
PCAT29 |
15 LOCI079847 G 0,90 (0,68-1,20) 0,482 1,04 (0,67-1,61) 0,874 0,67 (0,38-1,16)
88
7 POTI C 1,14 (0,83-1,56) 0425 1,63(0,70-3,79) 0257 1,08 (0,72-1,61)
POUSFIP2
g POUS | G 0,97 (0,72-1,31) 0,838 0,93 (0,61-1,40) 0,721 1,03 (0,57-1,86)
ODFI
19 PRKD?2 A 1,34 (1,00-1,80) 0,050 1,21(0,82-1,78) 0,331 2,31 (1,31-4,08)
OPCT |
2 evusanse M 1,02 (0,76-1,35) 0,912 0,96 (0,64-1,44) 0,851 1,14 (0,66-1,96)
1 RHOU G 0,76 (0,50-1,13) 0,176 0,85 (0,26-2,76) 0,786 0,69 (0,42-1,13)
6  SERPINB6 A 1,15(0,74-1,78) 0,536 1,09 (0,68-1,74) 0,734 2,86 (0,69-11,9)
3 TERC A 0,94 (0,66-1,33) 0,715 0,40 (0,19-0,84) 0,015 1,12 (0,74-1,69)
5 TERT A 0,92 (0,70-1,23) 0,589 0,79 (0,53-1,17) 0,240 1,13 (0,69-1,86)
TMPR
11 SS3 | T 1,28 (0,86-1,92) 0,228 1,35(0,85-2,16) 0,203 123 (0,30-5,10)
DRD?2
6  TSBPI-ASI A 1,00 (0,74-1,35) 0,987 0,87 (0,45-1,69) 0,684 1,04 (0,71-1,54)
ZBTB7A |
19 ok A 0,74 (0,51-1,07) 0,110 0,62 (0,41-0,96) 0,030 1,34 (0,58-3,09)

Abreviaturas: SNP, polimorfismo de un solo nucledtido; HR, Hazard Ratio; NA, No Aplica. Resultados
significativos en negrita (p<0,05). & Analisis de regresion de Cox asumiendo un modelo de herencia log-
aditivo. T Analisis de regresion de Cox asumiendo un modelo de herencia dominante. ¥ Analisis de
regresion de Cox asumiendo un modelo de herencia recesivo.

Resulta interesante interesante sefialar que, aunque ninguna de las variantes genéticas
evaluadas mostr6 una asociacion significativa con el THPT, cuatro de ellas
(CASPS8:s3769825, MYNNrs10936599, PRKD2rs11083846 Y TERCrs12638862) habian  sido
identificadas previamente como potencialmente asociadas con la SG en los andlisis
previos. Este hallazgo sugiere que, si bien estas variantes no parecen influir de manera
significativa en la SG o en la progresion de la enfermedad medida por THPT, podrian
estar relacionadas con otros aspectos de la evolucion de la LLC, lo que justifica un analisis

mas detallado para comprender su impacto clinico.

A diferencia de lo que ocurria para el analisis de la SG, en el andlisis de la asociacion con

el THPT existia un estudio previo de GWAS (W. Y. Lin et al., 2021). Que nos permitid
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realizar un meta-analisis para confirmar los resultados obtenidos en nuestro estudio. Al
integrar los datos de nuestro estudio con los del GWAS de este estudio, pudimos descartar
definitivamente la existencia de un efecto de las variantes genéticas de susceptibilidad
identificadas por GWAS sobre la progresion de la enfermedad. Estos resultados sugieren
que el proceso de inicio y progresion de la enfermedad no estan determinados por los

mismos genes y, probablemente, por los mismos mecanismos biologicos.

Tabla 19. Meta-analisis de las estimaciones de asociacion de las variantes de riesgo identificadas mediante

Antonio José Cabrera Serrano

GWAS para la LLC y la THPT en las cohortes CRuCIAL con un estudio de GWAS previo.

Chr

18

2
2
11

18

11

2
10
7

11

Genes

AC107990.1 |
NFE2L3P1

ACOXL
ACOXL
ASCL2 | Cllorf21
BCL2

Cllorf21 |
TSPAN32

CAMK2D
CASPS
CFLAR
CXXClI

DMRTAI
DTNB

EOMES |
LINC01980

FAMI126B
FAS
GPR37

GRAMDIB

Alelo
riesgo

4 QQ @ » » 34 Q@ » Qo 4 o A4 0

Q = » »

Cohorte CRuCIAL

(354 casos de LLC)

HR (I1C95%)?

1,03 (0,74-1,42)

1,05 (0,81-1,37)
1,39 (1,02-1,90)
1,04 (0,78-1,39)

0,75 (0,44-1,27)
1,12 (0,85-1,46)

1,01 (0,76-1,35)
1,41 (1,06-1,87)
1,21 (0,93-1,58)
1,13 (0,83-1,53)
0,98 (0,74-1,30)

0,95 (0,69-1,31)
0,96 (0,73-1,24)

0,92 (0,68-1,23)
0,81 (0,62-1,07)
0,76 (0,58-1,00)

0,82 (0,59-1,14)

p
0,871

0,708
0,036
0,769

0,281

0,418

0,951
0,017
0,163
0,446
0,884

0,769

0,735

0,567
0,139
0,052

0,240

Lin et al. (2021)

(755 casos de LLC)

HR (I1C95%)?

1,03 (0,87-1,17)

1,00 (0,86-1,12)
0,98 (0,84-1,15)
NA

0,82 (0,45-1,10)
0,93 (0,80-1,07)

0,99 (0,85-1,15)
1,10 (0,96-1,22)
0,81 (0,63-0,97)
0,96 (0,83-1,13)
0,93 (0,76-1,07)

0,86 (0,73-1,01)
1,00 (0,87-1,12)

0,78 (0,57-0,96)
1,00 (0,86-1,13)
0,98 (0,85-1,12)

1,16 (0,99-1,31)

p
0,684

0,990
0,837
NA

0,230

0,302

0,898
0,149
0,019
0,660
0,344

0,067

0,954

0,015
0,972
0,743

0,065

Meta-analisis

(1109 casos de LLC)

HR (IC95%)°

1,03 (0,85-1,19)

1,01 (1,16-0,88)
1,08 (0,89-1,23)
1,04 (1,35-0,80)

0,78 (0,33-1,10)
0,98 (1,14-0,84)

1,00 (0,83-1,14)
1,01 (1,18-0,87)
0,94 (1,10-0,80)
1,01 (1,19-0,85)
0,94 (0,77-1,10)

0,87 (0,64-1,06)
0,98 (1,13-0,86)

0,85 (1,02-0,71)
0,95 (1,11-0,82)
0,91 (1,07-0,78)

1,06 (0,84-1,23)

p
0,726

0,858
0,398
0,783

0,205

0,796

0,955
0,870
0,421
0,949
0,506

0,192

0,828

0,076
0,527
0,273

0,596

Phet
0,985

0,765
0,096
1,000

0,734

0,303

0,917
0,018
0,048
0,444
0,778

0,652

0,815

0,556
0,249
0,176

0,102

100
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11

12

22

15

11

6

19 ZBTB7A|MAP2K2

Abreviaturas: SNP, polimorfismo de un solo nucleétido; HR, Hazard Ratio. 1C, intervalo de confianza;
Phet, Pvalue de heterogeneidad; El meta-analisis se realizd asumiendo un modelo de efectos fijos.
Resultados significativos en negrita (P<0,05). n Los autores informan el efecto encontrado para el
62410363 (un SNP en completo desequilibrio de ligamiento con el rs11715604, r?> = 0,97).  El analisis
de regresion de Cox se ajusto por edad, sexo y pais de origen y se calculd de acuerdo con el modelo log-
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ILRUN
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OPCT | RNU6-
1116P

RHOU
SERPINB6
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TMPRSSS5||DRD2
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aditivo de herencia.

>

G
A
A
A
T
A

A

0,71 (0,52-0,98)
0,97 (0,61-1,54)
0,94 (0,72-1,23)
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1,34 (1,00-1,80)

1,02 (0,76-1,35)

0,76 (0,50-1,13)
1,15 (0,74-1,78)
0,94 (0,66-1,33)
0,92 (0,70-1,23)
1,28 (0,86-1,92)
1,00 (0,74-1,35)

0,74 (0,51-1,07)

0,040
0,881
0,648
0,336
0,310

0,098

0,456
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0,158
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0,391
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0,912

0,176
0,536
0,715
0,589
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A pesar de los resultados obtenidos, decidimos evaluar si la construccion de modelos de
prediccion PRSs con las siete variantes asociadas con THPT podrian ser utiles para
predecir la progresion de la enfermedad en la cohorte CRuCIAL. Para ello, realizamos
PRSs ponderados y no ponderados en un subconjunto de 323 casos para el modelo del
80% de tasa de genotipado y 290 casos para el modelo del 100% de tasa de genotipado.
Ajustando estos modelos por la edad, el sexo y el pais de origen. Al igual que los modelos
predictivos construidos para SG, encontramos una asociaciéon modesta entre los PRSs
ponderados y no ponderados y la progresion de la enfermedad en pacientes con LLC. En
los modelos de PRSs del 100% de tasa de genotipado se observo una HR = 2,66, IC del
95% 1,45-4,88, p = 1,50x107° para el quintil mas alto con respecto al mas bajo de la
puntuacién no ponderada, con una AUROC = 0,59, IC del 95 % 0,52-0,66, y HR = 3,87,
IC del 95% 1,89-7,94, p = 2,10x10"* para el quintil mas alto en comparacién con el mas
bajo de la puntuacioén ponderada, con una AUROC = 0,60, IC del 95 % 0,53-0,67. Para
los modelos de 80% de tasa de genotipado, se observo una HR = 3,00, IC del 95% 1,75—
5,12, p=15,90x10"° para el quintil mas alto vs. el mas bajo de la puntuacion no ponderada,
con una AUROC = 0,61, IC del 95 % 0,54-0,67, y HR = 3,58, IC del 95% 1,85-6,93, p =
1,50x107* para el quintil més alto vs. el més bajo de la puntuacién ponderada, con una

AUROC = 0,61, IC del 95 % 0,55-0,67 (Tabla 20).

Tabla 20. Asociaciones entre PRSs ponderados y no ponderados y THPT.

Puntuaje de riesgo poligénico (n=290) AUROC
Quintiles HR IC95%* p AUROC (IC95%)
1 1,00
2 1,23 (0,68-2,22) 0,487
Sin ponderar, sujetos con 100% tasa de 3 } B
genotipado 4 1,89 (1,08-3,31) 0,026
5 2,66 (1,45-4,88)  1,50x107

Continuo® 1,26 (1,11-1,45) 6,20x10% 0,59 (0,52-0,66)

1 1,00 -
2 2,22 (1,05-4,71) 0,037
P jet 100% tasa d
onderados, suje 0§ con % tasa de 3 1,45 (0,66-3,16) 0.353
genotipado
4 2,34 (1,14-4,79) 0,020
5 3,87 (1,89-7,94) 2,10x10°%
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Continuo® 1,32 (1,13-1,54)  5,17x10"* 0,60 (0,53-0,67)

Puntuaje de riesgo poligénico (n=323) AUROC
Quintiles HR IC95%* p AUROC (IC95%)
1 1,00 -
2 1,27 (0,73-2,21) 0,392
Sin ponderar, sujetos con 80% tasa de 3 ) B
genotipado 4 1,85 (1,07-3,19) 0,027
5 3,00 (1,75-5,12) 5,90x10

Continuo® 1,29 (1,14-1,46)  4,40x10™ 0,61 (0,54-0,67)

1 1,00
2 1,89 (0,93-3,85) 0,080
Ponderados, sujetos con 80% tasa de 3 1,64 (0,81-3,32) 0,172
genotipado 4 2,64 (1,37-5,10)  3,80x10-
5 3,58 (1,85-6,93) 1,50x10

Continuo® 1,34 (1,16-1,54) 6,60x107% 0,61 (0,55-0,67)

a HR, hazards ratio; IC, intervalo de confianza. Todos los analisis se ajustaron por edad, sexo y region
geografica de origen. b La unidad para el analisis con la variable continua fue el incremento de un quintil.
Resultados significativos destacados en negrita (p < 0,05).

En este caso, la capacidad predictiva global de los PRSs, mejoraba aproximadamente un
10% la deteccion de la progresion de la enfermedad medida mediante el THPT
(AUROC=0,61; Tabla 20). Sin embargo, dada la modesta asociacion observada y el
limitado tamafio de la poblacion analizada, no pudimos demostrar la utilidad de estas
variantes genéticas para predecir el THPT. No obstante, considerando el relativamente
bajo poder estadistico de nuestro estudio (80% de poder para detectar un HR de 1,45 para
un SNP con una frecuencia de 0,25) y el escaso numero de estudios que evaltan el
impacto de las variantes de riesgo identificadas por GWAS para la LLC sobre la SG y el
THPT, no podemos descartar la posibilidad de que algunos de estos SNPs puedan tener

un efecto mas fuerte en la modulacion de estos pardmetros.
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5.3. Analisis funcionales de las variantes de riesgo identificadas mediante GWAS

para la LLC sobre la supervivencia y progresion de la enfermedad

Los andlisis funcionales realizados en la cohorte del HFGP en relacién a los SNPs de
susceptibilidad para LLC ya fueron previamente publicados por nuestro grupo (Garcia-
Martin et al., 2022). Estos experimentos funcionales mostraron interesantes correlaciones

que se detallan a continuacion.

Los portadores del alelo CXXCls10369354 que tenian una peor SG (p = 0,008; Tabla 16)
tenian ademas un nimero menor de células B CD19°CD20" circulantes (p = 0,00046;
Figura 12). Este tipo celular es un subconjunto de células B poco expresadas en pacientes
con LLC en comparacion con otras neoplasias malignas de células B (Garcia-Martin et
al., 2022; Ginaldi et al., 1998). El locus CXXCI codifica una proteina del complejo
SETDI1 que actiia como un activador transcripcional epigenético que, cuando se desregula
ha demostrado inducir la progresiéon tumoral (M. Wu et al., 2018) y reducir la

supervivencia (J. Wu et al., 2020).

Figura 12. Correlacion del CXXCl,s1036035 con el numero absoluto de células B CD197CD20* (Garcia-
Martin et al., 2022).
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Los portadores del alelo /IRF8s391855a que tenian ligeramente incrementada la SG (p =
0,021; Tabla 16), correlacionan con un mayor numero de células B de memoria CD27"
IgM IgD™ (p = 3,39x107; Figura 13A) y células T de memoria central CD4"CD45RA"
CD27* (p = 0,0001; Figura 13B). El locus IRF8§ codifica para un factor de transcripcion
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de la familia de los factores reguladores del interferon (IFN) que se expresan en células
endoteliales y epiteliales, pero principalmente en células del sistema inmunitario. El gen
IRF 8 regula la expresion de genes estimulados por los IFN de tipo I que, a su vez, afectan
la activacion y supervivencia de las células B mediada por el factor activador de células
B (BAFF) (Kiefer et al., 2012). Ademas, se ha descrito que /RF'§ orquesta la respuesta
adaptativa de las células NK y es un regulador maestro de la diferenciacion de las células
T CD8/CD4 (Miyagawa et al., 2012). Estas evidencias podrian explicar porque los
pacientes portadores del genotipo la mayor SG de los pacientes portadores del genotipo
IRF 8539185544 tienen una mayor SG en comparacion con los pacientes que no portan este

genotipo.

Figura 13. [A] Correlacion del IRF8,s391855 con el nimero absoluto de células B circulantes de memoria
CD27-IgM—IgD— con cambio de clase; [B] Correlacion del IRFS8,391355 con el nimero absoluto de células

T CD4+CD45RA—CD27+ de memoria central (Garcia-Martin et al., 2022).
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Los portadores del alelo GRAMD 1 Bis35923643G que asocia ligeramente con un mayor THPT
(» = 0,040; Tabla 18) mostraban un mayor numero de células B transicionales
CD24'CD38" en sangre y mayores concentraciones séricas circulantes de ILISR1 (p =
4,25-10° y 0,00085 respectivamente; Figura 14) (Garcia-Martin et al., 2022). Esta
variante genética ha sido identificada como la variante genética mas asociadas con el
riesgo a desarrollar LLC a través de numerosos estudios de GWAS (Berndt et al., 2016,
2022; Law, Sud, et al., 2017) y de validacion en cohortes independentes (Garcia-Martin
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et al., 2022). Las células B CD24"CD38" son células B reguladoras (Breg) con un efecto
inmunosupresor dependiente de IL10 (Carter et al., 2011) que perjudica la funcion de las
células presentadoras de antigeno (APC, por sus siglas en inglés) y la liberacion de
citocinas proinflamatorias por los monocitos, limitando asi la respuesta inmunitaria del
huésped contra las células cancerosas. En consonancia con nuestros hallazgos
funcionales, se ha descubierto que la expresion de IL18R1 estd desregulada en los
trastornos linfoproliferativos cronicos de células B, incluida la LLC, lo que podria
contribuir al escape del tumor del sistema inmunitario del huésped (Airoldi et al., 2004).
Ademas, los analisis in silico del SNP GRAMD I Brs35923643 muestran por un lado que esta
variante genética se encuentra en asociada a una region reguladora con numerosas marcas
de histonas para células B primarias de sangre del cordon umbilical y sangre periférica y
monocitos primarios y determina motivos alterados para factores de transcripcion como
PU1, MEF2A, POU2F2, NKFB, OCT2 e IRF444, que también se han vinculado con la
aparicion de LLC (Law, Berndt, et al., 2017). Por otro lado, los andlisis in silico llevados
a cabo en el GTex Portal muestran que el SNP GRAMDB:s35923643 S€ correlaciona de
forma muy significativa con un aumento de la expresion del propio gen GRAMDIB en
sangre periférica (p = 3,10x10%; Figura 15) y que, por tanto, su presencia podria afectar
al estado de la cromatina y a las marcas epigenéticas de metilacion en monocitos CD14"

y células B de sangre periférica.

Figura 14. [A] Correlacion de GRAMDI1Bx35923643 con el nimero absoluto de células B transicionales
CD24738"; [B] Correlacion de GRAMDI1Bis35023643 con los niveles de concentraciones séricas de IL18R1

(Garcia-Martin et al., 2022).
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Figura 15. Resultados funcionales in silico de expresion génica derivados del analisis de expression

quantitative trait loci (eQTLs) de GRAMD1Bs35923643 utilizando datos obtenidos de GTEx Portal.
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Por tultimo, los andlisis funcionales en el HFGP mostraron que, los portadores del
genotipo PRKD 2110838464 asociado con una menor SG de los pacientes (p =0,027; Tabla
16) y un menor THPT (p = 0,004; Tabla 18) tenian menor cantidad circulante de células
B transicionales CD24"CD38" (p = 0,00075; Figura 16). Estas células B se encuentran en
una fase intermedia de diferenciacion entre las células B inmaduras de la médula 6sea y
las células B maduras periféricas. Desempefian un papel esencial en la tolerancia
inmunologica central y periférica, ayudando a prevenir la activacion de linfocitos
autorreactivos que podrian desencadenar respuestas inmunitarias alteradas (Caligaris-
Cappio & Hamblin, 1999). La disminucion de este tipo celular podria afectar la respuesta
inmunitaria antitumoral y al mantenimiento de un entorno inmunosupresot, favoreciendo
la supervivencia de las células afectadas y contribuyendo a la progresion de la enfermedad
(Ahsberg et al., 2020). Por otro lado, los analisis in silico para este SNP PRKD 211083846
han demostrado que constituye un eQTL para los genes PRKD2 y FKRP en sangre
completa (p = 1,19x103; p = 6,42x10°%; respectivamente; Figura 17), entre otros genes
(incluidos SLCI1A45 y CALM3). Estos genes se han relacionado con la aparicion de LLC
(Sillé et al., 2012) y suelen aparecer alterados epigenéticamente en la leucemia
participando en el control del ciclo celular y la respuesta inmune del huésped lo que

favorece la progresion de la enfermedad (Navarrete-Meneses & Pérez-Vera, 2017).

107



Tesis doctoral Antonio José Cabrera Serrano

Figura 16. Correlacion de PRKD211083846 con el niimero absoluto de células B transicionales CD24738"

(Garcia-Martin et al., 2022).
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Figura 16. Resultados funcionales in silico de expresion génica derivados del andlisis de expression

quantitative trait loci (eQTLs). de PRKD2s11083346 utilizando datos obtenidos de GTEx Portal.
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Segunda fase del estudio

5.4. Impacto de las variantes genéticas asociadas con la autofagia en el riesgo a

desarrollar la LLC

En la segunda fase de este estudio, se realizd un meta-andlisis de las variantes genéticas
seleccionadas, asociadas con la autofagia, en diversas poblaciones de descubrimiento, con
un total de 4.272 pacientes con LLC y 724.567 controles sanos. Estas poblaciones
incluyeron la cohorte del consorcio InterLymph, (con 3.099 pacientes con LLC y 7.666
controles sanos), el proyecto de investigacion del genoma FinnGen (668 pacientes con
LLC y 314.189 controles sanos), y el UK Biobank (505 pacientes con LLC y 402.712
controles sanos). En la Tabla 21 se muestran los principales SNPs resultantes del meta-
analisis de estas poblaciones que cumplieron los siguientes criterios: independencia
genética (r* < 0,1), una asociacion con el riesgo de LLC con p < 0,0001 y sin una

heterogeneidad significativa entre poblaciones (puet > 0,05).
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Tabla 21. Meta-analisis de las variantes de riesgo relacionadas con la autofagia para la LLC en las cohortes de descubrimiento.

Cohorte FinnGen
Ristey 10
(N =668 casosde LLCy

Cohorte InterLymph Cohorte UKBiobank Meta-andlisis de descubrimiento

(N=3.099 casos de LLCy (N =505casosde LLCy (N =4.272 casos de LLC y 724.567

SNP Genes Chr Q‘g{% 7.666 controles sanos) 402.712 controles sanos) 314.189 controles sanos) controles sanos)

OR (1C95%) p OR (1C95%) p OR (1C95%) p OR (1C95%) p phet

rs59952010 ARSB 5 T 1,13(1,06-1,21)  2,16x10* 1,17 (1,03-1,34) 0,020 1,05 (0,93-1,19) 0,418  1,13(1,06-1,19) 6,29x10° 0,831
rs210143 BAK1 6 C 1,21 (1,13-1,30)  9,52x10°® 1,08 (0,94-1,24) 0,260 1,29 (1,13-1,48)  1,65x10* 1,20 (1,13-1,27) 3,39x10° 0,083
rs4987852 BCL2 18 C 1,43 (1,28-1,61)  1,61x10° 1,06 (0,84-1,34) 0,640 1,47 (1,27-1,72)  5,30x107 1,38 (1,26-1,51) 5,40x10? 0,148
rs4987856 BCL2 18 T 0,69 (0,66-0,77)  3,55x10* 0,75 (0,60-0,93) 7,50x10° 0,87 (0,68-1,11) 0,249 0,72 (0,66-0,80) 7,35x10** 0,518
rs1026825 BCL2 18 G 1,09 (1,03-1,16)  4,08x10° 1,21 (1,07-1,37) 3,50x10° 1,10 (0,99-1,23) 0,078  1,12(1,06-1,18) 6,62x10° 0,672
rs11152374 BCL2 18 A 1,12 (1,04-1,21)  3,72x10° 1,15 (0,99-1,34) 0,078 1,09 (0,97-1,24) 0,159  1,12(1,05-1,20) 5,42x10* 0,377
rs4940571 BCL2 18 G 1,20 (1,08-1,34)  9,11x10* 1,19 (0,96-1,47) 0,120 1,13 (0,96-1,34) 0,143  1,18(1,08-1,29) 3,05x10* 0,969
rs7236090 BCL2 18 C 1,10 (1,03-1,17)  3,84x10°% 1,16 (1,02-1,32) 0,017 1,09 (0,98-1,22) 0,121 1,11(1,05-1,17) 1,92x10* 0,896
rs12457371 BCL2 18 G 0,89 (0,83-0,94) 3,66x10* 0,91 (0,79-1,05) 0,210 0,86 (0,77-0,97) 0,010 0,88 (0,83-0,93) 2,77x10° 0,988
rs3731204 CDKN2A 9 C 0,79 (0,72-0,87)  4,42x107 0,76 (0,64-0,91) 2,90x10° 0,76 (0,63-0,91)  3,41x10° 0,78 (0,72-0,85) 1,03x10° 0,972
rs4947976 EGFR 7 A 1,03 (0,97-1,09) 0,383 1,22 (1,08-1,38) 2,40x10° 1,12 (1,01-1,25) 0,039  1,15(1,07-1,24) 1,15x10* 0,780
rs1926194 FAS 10 A 1,27 (1,19-1,35)  1,15x10°*%° 1,32 (1,16-1,50) 1,70x10° 1,34 (1,20-1,50)  1,61x107 1,29 (1,23-1,36) 4,73x10% 0,145
rs7584971 ITGA6 2 A 1,01 (0,93-1,11) 0,800 1,20 (1,00-1,44) 0,050 1,22 (1,08-1,38)  1,14x10° 1,17 (1,07-1,29) 6,07x10* 0,578
rs11839271  LPARG, RB1 13 T 0,90 (0,84-0,96) 2,28x107 0,92 (0,80-1,05) 0,220 0,89 (0,79-1,00) 0,052 0,90 (0,85-0,96) 4,34x10* 0,991
rs6829366 NAF1 4 T 1,13(1,05-1,21)  1,49x10° 1,16 (1,00-1,35) 0,055 1,05 (0,91-1,21) 0,478  1,12(1,05-1,20) 4,26x10* 0,022
rs143052840 PRKCD 3 A 1,25(1,09-1,44)  1,14x10° 1,54 (1,19-1,98) 7,30x10* 0,96 (0,72-1,29) 0,786 1,26 (1,11-1,42) 1,80x10* 0,339
rs6910366 TFEB 6 G 0,83 (0,76-0,91)  5,11x10°5 0,84 (0,70-1,02) 0,068 0,94 (0,81-1,09) 0,429 0,86 (0,80-0,93) 8,28x105 0,850
rs2645488 VMP1 17 G 1,14 (1,07-1,22)  1,60x10* 1,19 (1,03-1,36) 0,017 0,95 (0,85-1,07) 0,403 1,11 (1,04-1,18) 7,71x10* 0,043
rs17885803 WRAP53, TP53 17 T 1,27 (1,11-1,44)  2,93x10* 1,36 (1,06-1,76) 0,017 1,10 (0,93-1,31) 0,265  1,22(1,11-1,36) 1,10x10“* 0,480

Abreviaturas: SNP, polimorfismo de un solo nucleétido; Chr, cromosoma; OR, Odd Ratio; IC, intervalo de confianza; p, Pvalue, Estimaciones calculadas segiin un modelo log-

aditivo de herencia y ajustadas por edad, sexo y pais de origen, El meta-analisis se realizo asumiendo un modelo de efectos fijos utilizando METAL, P < 2,63x107 en negrita.
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Tras los analisis estadisticos, se consideraron asociaciones estadisticamente significativas
aquellas que tenian un valor de p por debajo del umbral de significancia para el test de
comparaciones multiples (establecido en p = 2,63x107°; 0,05/1,903 SNPs
independientes/l modelo de herencia. Este criterio permitio identificar y analizar solo
aquellas variantes que mostraban una asociacion robusta con la LLC, minimizando asi el

riesgo de falsos positivos.

Tras el filtrado considerando los criterios de validacion arriba descritos, se seleccionaron
para el analisis de genotipado y asociaciéon en la poblacion de replicacion de CRuCIAL
todas las variantes que asociaban con el riesgo a desarrollar LLC. Se excluyeron de la
etapa de replicacion aquellos marcadores que habian sido descritos como marcadores de
susceptibilidad en estudios previos de GWAS. Un total de 11 SNPs (Tabla 15) fueron
seleccionados para el andlisis de asociacion en la cohorte CRuCIAL, que incluy6 1.200
pacientes con LLC y 1.898 controles sanos. Las caracteristicas clinicas y demograficas
de los pacientes de la cohorte de replicaciéon de CRuCIAL se han descrito previamente en
la Tabla 12. Se llevo a cabo un andlisis de asociacion entre los casos y controles tras el
genotipado de los SNPs seleccionados, utilizando un modelo de regresion logistica
multivariable. Este andlisis se ajust6 por variables demograficas, incluyendo sexo, edad
y pais de origen, y se basd en un modelo de herencia log-aditivo para facilitar el meta-
analisis con las poblaciones de descubrimiento que dio lugar a los resultados finales de
asociacion. En total, este meta-andlisis incluyd cuatro grandes poblaciones europeas,
compuestas por 5.472 pacientes con LLC y 726.465 controles sanos. El meta-analisis de
estas cuatro cohortes independientes permitidé confirmar la asociacion significativa de
variantes que no habian sido previamente descritas en estudios de GWAS o genes
candidato. Dichas variantes y su nivel de asociacion con el riesgo a desarrollar LLC se

describen en detalle en la Tabla 22.
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Tabla 22. Meta-analisis general de las estimaciones de asociacion de las variantes de riesgo relacionadas con la autofagia para la LLC.

Meta-analisis de descubrimiento Cohorte CRuUCIAL Meta-analisis final
(N =4272 casos de LLC y 724.567 (N=1200casosde LLCy (N =5472 casos de LLCy 726465
SNP Genes Chr Q(Iailt?) controles sanos) 1898 controles sanos) controles sanos)

OR (1C95%) P Pret OR (1C95%) P OR (1C95%) P PhHet

rs59952010 ARSB 5 T 1.13 (1.06-1.19)  6.29x10"% 0.831 - - - - -

rs210143 BAK1 6 C 1.20 (1.13-1.27)  3.39x10%  0.083 - - - - -

rs4987852 BCL2 18 C 1.38 (1.26-1.51)  5.40x107%? 0.148 - - - - -

rs4987856 BCL2 18 T 0.72 (0.66-0.80)  7.35x10°% 0.518 - - - - -
rs1026825 BCL2 18 G 1.12 (1.06-1.18)  6.62x10"% 0.672 1.06 (0.94-1.19) 0.353 1.11 (1.06-1.16) 1.75x10% 0.698
rs11152374 BCL2 18 A 1.12 (1.05-1.20)  5.42x10* 0.377 0.97 (0.84-1.13) 0.716 1.10 (1.04-1.16) 1.13x10® 0.193
rs11839271 LPARG6, RB1 13 T 0.90 (0.85-0.96)  4.34x10°% 0.991 1.13 (0.96-1.33)* 0.131 0.92 (0.88-0.97) 1.63x10 0.268
rs12457371 BCL2 18 G 0.88 (0.83-0.93) 2.77x10°% 0.988 0.92 (0.78-1.08) 0.294 0.89 (0.84-0.93) 3.69x10% 0.989
rs143052840 PRKCD 3 A 1.26 (1.11-1.42)  1.80x10°%* 0.339 0.82 (0.62-1.00) ¥ 0.152 1.18 (1.06-1.31) 1.59x10% 0.027
rs3731204 CDKN2A 9 C 0.78 (0.72-0.85)  1.03x10"%® 0.972 0.80 (0.67-0.94) 8.72x10%  0.78(0.73-0.84) 1.57x10*? 0.982
rs4940571 BCL2 18 G 1.18 (1.08-1.29)  3.05x10* 0.969 1.40 (1.15-1.71)  8.66x10* 1.21(1.12-1.31) 3.25x10% 0.445

rs1926194 FAS 10 A 1.29 (1.23-1.36)  4.73x102% 0.145 - - - - -

rs7584971 ITGA6 A 1.17 (1.07-1.29)  6.07x10* 0.578 - - - - -
rs4947976 EGFR 7 A 1.15(1.07-1.24)  1.15x10™ 0.780 1.02 (0.91-1.14)" 0.723 1.11 (1.05-1.17) 4.04x10** 0.360
rs6829366 NAF1 4 T 1.12 (1.05-1.20)  4.26x10°%* 0.022 1.14 (0.98-1.31) 0.087 1.12 (1.06-1.19) 5.73x10% 0.024
rs6910366 TFEB 6 G 0.86 (0.80-0.93)  8.28x10"% 0.850 1.07 (0.85-1.33)* 0.574 0.87 (0.82-0.93) 8.74x10% 0.474
rs7236090 BCL2 18 C 1.11 (1.05-1.17)  1.92x10%* 0.896 0.99 (0.88-1.12) 0.912 1.10 (1.04-1.15) 1.83x10% 0.746

rs2645488 VMP1 17 G 1.11(1.04-1.18)  7.71x10™ 0.043 - - - - -

rs17885803 WRAP53, TP53 17 T 1.22 (1.11-1.36)  1.10x10* 0.480 - - - - -

Abreviaturas: SNP, polimorfismo de un solo nucle6tido; Chr, cromosoma; OR, Odds Ratio; IC, intervalo de confianza; P, Pvalue, Estimaciones calculadas segun un modelo log-
aditivo de herencia y ajustado por edad y sexo, El meta-anilisis se realizé asumiendo un modelo de efectos fijos utilizando el software METAL, P < 2,63x107 en negrita, ¥ Las
estimaciones de asociacion se calcularon en un subconjunto de 1.055 controles sanos y 1.024 casos de LLC de la cohorte CRuCIAL, Los autores informan el efecto encontrado
para el rs12718945 (un SNP en completo desequilibrio de ligamiento con el 154947976, r>=0,996).
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El meta-analisis identifico, por primera vez, una asociacion significativa con el riesgo a
desarrollar LLC para los SNPs CDKN2A:s3731204, BCL21s1026825, BCL21512457371 Y
BCL 254940571, con el riesgo a desarrollar LLC (OR = 0,78, 1C95% 0,73-0,84, p =
1,57x10712; OR = 1,11, 1C95% 1,06-1,16, p = 1,75%107°; OR = 0,89, 1C95% 0,84-0,93,
p=3,69x10°yOR =1,21,1C95% 1,12-1,31, p = 3,25%10°°, respectivamente, Tabla 22).
Todas estas asociaciones superaron el umbral de significacion de comparaciones

multiples, establecido en p =2,63x107° (0,05/1,903 SNPs independientes).

Entre los SNPs analizados, el CDKN2A:s3731204 mostro el efecto mas significativo sobre
el riesgo de LLC. En concreto, cada copia del alelo CDKN2A4:s3731204c €n el locus
CDKNZ2A4 se asocid con una reduccion del riesgo de desarrollar LLC en un 22%,
subrayando su relevancia como marcador genético en la susceptibilidad a la enfermedad.
Este estudio descubrid, por primera vez, que el locus CDKN2A es un gen de
susceptibilidad para la LLC. El gen CDKN2A es un gen supresor de tumores que regula
procesos biologicos clave como la division de células B, la diferenciacion celular, la
autofagia y la muerte celular. Mas concretamente, el CDKN2A codifica una proteina
inhibidora del ciclo celular (p16“PXN?A) que impide un crecimiento y proliferacion
anormal de células a través de la unidon a complejos con las quinasas dependientes de
ciclina (CDK, por sus siglas en inglés) 4 y 6 y ciclina D, que conducen a la detencion del
ciclo celular en la fase G1/S (Foulkes et al., 1997). Las variantes o deleciones de la linea
germinal, tanto comunes como raras, dentro del gen CDKN2A se han asociado
sistematicamente con el desarrollo de tumores, incluyendo el melanoma (Landi et al.,
2020) y el cancer de pancreas endocrino (Campa et al., 2016; Rashkin et al., 2020), pero
también con canceres hematoldgicos como el MM (Clavero et al., 2023), la LLA (Al-
Zayan et al., 2024; Migliorini et al., 2013; Sherborne et al., 2010; Vijayakrishnan et al.,
2019) y el linfoma difuso de células B grandes (Guney et al., 2012).

Por otro lado, este estudio mostré como resultado novedoso e interesante la asociacion
con el riesgo de LLC de 3 SNPs independientes dentro del gen BCL2 (BCL2:s1026825,
BCL 2512457371 Y BCL21s54940571). El locus BCL2 es un gen de susceptibilidad bien conocido
para la LLC que codifica una proteina que regula la apoptosis. Curiosamente, a diferencia
de muchos otros oncogenes, BCL2 no promueve la proliferacion celular, sino que induce
la supervivencia celular (Vaux et al., 1988). Aunque la translocacion t(14;18) que afecta
a BCL2 se ha asociado con el desarrollo de leucemias y linfomas de células B, multiples

estudios han demostrado que la alta expresion del ARNm de BCL2 observada en la

113



Tesis doctoral Antonio José Cabrera Serrano

mayoria de los pacientes con LLC (Aviram et al., 2000; Robertson et al., 1996) no
depende estrictamente de la translocacion t(14;18) (Dyer et al., 1994). Ademas, este
estudio también fue capaz de validar otros dos marcadores independientes (r*> > 0,1) en
este mismo gen asociados previamente con la LLC, BCL2rsa987856 Y BCL 21sa987852 (Berndt
etal., 2013b; Law, Berndt, et al., 2017), lo que confirma la importancia del gen BCL2 en
la modulacion del riesgo de LLC, pero también las dificultades existentes para descifrar
su compleja regulacion gendémica y su papel en la LLC. Aunque se han propuesto
multiples mecanismos, incluida la hipometilacion del promotor (Hanada et al., 1993), la
pérdida de expresion de miRNA-15 y miRNA-16 (Cimmino et al., 2005), la
sobreexpresion de nucleolina (Otake et al., 2007) o incluso la existencia de un marco de
lectura abierto (ORF, por sus siglas en inglés) 5’-UTR que podria reprimir la expresion
del ARNm de BCL2 (Harigai et al., 1996), el mecanismo que impulsa la expresion de
BCL?2 en la LLC sigue siendo desconocido hasta la fecha.

Ademas de estos nuevos hallazgos, el meta-analisis de las cuatro poblaciones europeas
también valido las asociaciones previamente informadas con el riesgo de LLC para cuatro
variantes genéticas, las dos previamente comentadas en BCL2'y FASis1926194 Y BAK 115210143
(Berndt et al., 2013b, 2016; Law, Berndt, et al., 2017; Speedy et al., 2014b) (Tabla 21),
todas ellas permanecian como significativas después de la correccion por comparaciones

multiples.

5.4.1. Analisis estratificado por genero de las variantes genéticas asociadas con la

autofagia en el riesgo a desarrollar la LLC en la cohorte CRuCIAL

Ademas del meta-analisis, realizamos un analisis estratificado por género en la poblacién
CRuCIAL para evaluar la influencia de posibles diferencias de género en la asociacion
de variantes genéticas con el riesgo de enfermedad. Para este andlisis, se consideraron los

modelos de herencia log-aditivo, dominante y recesivo.

Este analisis nos permitié identificar una mayor asociacion de la variante genética
CDKN2Ars3731204 €n hombres (OR = 0,78, 1C95% 0,73-0,84, p = 1,57x10"'%; Tabla 23),
estos resultados sugieren una menor susceptibilidad en los hombres portadores de esta

variante. Este resultado contrasta con el analisis en mujeres, en el cual la misma variante
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presenta una clara menor asociacion con el riesgo a desarrollar LLC (OR = 0,83, 1C95%

0,64-1,07, p = 0,150; Tabla 23).

Por otro lado, el analisis estratificado mostré que la variable genética BCL 2512457371
presentaba una fuerte asociacion en ambos géneros, aunque con un mayor efecto en
hombres (OR = 1,49, 1C95% 1,12-1,98, p = 5,77x10 3y OR = 1,35, 1C95% 1,00-1,80, p
=4,70x1072, respectivamente; Tabla 23 y 24).

El resto de los SNPs analizados no mostraron asociaciones destacables en el andlisis
estratificado por género, indicando que su efecto no parece estar influenciado por el
género en esta cohorte. Es importante sefalar que ninguno de los efectos observados
mantuvo la significancia estadistica tras aplicar el ajuste por comparaciones multiples.
Sin embargo, la diferencia en los efectos observados entre géneros resalta la importancia
de analizar las variantes genéticas en subgrupos diferenciados. Este enfoque no solo
contribuye a una comprension mas integral de las variantes genéticas en la etiologia de la
enfermedad, sino que también abre la posibilidad de identificar asociaciones especificas
de cada género, proporcionando asi informacion valiosa para el desarrollo de estrategias

preventivas y terapéuticas mas personalizadas.

Tabla 23. Estimaciones de asociacion de variantes de riesgo relacionadas con la autofagia para la LLC en

la cohorte de hombres de CRuCIAL.

Chr  Genes r‘?:; OR (IC95%)® P OR (IC95%) " P OR (IC95%) ¥
9 CDKN24 C  0,73(0,58-0,92) 7,23x10° 0,65 (0,50-0,86) 2,09x10° 0,95 (0,47-1,94)
18 BCL2 G 1,00(0,85-1,17) 0,961 098 (0,76-126) 0,870 1,01 (0,76-1,35)
18 BCL2 A 1,01(0,82-124) 0941  1,00(0,79-127) 0,999 1,07 (0,59-1,93)
18 BCL2 G 1,01(0,79-1,30) 0,951  0,67(0,38-1,20) 0,179 1,15 (0,83-1,60)
18 BCL2 G 1,49 (1,12-1,98) 5,77x10° 1,61 (1,17-2,20) 3,13x10° 1,22 (0,41-3,59)
18 BCL?2 C  1,06(0,90-126) 0479  1,10(0,80-1,51) 0,563 1,07 (0,84-1,37)
7 EGFR G 1,29(0,96-1,33) 0,148 1,09 (0,82-1,45) 0,554  1,25(0,97-1,64)
13 LPAR6|RBI T  107(0.84-138) 05584  1,16(0,66-2,04) 0,605 1,07 (0,77-1,49)
4 NAF1 T  1,29(1,06-1,59) 0,013  1,39(0,79-245) 0255 1,36 (1,07-1,73)
3 PRKCD A 077(0,52-1,14) 0,194 0,76 (0,49-1,19) 0,233 0,54 (0,13-2,26)
6 TFEB G  1,14(081-1,61) 0439  120(0,82-1,77) 0,352 0,92 (0,30-2,84)
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Abreviaturas: SNP, polimorfismo de un solo nucleétido; OR, Odd Ratio; NA, No Aplica. Resultados
significativos en negrita (p < 0,05). 6 Andlisis de regresion logistica asumiendo un modelo de herencia log-
aditivo. T Analisis de regresion logistica asumiendo un modelo de herencia dominante. ¥ Analisis de
regresion logistica asumiendo un modelo de herencia recesivo.

Tabla 24. Estimaciones de asociacion de variantes de riesgo relacionadas con la autofagia para la LLC en

la cohorte de mujeres de CRuCIAL.

Alelo

Chr  Genes OR (IC95%) ? P OR (IC95%) * p OR (IC95%) *
9  CDKN24 C  083(0,64-1,07) 0,150 0,86 (0,64-1,15) 0308 0,41 (0,15-1,12)
18 BCL2 G 1,06(0,97-1,38) 0,103  1,11(0,85-1,46) 0441  1,35(1,00-1,81)
18 BCL2 A 094(0,75-1,19) 0,626 0,89 (0,68-1,16) 0,388 1,29 (0,67-2,51)
18 BCL2 G 082(0,66-1,02) 0076  0,83(0,51-136) 0461 0,76 (0,57-1,01)
18 BCL2 G 1,35(1,00-1,80) 4,70x10 1,34 (0,98-1,83) 7,10x10% 2,46 (0,66-9,17)
18 BCL2 C  091(0,77-1,09) 0313  0,76(0,55-1,05) 0,093 0,98 (0,76-1,27)
7 EGFR G 092(0,77-1,09) 0328  0,81(0,60-1,09) 0,172 0,96 (0,73-1,26)
13 LPAR6|RBI T  121(097-1,51) 0,091  1,08(0,66-1,78) 0,756 1,34 (1,01-1,78)
4 NAFI T  1,00(0,80-123) 0952  0097(0,55-1,71) 0,908 1,00 (0,77-1,30)
3 PRKCD A 085(0,58-1,24) 0,405  0,86(0,58-127) 0,455 NA
6 TFEB G 1,00(0,74-1,35) 0,998  1,04(0,74-1,48) 0,807 0,72 (0,27-1,92)

Abreviaturas: SNP, polimorfismo de un solo nucleétido; OR, Odd Ratio; NA, No Aplica. Resultados
significativos en negrita (p < 0,05). & Analisis de regresion logistica asumiendo un modelo de herencia log-
aditivo. T Analisis de regresion logistica asumiendo un modelo de herencia dominante. ¥ Analisis de
regresion logistica asumiendo un modelo de herencia recesivo.

5.5. Analisis de asociacion de las variantes relacionadas con la autofagia en la

supervivencia global y la progresion de los pacientes de LLC en la cohorte CRuCIAL

Dado el papel central de la autofagia en la regulacion de la supervivencia celular y la
respuesta al estrés, la identificaciéon de variantes genéticas que puedan influir en la
determinacion de la SG de los pacientes y el THPT resulta clave para comprender mejor
los mecanismos de progresion de la LLC. Por ello, investigamos si los SNPs relacionados

con la autofagia podrian influir en la SG de los pacientes con LLC y en el THPT en la
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cohorte CRuCIAL. Las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes de esta
cohorte de replicacion han sido previamente descritas en la Tabla 13. Los pacientes
incluidos en el andlisis de SG tenian una edad media de 68,18 afios y la proporcion
hombre/mujer fue de 1,56 (713/457). Los pacientes incluidos en el analisis de THPT
presentaban una ratio idéntica de hombre/mujer de 1,56 (318/204), pero fueron
ligeramente mayores, con una edad media de 64,95 afios. Estos datos demograficos estan
en consonancia con las distribuciones de edad y género observadas a nivel mundial y en
el momento del diagndstico para esta patologia (Bray et al., 2024; CALL et al., 1994;
Noone, 2018). La mediana del tiempo de seguimiento para el analisis de SG fue de 89,53
meses, con un numero total de pacientes fallecidos en este grupo de 289. Para el THPT,
la mediana del tiempo de seguimiento fue de 1.286,01 dias, con un niimero total de
pacientes fallecidos en este grupo de 126. No existié ninguna variacion significativa en
las estadisticas de seguimiento para los pacientes fallecidos, ni entre los resultados
clinicos estratificados por el pais de origen, lo que evitd posibles sesgos relacionados con

el reclutamiento multicéntrico y aleatorizado de pacientes (Tabla 13).

En los analisis realizados, se observd Unicamente una modesta asociacion del SNP
TFEB:s6910366 con una mayor SG (HR = 0,70, 1C95% 0,52-0,94, p = 0,016; Tabla 25) y
del SNP BCL 254940571 con un menor THPT (HR = 1,43, 1C95% 1,01-2,04, p = 0,046;
Tabla 25), No obstante, ninguna de estas asociaciones se mantuvo significativa tras la
correccion por comparaciones multiples, lo que sugiere que las variantes relacionadas con
la autofagia no ejercen un fuerte efecto sobre la SG o el THPT en los pacientes con LLC.
Aunque un estudio previo sugirié que una variante en el promotor del gen BCL2 mostraba
una débil asociacién con la progresion de la enfermedad (Niickel et al., 2007), estos
hallazgos no pudieron ser replicados en estudios posteriores (Zenz et al., 2009). Esta falta
de consistencia entre los resultados refuerza la hipotesis de un efecto nulo de las variantes
genéticas de autofagia sobre la SG y la progresion de la LLC, confirmando los resultados
previamente obtenidos por nuestro grupo y que forman parte de esta tesis (Anexo I)

(Cabrera-Serrano et al., 2023).
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Tabla 25. Estimaciones de asociacion de variantes relacionadas con la autofagia con la SG y el tiempo de

THPT en la cohorte CRuCIAL.

Antonio José Cabrera Serrano

Supervivencia general

(N =1.170 casos de LLC)

Tiempo hasta el primer

tratamiento

(N =522 casos de LLC)

SNP Chr Genes l‘:::lg‘; HR (IC95%) p HR (IC95%)
159944895 18 BCL2 C  096(0,79-1,16) 0,687 0,99 (0,76-131)
rs1026825 18 BCL2 G 089(0,75-106) 0202 1,07 (0,83-139)
157236090 18 BCL2 C  088(0,74-1,04) 0,138 0,99 (0,77-128)
154940571 18 BCL2 G 1,11(0,85-144) 0445 1,43 (1,01-2,04)
rs11152374 18 BCL? A 093(0,75-1,14) 0479 0,91 (0,64-1,30)
1512457371 18 BCL? G 1,01(0,83-122) 0946 1,17 (0,77-135)
153731204 9 CDKN24 C  097(0,75-125) 0806 0,85 (0,57-127)
1512718945 7 EGFR G 1,02(0.86-1,19) 0853 1,00 (0,78-1,20)
1511839271 13 LPARG, RBI T 1,01(084-122) 0880 0,91 (0,68-121)
156829366 4 NAF1 T 1,04(084-128) 0749 0,92 (0,66-128)

rs143052840 3 PRKCD A 1,12(0,78-1,60) 0,531 1,36 (0,83-2,23)
156910366 6 TFEB G 0,70(0,52-094) 0,016 0,83 (0,54-127)

Abreviaturas: SNP, polimorfismo de un solo nucleétido; HR, Hazard ratio. Estimaciones de asociacion
calculadas segun un modelo log-aditivo de herencia y ajustadas por edad, sexo y pais de origen, Resultados
significativos en negrita (p < 0,05).

5.6. Impacto de las variantes relacionadas con la autofagia en el flujo de autofagia

El impacto funcional de las variantes genéticas en genes de la autofagia sobre el flujo de
autofagia se llevo a cabo en una poblacion de 68 donantes sanos de ascendencia europea.
Como hemos visto, la autofagia, es un proceso celular crucial para el mantenimiento de
la homeostasis, es regulada por una serie de genes clave, cuyas alteraciones pueden tener
consecuencias directas sobre la supervivencia celular y la progresion de la enfermedad.
En este apartado, se analizan los efectos de las variantes genéticas previamente

identificadas en la modulacion del flujo de autofagia, con el objetivo de dilucidar su papel
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en el contexto de la LLC y su posible relacion con los mecanismos de resistencia al
tratamiento.

Los analisis funcionales realizados no revelaron un impacto significativo de los SNPs

estudiados sobre el flujo autofagico a un nivel de p > 0,006 (Tabla 26),

Tabla 26. Correlacion de los SNP relacionados con la autofagia y el flujo de autofagia.

SNP Gen Alelo riesgo Analisis beta se p value
LC3_synthesis -0.0550 0.0370 0.1400
LC3_degradation 0.0060 0.0460 0.9040
%_LC3_lI_levels -0.0005 0.0004 0.1400
rs1026825 BCL2 G .
p62_synthesis -0.0340 0.1330 0.7990
p62_accumulation -0.0070 0.0360 0.8530
%_p62_levels -0.0003 0.0010 0.7990
LC3_synthesis 0.0200 0.0270 0.4620
LC3_degradation -0.0211 0.0270 0.4440
%_LC3_lI_levels 0.0002 0.0003 0.4620
rs3731204 CDKN2A Cc .
p62_synthesis 0.0196 0.0510 0.7030
p62_accumulation -0.0073 0.0273 0.7910
%_p62_levels 0.0002 0.0005 0.7030
LC3_synthesis -0.0570 0.0300 0.0650
LC3_degradation -0.0422 0.0290 0.1640
%_LC3_lI_levels -0.0006 0.0003 0.0650
rs4940571 BCL2 G .
p62_synthesis 0.1093 0.0529 0.0430
p62_accumulation -0.0259 0.0290 0.3770
%_p62_levels 0.0011 0.0005 0.0430
LC3_synthesis 0.0810 0.0620 0.1990
LC3_degradation -0.0128 0.0410 0.7570
%_LC3_lI_levels 0.0008 0.0006 0.1990
rs12457371 BCL2 G .
p62_synthesis -0.1220 0.0699 0.0880
p62_accumulation 0.0374 0.0379 0.3290
%_p62_levels -0.0012 0.0007 0.0880

Abreviaturas: SNP, polimorfismo de un solo nucleétido; se, estandar error. Resultados significativos en
negrita (p < 0,05).

Estos resultados sugieren que el efecto de las variantes genéticas de la autofagia sobre el
riesgo de desarrollar LLC no esta directamente mediado por control sobre el flujo
autofagico. No obstante, la ausencia de efectos detectables podria reflejar limitaciones en
el tamafio muestral o en la sensibilidad del modelo experimental empleado. En

consecuencia, serd necesario llevar a cabo estudios adicionales con cohortes amplias de
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pacientes con LLC para validar y confirmar estos hallazgos. Ademas, serd necesario
realizar estudios adicionales para explorar mecanismos alternativos mediante los cuales

estas variantes podrian influir en la LLC.

5.7. Analisis funcionales de las variantes relacionadas con la autofagia

El andlisis funcional de las variantes genéticas relacionadas con la autofagia (nuevas y
validadas) se realizd utilizando una combinacion de enfoques experimentales en la
poblacion del HFGP y herramientas in silico descritas previamente en la seccion de

métodos.

Los experimentos funcionales en la poblacion del HFGP revelaron, por primera vez, una
correlacion del alelo protector CDKN2As3731204c con una disminucion de los numeros
absolutos de células T efectoras CD45RO'CD45RA" y células T CD4"CDS8" (p = 0,0027
y p = 0,0036; respectivamente, Figura 17A y B). Por otro lado, encontramos también que
los portadores del alelo protector CDKN2A:s3731204c tenian mayores niveles de IFNy
después de la estimulacion de sangre completa con PHA (p = 0,0040; Figura 17C), lo que
sugiere un papel funcional de este SNP en el riesgo de LLC a través de la modulacion de

los niveles de proteina CDKN2A y subconjuntos especificos de células inmunes.

Figura 17. Correlacion del SNP CDKN2A4,s3731204 cOn nimeros absolutos de subconjuntos especificos de

células T y niveles de IFNy tras de la estimulacion in vitro de sangre completa con PHA.

CDKN2A 3731204

[B] (€]
=2, 73010 6000 P=4.00010°
P 0.06 =3 E0a107
RN . sss ..
bonay TtI0  ese .
L) et 0 4000 s .
K = -
et E .
2 04 E .
o . 2 e "ot .
. ':' E 2000 .":o:::q, ‘e
e,
§ . 3 "‘:ﬁ "‘.;:.. P=NS
4 . £ S= a5
= & t
© 0.62 : 04 h; aﬁ —— A—
" .
sapnns .
—TT— —nn 000
< 0.00 Y -F;T & g & ©
. o
< & < © K < & <
& © & 4 o e 8 7
> O ; & ¥ » s
O o> A & o & g
& N & N A <
2 gl & L
& & i T "
Whole blood stimulated with PHA  Whole blocd stimulated with RPMI

Abreviaturas: NS, No significativo; PHA, Fitohemaglutinina; WB, Sangre total.

CDKN2As3731208

CDKN2Ars3731204

120



Tesis doctoral Antonio José Cabrera Serrano

En linea con la disminucion de células T CD45ROCD45RA" de los portadores del alelo
protector CDKN2Ars3731204c en la poblacion del HFGP (Figura 17A), se ha descrito que
estas células estan enriquecidas en pacientes con LLC en estadios avanzados de Rai (I1I
o IV) en comparacién con estadios tempranos (0-11) (Peller & Kaufman, 1991). Ademas,
se ha demostrado que estas células tienen caracteristicas de falta de respuesta a la
coestimulacion con antigenos tumorales, lo que podria facilitar el inicio y desarrollo de
la enfermedad. Por otro lado, las células T efectoras CD45RO CD45RA", que hemos
encontrado disminuidos niveles de en los portadores del alelo CDKN2A:s3731204c (Figura
17B), son un tipo de células T que se encuentran con mayor frecuencia en pacientes con
LLC con una enfermedad activa (Palma et al., 2017). Un estudio reciente ademas sugiere
que este tipo de células estan implicadas en la progresion de la LLC (Valvano et al., 2023),
sugiriendo un papel potencial de CDKN2A4 en la progresion de la enfermedad,
posiblemente a través de la regulacion especifica de estos tipos celulares. Por otro lado,
los andlisis funcionales también mostraron que los portadores del alelo protector
CDKNZ2A:s3731204c tenian mayores niveles de IFNy después de la estimulacion de sangre
completa con PHA. El IFNy es una citocina producida principalmente por células del
sistema inmunoldgico, con un importante papel en la regulacion de la respuesta
inmunitaria y su capacidad para modular la actividad de las células inmunes implicadas
en la vigilancia tumoral. Asi pues, unos mayores niveles de IFNy podrian influir en la
progresion de la enfermedad y en la interaccion entre las células tumorales y el
microambiente. En particular, la disfuncion de la via del IFNy contribuye a una
disminucion en la produccion de esta citocina, lo que resulta en una menor activacion de
los macréfagos y una alteracion de la respuesta inmunitaria frente a las células tumorales
en LLC (Scrivener et al., 2003), que a su vez han demostrado su capacidad de inducir un
estado inmunosupresor en el microambiente tumoral, limitando la eficacia de las

respuestas mediadas por IFNy (A. G. Ramsay et al., 2008a).

Todos estos resultados funcionales respaldan los datos obtenidos mediante el andlisis
funcional in silico con CADD, FORGEdb y RegulomeDB (Tabla suplementaria 4, Anexo
10).

Segun los resultados in silico obtenidos de GTEX, el alelo protector CDKN2A:s3731204C
estd fuertemente asociado con unos niveles elevados de expresion de ARNm del gen

CDKN2A4 en sangre completa (p = 5,1x1077; Figura 18). Estos hallazgos concuerdan con
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resultados previos que sugirieron que la pérdida de la funcion de CDKN2A4 podria
contribuir a la desregulacion de la autofagia en modelos animales (Budina-Kolomets et
al., 2013), al desarrollo de céncer a través de la inactivacion de la desestabilizacion de la
proteina p53 que aumenta las tasas de division celular y a la inhibicion de la apoptosis
mediada por p53. En linea con esta hipotesis, los datos de QTLbase y Haploreg mostraron
que el SNP CDKN2A4:s3731204 se asocia con hQTL (por sus siglas en inglés) en Monocitos
CD14" y Neutrofilos CD16" (p = 0,00746 y p = 0,00813, respectivamente), y se localiza
en las marcas de histonas (H3K4mel y H3K4me3) en multiples tipos de células inmunes.
Ademas, este marcador genético altera los sitios de union para factores de transcripcion
clave como DMRT1-7, HDAC2, FOXD3 y Evi-1, que desempefian papeles importantes
en la represion epigenética (S. S. Chen et al., 2009), la estructura de la cromatina y la
regulacion transcripcional, la progresion del ciclo celular, el desarrollo (Arai et al., 2011)

y la progresion de la LLC (Van Damme et al., 2012; Vasyutina et al., 2015).

Figura 18. Resultados funcionales in silico de expresion génica derivados del andlisis de expression

quantitative trait loci (eQTLs) de CDKN2A,s3731204 utilizando datos obtenidos de GTEx Portal.
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Estos resultados se pueden sumar a los de estudios previos que han descrito que el gen
CDKNZ24 da forma a las respuestas inmunitarias mediadas por células T y macrofagos en
diferentes tipos de cancer (Y. Dong et al., 2023; Zhao et al., 2013; Zhu et al., 2021) e
incluso puede participar en la modulacion de la respuesta a ciertos protocolos de
inmunoterapia (Adib et al., 2021; Gutiontov et al., 2021). Considerando que no
encontramos una asociacion significativa entre el SNP CDKN2A:s3731204 y los niveles de

flujo de autofagia, en conjunto estos resultados sugieren que este SNP influye en el riesgo
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de LLC a través de la modulacion del namero de ciertos subconjuntos especificos de

células T.

Nuestros analisis funcionales ademas mostraron, por primera vez, que los portadores del
alelo de riesgo BCL2:s4940571G S€ asociaba con un incremento en el nimero absoluto de
células T reguladoras FOXP3 Helios" (p = 0,005; Figura 19A) y una disminucién de los
niveles circulantes de IFNy (p = 0,0044; Figura 19B). Las células T reguladoras
FOXP3"Helios" estan involucradas en la supresion de la actividad antitumoral de
multiples tipos de células inmunes, incluyendo células T efectoras y reguladoras, células
B, células NK, células NKT, monocitos y células dendriticas. Se han descrito varias
caracteristicas supresoras para estas células T reguladoras, incluyendo una mayor
produccion de citocinas antiinflamatorias, una mayor liberacion de perforinas y
granzimas, una alta expresion de PD-1, CTLA-4 y LAG3 o interferencias en el
metabolismo a través de la privacion de IL2 (C. Li et al., 2020; Schmidt et al., 2012).
Ademas, la disminucion de los niveles circulantes de IFNy, una citocquina que activa la
funcién de los macréfagos y las células T citotoxicas, por el alelo de riesgo BCL 2rs4940571G
va en linea con los resultados anteriormente descritos para el SNP CDKN2As3731204, a l0s
que cabe afiadir que estudios recientes en la LLC han demostrado que esta esta citoquina
estd involucrada en la modulacion de la resistencia a la apoptosis (Bauvois et al., 2021) y
la supervivencia de la LLC (Bauvois et al., 2021; Y. Chen et al., 2023), pero también la

respuesta a los firmacos utilizados para tratar a los pacientes con LLC (Shao et al., 2023).

Los analisis funcionales del HFGP en el otro SNP en este /ocus identificaron por primera
vez que los portadores del alelo de riesgo BCL2s1026825G S€ asociaban con un incremento
del nimero absoluto de células T reguladoras CD4"CD25"CD127"°" (p = 0,0036, Figura
19C), una disminucion de las concentraciones circulantes de IL2RB (p = 0,0058, Figura
19D) y una mayor produccion de IL6 después de la estimulacion in vitro de PBMCs con
Pam3Cys (p = 0,0036; Figura 19E). En primer lugar, las células T reguladoras
CD4"CD25'CD127°Y aumentan con la edad (Gregg et al., 2005) y parecen estar
presentes en una mayor proporcion en pacientes de LLC (D’Arena et al., 2011). Su
funcion principal es contribuir a la inmunosupresion que permite a las células afectadas
evadir la deteccidon y eliminacion por parte del sistema inmunoldgico, facilitando la
progresion de la enfermedad (D’ Arena et al., 2011). Por este motivo, la presencia de estas

células se ha asociado con una mayor carga tumoral, la capacidad de las células de LLC
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para resistir la apoptosis (Beyer & Schultze, 2006) y con una funcion reguladora y
proliferativa especifica en humanos (Baecher-Allan et al., 2001, 2004). Con respecto a la
correlacion del SNP BCL 251026825 con menores concentraciones circulantes de IL2RB, el
receptor beta de interleucina 2, resulta plausible sugerir que este SNP pueda tener un papel
clave en la activacion y proliferacion de células T y células NK, ya que la expresion
elevada de IL2RB en las células T de pacientes con LLC se ha vinculado a un aumento
en la actividad inmunosupresora de estas células, promoviendo la progresion de la
enfermedad y un peor pronostico (Beyer & Schultze, 2006; A. G. Ramsay et al., 2008b).
Finalmente, la correlacion del alelo BCL 210268256 con una mayor produccion de IL6
resulta relevante ya que la presencia de IL6 se ha asociado con una mayor carga tumoral
y con la resistencia al tratamiento en pacientes con LLC (Burger & Gribben, 2014).
Asimismo, se ha demostrado que la interaccion entre las células B afectadas y el
microambiente tumoral estd, al menos en parte, mediada por la IL6 que, promueve la
resistencia a la apoptosis y facilita una supervivencia prolongada de las células tumorales

(Burger, 2011; Caligaris-Cappio & Ghia, 2007).
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Figura 19. Correlacion de los SNP BCL 254940571 Y BCL 251026825 con nimeros absolutos de subconjuntos

especificos de células T y células T reguladoras, concentraciones circulantes de proteinas inflamatorias

(IFNy e IL2RB) y niveles de IL6 después de la estimulacion de PBMC con Pam3Clys.
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Los analisis funcionales in silico también mostraron que los SNPs BCL2ws4940571 Y
BCL2:s1026825 s€ mapean en numerosas marcas de histonas, en QTL y que influyen en los
estados de la cromatina en las células sanguineas (Tabla suplementaria 4, Anexo II).
Ademas, el analisis QTL mediante QTLbase mostré que el SNP BCL2:s1026825 esta
fuertemente asociado con un /ocus de rasgo cuantitativo de accesibilidad de la cromatina
(caQTL) en los linfocitos (p = 4,15x1077), lo que sugiere una implicacién de este
marcador en la regulacion de la accesibilidad de los factores de transcripcion a la
cromatina y la transcripcion, lo cual se propuso desempenian un papel en el desarrollo de
la LLC a través de la supervivencia y agresividad de las células B afectadas (Friedman et
al., 2016; Maftei et al., 2013). Estos resultados, junto con los que muestran que el SNP
BCL 254940571 altera los sitios de unién para BDP1, un factor de transcripcion involucrado
en la transcripcion de la ARN polimerasa III que se ha asociado recientemente con el
desarrollo del cancer (Son et al., 2020) y la progresion tumoral en canceres solidos
(Cabarcas-Petroski & Schramm, 2022), sugieren que estos SNPs podrian modular el

riesgo de LLC a través tanto de mecanismos inmunologicos como no inmunoldgicos.

En definitiva, aunque ninguno de los hallazgos funcionales realizados en la cohorte HFGP
fue significativo tras de la correcciéon por comparaciones multiples, estos resultados
sugieren que los SNPs BCL 254940571 Y BCL 2151026825 podrian influir en el riesgo de LLC a
través de la modulacion del nimero de células T reguladoras, la respuesta inmunitaria
mediadas por distintas citoquinas e interleucinas, las marcas epigenéticas y los cambios

en la accesibilidad de la cromatina.

Finalmente, el analisis funcional en el HFGP de los kits de GWAS que fueron validados
en este estudio, demostrd que los portadores sanos del alelo de riesgo FASis1926194a tenian
una mayor concentracion circulante de TRAIL, CCL20 y CD40 (p = 0,0036, p = 0,0018
y p = 0,0039; Figura 20A-C). TRAIL es una citocina que pertenece a la familia de los
factores de necrosis tumoral y tiene principalmente un papel importante en la induccion
de la apoptosis en células tumorales a través de la modulacion de la respuesta inmune
(Aggarwal et al., 2012; Dostert et al., 2019). En el contexto de la LLC, se ha observado
que las células B malignas pueden evadir la apoptosis inducida por TRAIL,
contribuyendo a su supervivencia y resistencia al tratamiento (Dicker et al., 2005;
MacFarlane et al., 2002, 2005). Ademas, su expresion aberrante en la LLC promueve la

supervivencia celular (Secchiero et al., 2005). Por otro lado, CCL20 es una quimioquina
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implicada en la migracion y proliferacion de células B y aunque actualmente no se ha
asociado con la LLC, otras quemoquinas similares como CCL19 y CCL21 se han
asociado con un peor pronoéstico en pacientes con LLC. El efecto sobre la supervivencia
parece estar mediado por la interaccion entre las células tumorales y el microambiente, lo
que promueve la supervivencia de las células tumorales y la resistencia a la apoptosis
(Cuesta-Mateos et al., 2010). Por ultimo, CD40 es una molécula de coestimulacion que
juega un papel importante en la activacion de células B y la respuesta inmune. Esta
asociada a la proliferacion y supervivencia de las células B afectadas, pudiendo inducir
la produccion de citocinas, como TRAIL (Dicker et al., 2005), que promueven un
ambiente proinflamatorio y contribuyen a la patogénesis de la enfermedad (Ferrer et al.,

2014; Ringelstein-Harlev et al., 2018).

A pesar de que ninguno de estos resultados funcionales siguid era significativo tras la
correccion por comparaciones multiples, estos hallazgos sugirieron que esta variante
genética podria modular el riesgo a desarrollar la LLC a través de mecanismos

inmunologicos.

Figura 20. Correlacion del SNP FASs1926104 con las concentraciones circulantes de TRAIL, CCL20 y CD40.
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Los resultados funcionales in silico obtenidos de GTEx y QTLbase, mostraron ademas
que el alelo de riesgo FASis1926194a €std fuertemente asociado con los niveles de expresion
de ARNm de ACTA2 en sangre completa y linfocitos (p = 7,8x107*! y p = 1,58x1072!,
respectivamente; Figura 21 y Tabla suplementaria 4, Anexo II). Esta fuerte correlacion
sugiere que este SNP podria influir sobre el riesgo de LLC a través de la modulacion de

la expresion génica de ACTA2, un locus de susceptibilidad bien conocido para la LLC.
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Figura 21. Resultados funcionales in silico de expresion génica derivados del analisis de expression

quantitative trait loci (eQTLs) de FAS1s1926194 utilizando datos obtenidos de GTEx Portal.
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Dado que no se encontraron resultados potencialmente significativos del SNP
BCL 22577, serd necesario seguir investigando la funcion biolodgica de este marcador que
hemos descrito por primera vez como asociado con el riesgo a desarrollar LLC. De
manera similar, serdn necesarios estudios adicionales para arrojar algo de luz sobre la
funcién bioldgica de los SNPs BCL2sag87856, BCL 2rsagg7852 Y BAK 1rs210143 CUya asociacion
hemos podido validar en este estudio.

A pesar de que los hallazgos funcionales no alcanzaron significancia tras la correccion
por multiples pruebas, sugieren que las variantes genéticas analizadas podrian tener un
impacto en el riesgo y la progresion de la LLC a través de mecanismos que involucran la
modulacion de la respuesta inmunitaria, la regulacion epigenética y cambios en la
accesibilidad de la cromatina. Estos resultados abren nuevas vias para explorar la relacion
entre la genética y la inmunologia en el contexto de la LLC, lo que podria contribuir al

desarrollo de estrategias terapéuticas mas efectivas en el futuro.
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6. CONCLUSIONES

En este trabajo de tesis se presentan los resultados de dos estudios clave sobre la

influencia de variantes genéticas en la leucemia linfocitica cronica (LLC).

Aunque el primer estudio representa el analisis mas grande hasta la fecha sobre el efecto
de las variantes genéticas de susceptibilidad identificadas mediante estudios de asociacion
del genoma completo en la supervivencia global de los pacientes con LLC, nuestros
hallazgos sugieren que estas variantes no tienen un impacto sustancial significativo en la
supervivencia general. Ademas, se confirma el efecto nulo de estas variantes genéticas en
el THPT, reafirmando los resultados de investigaciones previas. Curiosamente, los SNPs
CASP8:s3769825, MYNNrs10936599, PRKD 21511083846 Y TER Cis12638862 mostraron una asociacion
en comun tanto con la supervivencia global como con la progresion de la enfermedad en
la cohorte CRuCIAL, aunque no fueron significativamente asociadas tras la correccion
por pruebas multiples, permaneciendo solo bajo un nivel nominal de p < 0,05. Estos
resultados sugieren que estas variantes podrian tener un papel potencial en la evolucion

de la LLC, lo que justifica estudios adicionales para confirmar su relevancia.

En el segundo estudio, se logré identificar por primera vez a CDKN2A como un nuevo
locus de susceptibilidad para la LLC a través del SNP CDKN2A:3731204. Ademas, se
descubrieron nuevas variantes de susceptibilidad en el gen BCL2 (BCL21026825,
BCL2:s12457371 Y BCL21s4940571) y se confirmaron las asociaciones previamente descritas en
los genes BCL2, FAS y BAKI con el riesgo de desarrollar LLC. Los datos funcionales
obtenidos sugieren que el efecto de los loci CDKN2A, BCL2 y FAS en el riesgo de LLC
estd mediado por variantes genéticas que regulan la expresion de ARNm de CDKN24 y

ACTA2, y modulan las respuestas inmunitarias del huésped.

Aunque ninguno de los SNPs analizados mostré correlacion con los niveles de flujo
autofagico, este estudio también revel6 que las variantes relacionadas con la autofagia no
parecen desempefiar un papel relevante en la progresion de la enfermedad ni en la
supervivencia de los pacientes. Estos resultados, sin embargo, requieren confirmacion en

poblaciones independientes para consolidar su validez y aplicabilidad clinica.

En definitiva, estos estudios contribuyen significativamente al conocimiento de los

mecanismos genéticos subyacentes en la LLC y ofrecen nuevas perspectivas para futuras
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investigaciones orientadas al desarrollo de estrategias terapéuticas personalizadas basadas

en el perfil genético de los pacientes.

6. CONCLUSIONS

In this thesis, we present the results of two key studies on the influence of genetic variants

in chronic lymphocytic leukemia (CLL).

Although the first study represents the largest analysis to date on the effect of
susceptibility genetic variants identified through genome-wide association studies
(GWAS) on the overall survival of CLL patients, our findings suggest that these variants
do not have a significant impact on overall survival. Furthermore, the null effect of these
genetic variants on the time to first treatment is confirmed, reaffirming the results of
previous research. Interestingly, the SNPs CASP8:s3769825, MYNNrs10936599, PRKD 21511083846
and TERCs12638862 showed a common association with both overall survival and disease
progression in the CRuCIAL cohort; however, they were not significantly associated after
correction for multiple testing, remaining only under a nominal p-value level of < 0.05.
These results suggest that these variants could potentially play a role in the evolution of

CLL, justifying further studies to confirm their relevance.

In the second study, CDKN2A4 was identified for the first time as a new susceptibility
locus for CLL through the SNP CDKN2A4:s3731204. Additionally, new susceptibility variants
in the BCL2 gene (BCL2s1026825, BCL2rs12457371 Y BCL2rs4940571) were discovered, and
previously described associations in the BCL2, FAS, and BAKI genes with the risk of
developing CLL were confirmed. The functional data obtained suggest that the effect of
the CDKN2A4, BCL2, and FAS loci on the risk of CLL is mediated by genetic variants that
regulate the mRNA expression of CDKN2A4 and ACTA2 and modulate the host's immune

responses.

Although none of the analyzed SNPs showed correlation with autophagic flux levels, this
study also revealed that variants related to autophagy do not seem to play a significant
role in disease progression or patient survival. However, these results require
confirmation in independent populations to consolidate their validity and clinical

applicability.
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In summary, these studies contribute significantly to enhance our understanding of the
underlying genetic mechanisms in CLL and offer new perspectives for future research
aimed at developing personalized therapeutic strategies based on patients' genetic

profiles.
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Abstract: Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common
leukemia among adults world-wide. Although genome-wide association
studies (GWAS) have uncovered the germline genetic component
underlying CLL susceptibility, the potential use of GWAS-identified risk
variants to predict disease progression and patient survival remains
unexplored. Here, we evaluated whether 41 GWAS-identified risk
variants for CLL could influence overall survival (OS) and disease
progression, defined as time to first treatment (TTFT) in a cohort of 1039 CLL
cases ascertained through the CRuCIAL consortium. Although this is the
largest study assessing the effect of GWAS-identified susceptibility
variants for CLL on OS, we only found a weak association of ten single
nucleotide polymorphisms (SNPs) with OS (p < 0.05) that did not remain
significant after correction for multiple testing. In line with these results,
polygenic risk scores (PRSs) built with these SNPs in the CRuCIAL cohort
showed a modest association with OS and a low capacity to predict patient

survival, with an area under the receiver operating characteristic curve

199



Tesis doctoral Antonio José Cabrera Serrano

(AUROC) of 0.57. Similarly, seven SNPs were associated with TTFT (p <
0.05); however, these did not reach the multiple testing significance thresh-
old, and the meta-analysis with previous published data did not confirm
any of the associations. Asexpected, PRSs built with these SNPs showed
reduced accuracy in prediction of disease progression (AUROC = 0.62).
These results suggest that susceptibility variants for CLL do not impact

overall survival and disease progression in CLL patients.

Keywords: chroniclymphocytic leukemia; overall survival; TTFT; genetic

variants; susceptibility; polygenic risk score.
1. Introduction

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common form of
leukemia among adults worldwide [1], and its global health burden has
risen substantially over the past 30 years [2]. CLL remains an incurable
disease [3] with a heterogeneous clinical course and a 10-year survival
rate ranging from 47.3% to 72.5% in males and 58.2% to 78.7% infemales
[4]. Traditional clinical prognostic factors include Rai and Binet staging
systems,lymphocyte doubling time, cytogenetic alterations, and point
mutations, which are used for patient risk stratification and clinical
management [5]. Although age, sex, exposure to chemicals,
race/ethnicity, and family history of hematological cancers influence the
risk of CLL, recent studies have suggested that the combination of these
classical factors withgenetic markers might help in predicting disease onset
and clinical outcome [6]. However, despite the overall success of genome-
wide association studies (GWAS) in identifying susceptibility loci for
CLL [7-10], there remains an unmet need to characterize genetic
markers associated with disease progression and overall patient

survival. Considering this background, we investigated whether GWAS-
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identified susceptibility variants for CLL could influence the overall
survival (OS) of CLL patients and their disease progression, defined as
time to first treatment (TTFT). Finally, we explored whether the effect of
selected variants on OS and TTFT could be mediated by immune-related
processes through a comprehensive battery of functional experiments
developed in the 500FG cohort recruited in the context of the Human

Functional Project (HFGP).
2. Results

CLL patients from the CRuCIAL cohort had a mean age of 65.87 and
a male/female ratio of 1.57, which is in line with the worldwide median age
of diagnosis and gender distributions (Table 1) [11]. Median follow-up time
was 76.77 months without variation of follow-up statistics for censored
patients, and the total number of deceased patients was 287.The OS did not
differ significantly by country, ruling out the possibility of any deviation
due to multicenter randomized patient recruitment. On the other hand, CLL
patients with TTFT data in the CRuCIAL cohort had a mean age of 65.03 and
a male/female ratio of 1.62. The median time to first treatment was 759.49

days and the number of deceased patients was 111 (Table 1).

Table 1. Patient characteristics of the CRuCIAL cohort used for OS and TTFT analyses.

CRuCIAL cohort (1039 CLL cases for OS analysis) CRuCIAL cohort (354 CLL cases for TTFT analysis)

Age (years) 65.87+11.05 Age (years) 65.03 +10.94
Sex ratio (male/female) 1.57 (636/403) Sex ratio (male/female) 1.62 (219/135)
Country of origin (alive/decesead) Country of origin

Spain 754 (536/218) Spain 227 (174/73)

Italy 285 (216/69) Italy 127 ( 86/41)
Median follow-up time (months) 76.77 (50-123) Median TTFT (days) 759.49 (31-1148.74)

Alive 76 (52.1-123) Alive 830.81 (44.13- 1308.93)

Deceased 77 (44-123) Deceased 564.83 (13.10-800)
Status at follow-up Status at follow-up

Alive 752 (72.38) Alive 239 (68.29)

Deceased 287 (27.62) Deceased 111 (31.71)
Binet Stage Binet stage

A 647 (81.48) A 201 (64.84)

B 99 (12.46) B 68 (21.94)
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C 48 (06.04) C 41 (13.23)
Rai Stage Rai stage
0 597 (65.67) 0 124 (37.35)
I 152 (16.72) I 105 (31.63)
I 114 (12.57) I 63 (18.98)
I 12 (01.31) I 16 (04.82)
v 34 (03.73) v 24 (07.23)
Data are mean + standard deviation, n (%), or percentiles (25th-75th percentiles).
Cox regression analyses showed that ten genetic variants within the
CAMK?2D, CASP8, CFLAR, CXXC1, GPR37, IRF8, LEF1, MYNN, PRKD?2, and
TERC loci were associated with OS at p < 0.05 level (Table 2). Although
potentially interesting, none of these associations remained significant after
correction for multiple testing, which suggested a weak effect (if any) of these
genes in determining patient survival. The lack of previous studies assessing the
impact of GWAS-identified risk variants on OS hampered the performance of
eventualmeta-analyses.
Table 2. Association of GWAS-identified risk variants for CLL and OS.
SNP Chr. Nearby gene Risk  HR (95%CI) o p HR (95%CI) t p HR (95%CI) ¥ P
allele
rs4368253 18 AC107990.1| INFE2L3P1 C 0.94 (0.78-1.14) 0.539 0.93 (0.59-1.45) 0.746 0.93(0.73-1.18) 0.545
rs1439287 2 ACOXL T 1.03 (0.88-1.21) 0.700 0.99 (0.76-1.29) 0.957 1.10(0.84-1.44) 0.481
rs58055674 ACOXL C 1.08 (0.90-1.30) 0.424 1.12(0.89-1.42) 0.335 1.02(0.64-1.61) 0.936
rs7944004 11 ASCL211C11orf21 T 0.97 (0.82-1.15) 0.735 1.06 (0.79-1.43) 0.699 0.89 (0.69-1.16) 0.394
rs4987855 18 BCL2 G 097(0.71-1.32) 0.848 0.68 (0.10-4.87) 0.701 0.98 (0.71-1.34) 0.886
rs2651823 11 Cl11orf211 TSPAN32 A 095(0.81-1.12) 0523 1.03(0.78-1.36) 0.857 0.85 (0.65-1.11) 0.233
rs1476569 CAMK2D G 1.12 (0.95-1.32) 0.176 1.31(1.03-1.67) 0.028 0.92 (0.64-1.32) 0.643
rs3769825 CASP8 T 1.20 (1.02-1.43) 0.033 1.23(0.93-1.63) 0.150 1.32(1.01-1.73) 0.041
rs7558911 CFLAR A 1.19 (1.01-1.41) 0.040 1.22(0.91-1.63) 0.175 1.30(1.00-1.67) 0.046
rs1036935 18 CXXC1 A 1.27 (1.07-1.51) 0.008 1.34 (1.06-1.70) 0.015 1.43 (0.98-2.10) 0.066
rs1359742 DMRTA1 G 1.05(0.89-1.23) 0.575 1.02(0.78-1.34) 0.875 1.11(0.85-1.45) 0.441
rs6546149 DTNB G 1.09 (0.91-1.31) 0.356 1.06 (0.84-1.35) 0.607 1.29 (0.86-1.93) 0.222
rs9880772 EOMESILINC01980 T 0.98 (0.84-1.14) 0.787 1.04 (0.80-1.34) 0.787 0.90 (0.69-1.18) 0.455
rs13015798 FAM126B A 1.06 (0.88-1.28) 0.548 1.00 (0.64-1.54) 0.989 1.10 (0.87-1.39) 0.444
rs6586163 10 FAS A 0.99 (0.84-1.17) 0916 1.08 (0.80-1.45) 0.631 0.92(0.71-1.20) 0.554
rs2267708 7 GPR37 T 0.86 (0.72-1.02) 0.081 0.91(0.70-1.19) 0.504 0.70 (0.51-0.97) 0.030
rs2953196 11 GRAMDI1B G 0.85(0.70-1.04) 0.123 0.70 (0.42-1.17) 0.176 0.85 (0.67-1.09) 0.203
rs35923643 11 GRAMDI1B G 0.88 (0.72-1.07) 0.192 0.80 (0.63-1.02) 0.068 1.12 (0.71-1.78) 0.631
rs3800461 6 ILRUN C 0.92 (0.67-1.27) 0.620 0.91 (0.65-1.27) 0.562 1.20 (0.30-4.86) 0.795
rs9392504 6 IRF4 A 0.88 (0.74-1.04) 0.143 0.80 (0.60-1.08) 0.145 0.88 (0.68-1.13) 0.322
rs391855 16 IRF8 A 0.87 (0.74-1.03) 0.104 0.99 (0.72-1.36) 0.946 0.74 (0.58-0.96) 0.021
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LEF1 A 112(0.94-1.33) 0215 1.50(1.00-2.26) 0.049 1.04 (0.82-1.33)
MDS2 C  099(0.83-1.18) 0.899 0.88(0.61-1.27) 0491 1.03 (0.81-1.30)
MYLI12BP21 ILINC02363 T  1.02(0.86-1.21) 0.805 1.01(0.79-1.29) 0.926 1.06 (0.77-1.46)
MYNN C  091(0.74-1.11) 0344 0.57(0.36-0.90) 0.016 0.99 (0.77-1.26)

NCK1 T  098(0.80-1.20) 0.831 1.06(0.61-1.85) 0.842 0.96 (0.74-1.23)

OAS3 G 1.09(0.92-1.29) 0309 1.16(0.90-1.50) 0.240 1.06 (0.78-1.45)
ODF3B T  1.02(0.86-1.20) 0.854 1.11(0.87-1.41) 0.410 0.87 (0.61-1.24)
OPRM1| | IPCEF1 C  1.03(0.87-121) 0752 0.96(0.74-123) 0.729 1.14 (0.86-1.51)
PCAT291LOC107984788 G 0.97(0.82-1.16) 0.753 0.96 (0.74-1.25) 0.753 0.97 (0.71-1.33)
POT1 C  095(0.79-1.14) 0572 0.95(0.61-1.47) 0.818 0.93 (0.74-1.18)
POUS5F1P2110DF1 G 091(0.77-1.08) 0.268 0.92(0.72-1.17) 0.485 0.82(0.59-1.14)
PRKD2 A 120(0.99-145) 0.061 1.16(0.92-1.47) 0209 1.62 (1.06-2.50)
QPCT| IRNU6-1116P A 095(0.81-1.13) 0590 097 (0.76-1.24) 0.837 0.88 (0.63-1.23)
RHOU G 096(0.74-1.25) 0.770 1.46(0.64-3.32) 0.366 0.88 (0.64-1.21)
SERPINBG6 A 1.03(078-1.37) 0.823 1.04 (0.77-1.40) 0.806 0.97 (0.24-3.94)
TERC A 0.89(0.73-1.08) 0.229 0.62 (0.40-0.97) 0.037 0.94 (0.74-1.19)

TERT A 1.07(0.90-1.27) 0.468 1.00(0.78-1.28) 0.997 1.25 (0.91-1.70)
TMPRSS5| | DRD2 T  094(0.71-123) 0.632 0.94(0.70-1.28) 0.712 0.73 (0.23-2.30)
TSBP1-AS1 A 1.11(092-1.33) 0285 1.19(0.77-1.82) 0.433 1.12 (0.88-1.42)
ZBTB7A|MAP2K2 A 0.82(0.66-1.02) 0.078 0.78 (0.61-1.00) 0.051 0.92 (0.50-1.69)

0.721
0.803
0.729
0.922
0.723
0.696
0.431
0.348
0.842
0.557
0.240
0.027
0.454
0.432
0.970
0.602
0.163
0.588
0.343
0.794

Abbreviations: SNP, single nucleotide polymorphism; HR, hazards ratio. Significant results
in bold (p < 0.05).6 Cox regression analysis assuming a log-additive model of inheritance. t

Cox regression analysis assuming a dominant model. ¥ Cox regression analysis assuming a

recessive model.

As expected, we found a weak association between the weighted and
unweighted PRSs and OS of CLL patients (HR=1.22, p=1.80 x10 " and HRscaled s0%

=119, p=7.61 x107). Weighted and unweighted PRSs increased the capacity to
predict OS by only 6-7%, with an area under the receiver operating characteristic
curve (AUROC) for the unweighted and weighted PRS of 0.56 and 0.57,
respectively (Table 3).

In agreement with these findings, we found that none of these SNPs were
correlated with host immune parameters (cQTL data, absolute numbers of 91
blood-derived cell populations, 106 serum immunological proteins, or 7 steroid
hormones), which reinforced the hypothesis of a null effect of these markers in
determining overall patient survival.

On the other hand, Cox regression analyses adjusted for age, sex, and
country of origin revealed that seven genetic variants within the ACOXL,

CASP8, GRAMDI1B, MYNN, PRKD2, TERC, and ZBTB7AIMAP2K2 loci were
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associated with TTFT at p < 0.05 level (Table 4). However, none of the

associations with TTFT remained significant after correction for multiple testing,

suggesting that these susceptibility variants for CLL do not have a relevant role

in determining disease progression.

Table 3. Associations between unweighted and weighted PRSs and OS.

Polygenic risk scores (n=891) AUROC
Quintiles HR 95%CI* P AUROC (95%CI)
Unweighted, subjects with 100% call rate 1 1.00 -
2 1.06 (0.70-1.60) 0.787
3 1.67 (1.15-2.43) 0.007
4 1.42 (0.99-2.03) 0.053
5 2.36 (1.56-3.58) 5.30-10-%
Continuos® 1.20 (1.09-1.31) 8.70-10% 0.56 (0.52-0.60)
Weighted, subjects with 100% call rate 1 1.00 -
2 1.33 (0.85-2.09) 0.206
3 2.05 (1.34-3.15) 0.001
4 1.68 (1.08-2.59) 0.020
5 2.50 (1.63-3.83) 2.40-10-%
Continuos® 1.22 (1.11-1.33) 1.80-10% 0.57 (0.53-0.61)
Polygenic risk scores (n=1003) AUROC
Quintiles HR 95%CI? 7 AUROC (95%CI)
Unweighted, subjects with 80% call rate 1 1.00 -
2 0.99 (0.66-1.46) 0.948
3 1.48 (1.05-2.11) 0.027
4 1.36 (0.98-1.90) 0.066
5 2.08 (1.41-3.07) 2.41-10-
Continuos® 1.17 (1.08-1.28) 2.32:10%4 0.55 (0.51-0.59)
Weighted, subjects with 80% call rate 1 1.00 -
2 1.29 (0.85-1.95) 0.224
3 1.78 (1.19-2.67) 0.005
4 1.57 (1.05-2.35) 0.028
5 2.19 (1.48-3.26) 9.80-10-%
Continuos® 1.19 (1.09-1.29) 7.61-10% 0.56 (0.52-0.60)

@ HR, hazards ratio; CI, confidence interval. All analyses were adjusted for age, sex, and

country of origin; b Theunit for the analysis with the continuous variable was the increment of

one quintile.

Table 4. Association of GWAS-identified risk variants for CLL and TTFT.

Risk
SNP Chr. Nearby gene a111:1e HR (95%CI) & p HR (95%CI) t P HR (95%CI) ¥ P
rs4368253 18  AC107990.11 INFE2L3P1 C 1.03 (0.74-1.42) 0.871 0.62(0.31-1.25) 0.184 1.18 (0.80-1.74) 0.413
rs1439287 2 ACOXL T 1.05(0.81-1.37)  0.708  0.98 (0.65-1.50) 0.943 1.18 (0.76-1.83)  0.469
rs58055674 2 ACOXL C 1.39 (1.02-1.90) 0.036  1.60 (1.08-2.38) 0.019 1.18 (0.51-2.73)  0.696
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1.41 (1.06-1.87)
1.21 (0.93-1.58)
1.13 (0.83-1.53)
0.98 (0.74-1.30)
0.95 (0.69-1.31)
0.96 (0.73-1.24)
0.92 (0.68-1.23)
0.81 (0.62-1.07)
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1.06 (0.79-1.41
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1.14 (0.83-1.56
0.97 (0.72-1.31
1.34 (1.00-1.80)
1.02 (0.76-1.35)
0.76 (0.50-1.13)
1.15 (0.74-1.78)
0.94 (0.66-1.33)
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0.92 (0.70-1.23
1.28 (0.86-1.92
1.00 (0.74-1.35
0.74 (0.51-1.07

0.769
0.281
0.418
0.951
0.017
0.163
0.446
0.884
0.769
0.735
0.567
0.139
0.052
0.240
0.040
0.881
0.648
0.336
0.310
0.098
0.456
0.866
0.158
0.929
0.391
0.704
0.482
0.425
0.838
0.050
0.912
0.176
0.536
0.715
0.589
0.228
0.987
0.110

1.01 (0.61-1.67)
NA
1.13 (0.73-1.76)
1.02 (0.69-1.51)
1.56 (0.98-2.47)
1.23 (0.78-1.95)
1.14 (0.77-1.69)
0.85 (0.54-1.32)
0.90 (0.61-1.33)
0.96 (0.64-1.43)
0.88 (0.45-1.70)
0.80 (0.51-1.26)
0.69 (0.46-1.03)
0.85 (0.34-2.10)
0.68 (0.46-1.02)
0.94 (0.55-1.60)
1.07 (0.63-1.81)
1.28 (0.77-2.14)
1.58 (0.82-3.04)
1.96 (0.94-4.07)
1.28 (0.86-1.91)
0.42 (0.21-0.83)
0.59 (0.24-1.48)
1.06 (0.70-1.59)
0.86 (0.58-1.28)
0.79 (0.52-1.21)
1.04 (0.67-1.61)
1.63 (0.70-3.79)
0.93 (0.61-1.40)
1.21 (0.82-1.78)
0.96 (0.64-1.44)
0.85 (0.26-2.76)
1.09 (0.68-1.74)
0.40 (0.19-0.84)
0.79 (0.53-1.17)
1.35 (0.85-2.16)
0.87 (0.45-1.69)
0.62 (0.41-0.96)

0.967
NA
0.591
0.915
0.059
0.375
0.503
0.468
0.587
0.831
0.695
0.339
0.069
0.724
0.061
0.808
0.800
0.341
0.172
0.073
0.225
0.013
0.263
0.797
0.452
0.279
0.874
0.257
0.721
0.331
0.851
0.786
0.734
0.015
0.240
0.203
0.684
0.030

1.09 (0.71-1.68)
0.73 (0.43-1.25)
1.20 (0.77-1.85)
0.99 (0.54-1.82)
1.58 (1.00-2.48)
1.35 (0.89-2.05)
1.24 (0.59-2.61)
1.11 (0.72-1.73)
1.14 (0.55-2.36)
0.91 (0.56-1.48)
0.90 (0.61-1.33)
0.72 (0.45-1.13)
0.71 (0.43-1.16)
0.76 (0.50-1.16)
0.54 (0.23-1.28)
1.17 (0.27-5.08)
0.83 (0.55-1.26)
1.15 (0.77-1.72)
1.09 (0.74-1.62)
1.24 (0.84-1.82)
0.97 (0.58-1.61)
1.30 (0.85-1.98)
0.77 (0.51-1.17)
0.96 (0.56-1.63)
0.81 (0.43-1.53)
1.50 (0.97-2.33)
0.67 (0.38-1.16)
1.08 (0.72-1.61)
1.03 (0.57-1.86)
2.31 (1.31-4.08)
1.14 (0.66-1.96)
0.69 (0.42-1.13)
2.86 (0.69-11.9)
1.12 (0.74-1.69)
1.13 (0.69-1.86)
1.23 (0.30-5.10)
1.04 (0.71-1.54)
1.34 (0.58-3.09)

0.684
0.256
0.423
0.971
0.048
0.155
0.568
0.636
0.723
0.717
0.605
0.150
0.172
0.202
0.164
0.832
0.380
0.503
0.650
0.280
0.897
0.222
0.225
0.868
0.523
0.070
0.155
0.702
0.914
0.004
0.631
0.139
0.148
0.601
0.633
0.776
0.835
0.497

Abbreviations: SNP, single nucleotide polymorphism; HR, hazards ratio. Significant results

in bold (p < 0.05).2 Cox regression analysis assuming a log-additive model of inheritance. t

Cox regression analysis assuming a dominant model of inheritance. ¥ Cox regression analysis

assuming a recessive model of inheritance.

In line with these data, a meta-analysis of our data including data from a

previous GWAS confirmed that none of these loci have a significant impact on
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TTFT (Table 5). These findings support the notion of a null effect of susceptibility

variants on disease progression in CLL.

Table 5. Meta-analysis of association estimates of GWAS-identified risk variants for CLL

and disease progression in the CRuCIAL cohorts with a previous GWAS.

Risk CRuCIAL consortium Lin et al. (2021) [12] Meta-analysis
SNP Chr. Nearby gene (354 CLL cases) (755 CLL cases) (1109 CLL cases)

allele "y 05%Cn o  p  HR(95%CDd  p HRO5%CDO p  prr
154368253 18 AC107990.11INFE2L3P1T ~ C  1,03(0.74-142) 0.871 1.03(0.87-1.17)  0.684 1.03 (0.85-1.19) 0.726 0.985
151439287 2 ACOXL T 1.05(0.81-1.37) 0.708 1.00 (0.86-1.12) 0.990 1.01 (1.16-0.88) 0.858 0.765
1558055674 2 ACOXL C  1.39(1.02-1.90) 0.036 0.98 (0.84-1.15)  0.837 1.08 (0.89-1.23) 0.398 0.096
157944004 11 ASCL211C11orf21 T  1.04(0.78-1.39) 0.769 - - 1.04(1.35-0.80) 0.783 1.000
154987855 18 BCL2 G 075(0.44-127) 0281 0.82(0.45-1.10) 0.230 0.78 (0.33-1.10) 0.205 0.734
152651823 11 Cl1orf211 TSPAN32 A 112(085-1.46) 0418 0.93(0.80-1.07) 0.302 0.98 (1.14-0.84) 0.796 0.303
151476569 4 CAMK2D G 1.01(0.76-1.35) 0.951 0.99 (0.85-1.15)  0.898 1.00 (0.83-1.14) 0.955 0.917
153769825 2 CASP8 T 1.41@1.06-1.87) 0.017 1.10(0.96-1.22) 0.149 1.01(1.18-0.87) 0.870 0.018
157558911 CFLAR A 121(093-1.58) 0.163 0.81(0.63-0.97) 0.019 0.94 (1.10-0.80) 0.421 0.048
151036935 18 CXXcC1 A 113(0.83-1.53) 0.446  0.96 (0.83-1.13)  0.660 1.01(1.19-0.85) 0.949 0.444
151359742 DMRTA1 G 098(0.74-1.30) 0.884 0.93(0.76-1.07)  0.344 0.94 (0.77-1.10) 0.506 0.778
156546149 2 DTNB G 095(0.69-1.31) 0.769 0.86 (0.73-1.01)  0.067 0.87 (0.64-1.06) 0.192 0.652
159880772 3 EOMES|LINC01980 T 096(0.73-1.24) 0.735 1.00(0.87-1.12) 0.954 0.98 (1.13-0.86) 0.828 0.815
1513015798 2 FAM126B A 092(0.68-1.23) 0567 0.78 (0.57-0.96)  0.015 0.85(1.02-0.71) 0.076 0.556
156586163 10 FAS A 0.81(0.62-1.07) 0.139  1.00(0.86-1.13)  0.972 0.95(1.11-0.82) 0.527 0.249
152267708 7 GPR37 T 0.76(058-1.00) 0.052 0.98(0.85-1.12)  0.743 0.91 (1.07-0.78) 0.273 0.176
152953196 1 GRAMD1B G 082(0.59-1.14) 0240 1.16(0.99-1.31) 0.065 1.06 (0.84-1.23) 0.596 0.102
1535923643 11 GRAMD1B G 0.71(0.52-0.98) 0.040 1.18 (1.00-1.39)  0.049 1.03 (0.84-1.19) 0.760 0.021
153800461 6 ILRUN C  097(0.61-1.54) 0.881 1.19(0.96-1.47) 0.105 1.12(1.41-0.88) 0.363 0.426
159392504 6 IRF4 A 094(0.72-123) 0.648 1.03(0.88-1.16) 0.678 1.00 (1.16-0.87) 0.970 0.597
15391855 16 IRF8 A 114(0.87-1.49) 0336 1.00(0.85-1.13)  0.967 1.04 (1.21-0.89) 0.624 0.477
15898518 4 LEF1 A 116(0.87-1.54) 0310 0.92(0.76-1.06)  0.282 0.98 (1.14-0.84) 0.818 0.234
1534676223 1 MDS2 C  1.28(096-1.71) 0.098 1.06 (0.90-1.19)  0.467 1.11 (0.93-1.25) 0.210 0.347
1557214277 4 MYLI2BP2IILINC02363 T  1.10(0.85-1.43) 0.456 0.92 (0.79-1.06)  0.228 0.97 (1.13-0.84) 0.728 0.286
1510936599 3 MYNN C  1.03(0.73-1.46) 0.866 0.91 (0.70-1.08)  0.314 0.94 (0.72-1.13) 0.586 0.587
1511715604 3 NCK1 T 078(0.55-1.10) 0.158 1.05(0.87-1.27)1y 0.614 0.96 (0.73-1.15) 0.719 0.207
156489882 12 OAS3 G 1.01(0.76-1.34) 0929 1.10(0.95-1.27) 0213 1.06 (0.91-1.18) 0.450 0.588
rs140522 22 ODF3B T 088(0.66-1.18) 0.391 1.04 (0.90-1.20) 0.641 0.99 (1.16-0.85) 0.927 0.397
152236256 6 OPRM1 1 1IPCEF1 C  1.06(0.79-1.41) 0704 1.04 (0.91-1.20) 0.568 1.04 (0.88-1.18) 0.580 0.930
rs11637565 15 PCAT291LOC107984788 G (.90 (0.68-1.20) 0.482  0.89 (0.77-1.03)  0.112 0.88 (0.68-1.05) 0.182 0.958
1517246404 7 POT1 C  1.14(0.83-1.56) 0425 1.01(0.85-1.15) 0.872 1.04 (0.86-1.19) 0.636 0.577
152511714 8 POUSF1P2110DF1 G 097(0.72-1.31) 0.838 1.00 (0.87-1.14) 0.962 0.99 (0.83-1.13) 0.895 0.883
rs11083846 19 PRKD2 A 1.34(1.00-1.80) 0.050 1.11(0.94-1.30) 0.228 1.17 (1.41-0.98) 0.088 0.342
rs888096 2 QPCTIIRNU6-1116P A 1.02(0.76-1.35) 0912  1.08 (0.93-1.24) 0.324 1.06 (1.26-0.90) 0.484 0.801
1541271473 1 RHOU G 076(050-1.13) 0.176 0.92 (0.71-1.09) 0.368 0.87 (0.61-1.08) 0.247 0.453
1573718779 6 SERPINB6 A 115(0.74-1.78) 0536  0.74(0.42-0.99)  0.040 1.23 (1.59-0.95) 0.113 0.750
1512638862 3 TERC A 094(0.66-1.33) 0.715 0.95(0.76-1.11)  0.567 0.95(1.14-0.79) 0.582 0.958

206



Tesis doctoral Antonio José Cabrera Serrano

rs7705526 5 TERT A 092(0.70-1.23) 0.589 - - 0.92(1.27-0.67) 0.621 1.000
1561904987 11 TMPRSS511DRD2 T 128(0.86-1.92) 0.228 1.06(0.87-1.29) 0.570 1.11 (1.40-0.89) 0.357 0.481
15926070 6 TSBP1-AS1 A 1.00(0.74-1.35) 0.987 1.07(0.91-1.19)  0.382 1.05(1.25-0.89) 0.570 0.742
157254272 19 ZBTB7AIMAP2K2 A 074(051-1.07) 0110 1.12(0.93-1.35) 0.242 1.00(1.22-0.82) 0.991 0.096
Abbreviations: SNP, single nucleotide polymorphism; HR, hazards ratio. CI, confidence
interval; Meta-analysis was performed assuming a fixed-effect model. Significant results in
bold (p < 0.05). " Authors report the effectfound for the rs62410363 (a SNP in strong linkage
disequilibrium with the rs11715604, r2 = 0.97). ® Cox regression analyses were adjusted for age,
sex, and country of origin and were calculated according to log-additive modelof inheritance.
As expected, the association of weighted and unweighted PRSs built with
those variants associated with TTFT in the CRuCIAL cohort was very modest
(HRUnweighted = 1.26, p = 6.20 x10 ' and HRweightea = 1.32, p = 5.17 x10 " and
HRunweighted_scaled_so% = 1.29, p = 4.40 x10"° and HRweighted_scated_s0% = 1.34, p = 6.60
><1075). Therefore, we were able to confirm that these PRSs were not useful in
accurately predicting disease progression (AUROCy,eighea = 0.59,
AUROCWeighted = 0. 60/ AUROCUnweighted_ScaIed_SO% = 0.61 and
AUROCWeighted_Scaled_80% = 061/ Table 6)
Table 6. Associations between unweighted and weighted PRSs and disease progression.
Polygenic risk scores (n=290) AUROC
Quintiles HR 95%ClI= p AUROC (95%CI)
Unweighted, subjects with 100% call rate 1 1.00 -
2 1.23 (0.68-2.22) 0.487
3 - -
4 1.89 (1.08-3.31) 0.026
5 2.66 (1.45-4.88) 1.50-10-03
Continuos®  1.26 (1.11-1.45) 6.20-10-04 0.59 (0.52-0.66)
Weighted, subjects with 100% call rate 1 1.00 -
2 2.22(1.05-4.71) 0.037
3 1.45 (0.66-3.16) 0.353
4 2.34 (1.14-4.79) 0.020
5 3.87 (1.89-7.94) 2.10-10-4
Continuos®  1.32 (1.13-1.54) 5.17-10- 0.60 (0.53-0.67)
Polygenic risk scores (n=323) AUROC
Quintiles HR 95%CI> P AUROC (95%CI)
Unweighted, subjects with 80% call rate 1 1.00
2 1.27 (0.73-2.21) 0.392
3 - -
4 1.85 (1.07-3.19) 0.027
5 3.00 (1.75-5.12) 5.90-10-%
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Continuos®  1.29 (1.14-1.46) 4.40-10-% 0.61 (0.54-0.67)

Weighted, subjects with 80% call rate 1 1.00
2 1.89 (0.93-3.85) 0.080
3 1.64 (0.81-3.32) 0.172
4 2.64 (1.37-5.10) 3.80-10%
5 3.58 (1.85-6.93) 1.50-10%4

Continuos® 1.34 (1.16-1.54) 6.60-10-5 0.61 (0.55-0.67)

a HR, hazards ratio; CI, confidence interval. All analyses were adjusted for age, sex and geographic
region of origin. b The unit for the analysis with the continuous variable was the increment of one

quintile.

3. Discussion

This is the largest study evaluating the association of GWAS-
identified susceptibility variants for CLL with OS, and one of the first
studies assessing the effect of GWAS-identified susceptibility variants for
CLL in disease progression. Even though we found potentially
interesting associations between ten SNPs within the CAMK2D,
CASP8, CFLAR, CXXC1, GPR37, IRFS, LEF1, MYNN, PRKD2, and
TERC loci and the OS of CLL patients, none of these associations
remained significant after correction for multiple testing. As expected,
we found a modest association between weighted and unweighted
PRSs and OS, which increased the prediction capacity by only 7%.
These findings suggest that susceptibility variants for CLL do not have
a large influence on OS, which is in agreement with a previous study
that, using a similar approach, demonstrated that susceptibility
variants do not influence the OS of patients diagnosed with multiple
myeloma, another B cell malignancy [13].

This study failed to find a statistically significant association between
GWAS-identified risk variants for CLL and TTFT. We found that only
seven SNPs within the ACOXL, CASPS, GRAMD1B, MYNN, PRKD2,
TERC, and ZBTB7A | MAP2K2 loci showed an association with TTFT at

p < 0.05 level. None of these associations remained significant after
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correction for multiple testing, and a meta-analysis of our data with
those from a previous GWAS on TTFT confirmed the null effect of these
variants on disease progression. In agreement with these results, we found
that weighted and unweighted PRSs did not have the capacityto predict
TTFT. Nonetheless, in light of the relatively low power of our study
(80% of power to detect an HR of 1.45 for a SNP with a frequency of 0.25)
and the sparse number of studies assessing the impact of GWAS-identified
risk variants for CLL on OS and TTFT,we cannot rule out the possibility
that some of these SNPs might have a stronger effect on the modulation
of OS and disease progression. In fact, we found it interesting that carriers
of the CXXClr0se9354 allele had poorer OS, as our team has previously
reported that the presence of this allele is associated with decreased
numbers of CD19+CD20+ B cells [14], a subtype of cells poorly expressed
in CLL patients. The CXXC1 locus encodes for a protein of the SETD1
complex, which acts as an epigenetic transcriptional activator; if
deregulated, it can lead to tumor progression and poorer survival [15].
This study has both strengths and weaknesses. The major strengths
of this study arethe large number of genetic markers analyzed and the
relatively large size of the study population. Another strength is the
comprehensive functional analysis conducted in the HFGP cohort,
which included cQTL data after stimulation of whole blood, PBMCs,
and MDMs with LPS, PHA, Pam3Cys, CpG, and B. burgdorferi and
E. coli, as well as data onserological and plasmatic inflammatory
proteins, serum steroid hormones, and blood- derived immune cell
types. A limitation of this study is its multicentric nature, with
inevitable drawbacks such as the impossibility of uniformly collecting
medication historyand Rai-Binet status for a significant proportion of

the patients analyzed. In addition, considering that all study
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participants included in this study were of European ancestry, we
could not determine the impact of GWAS-identified variants on patient

survival and TTFT in other ethnic or ancestral populations.
3. Materials and Methods
3.1. Study Participants

This study included 1039 CLL patients ascertained through the
CRuCIAL consortium. CLL patients were diagnosed following the
updated international criteria [5]. Study participants were of European
ancestry, and provided their written informed consent to participate in
the study, which was approved by the ethical review committee of
partici pant institutions: Virgen de las Nieves University Hospital
(Granada, Spain, 0760-N-18); University Hospital of Salamanca
(Salamanca, Spain, P190/07/2018); Hospital del Mar (Barcelona, Spain);
Catalan Institute of Oncology (Barcelona, Spain); Morales Meseguer
University Hospital (Murcia, Spain); Consortium for Biomedical Research
in Epidemiology and Public Health (CIBERESP) group (Spain);
University of Modena and Reggio Emilia, AOU Policlinico (Modena,
Italy); University of Pisa (Pisa, Italy), Wroclaw Medical University
(Wroclaw, Poland); and the Radboud University Medical Center
(Nijmegen, The Netherlands, 2011/299). A detailed description of the
study cohort has been reported elsewhere [14]. The main characteristics
of the patients are included in Table 1. This study followed the

Declaration of Helsinki.
3.2. SNP Selection and Genotyping

A total of 41 single nucleotide polymorphisms (SNPs) were
selected based on published GWAS, functionality data, and linkage
disequilibrium between the SNPs (Supplementary Table S1) [14].
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Genotyping of selected SNPs was carried out at GENYO (Centre for
Genomics and Oncological Research: Pfizer/University of

Granada/Andalusian Regional Government, Granada, Spain) using

KASPar® assays (LGC Genomics, Hoddesdon, UK) according to
previously reported protocols. For internal quality control, ~5% of
samples were randomly selected and included as duplicates. Concordance

between the original and the duplicate samples for the selected SNPs was

>99.0%. Call rate was higher than 90%.
3.3. Statistical Analysis and Meta-Analysis

The Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) test was performed in
the control group using a standard observed—expected chi-square (x?)
test. The primary outcome was OS and the endpoint was defined as
death from any cause. Survival time was calculated as the time from
CLL diagnosis until the occurrence of the study endpoint, censoring
at the date of death or the last observed follow-up time. The second
outcome was time to first treatment (TTFT), defined as the interval
between CLL diagnosis and date of the first treatment or last follow-up,
while the endpoint was defined as death from any cause. Association
with OS and TTFT, defined as hazard ratio (HR), was calculated for
each SNP using Cox regression analysis adjusted for age, sex, and
country of origin. Considering the number of SNPs and the number of
inheritance models tested (log-additive, dominant, and recessive), we set
a significance threshold to 0.00041 (0.05/41/3) using the Bonferroni
correction. Association analyses were performed using STATA (v12.1;
Stata Corp, College Station, TX, USA) and power calculations were
estimated using the survSNP package in R(v4.1.1; R Core Team, 2018).

In order to confirm potentially interesting associations with disease

progression, we conducted a meta-analysis of the CRuCIAL data with
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those from a previous GWAS [12] using METAL and assuming a fixed-

effect model; the 12 statistic was used to assess statistical heterogeneity
between cohorts. Next, in order to confirm whether susceptibility
variants could predict OS and disease progression, we computed weighted
and unweighted polygenic risk scores (PRSs) considering those SNPs
associated with OS and TTFT at a threshold of p < 0.05. We built PRSs
considering either subjects with a call rate of 100% (n =891 and 290) or
80% (n = 1003 and 323) for OS and TTFT, respectively. PRS is an ap-
proach that estimates the individual risk to a phenotype or disease, which
is calculated as a sum of their genotypes weighted by corresponding
genotype effect sizes from summary statistic data. A detailed
explanation of how the PRS scores were generated has been published

in [16].

3.4. Functional Effect of the GWAS-Identified Risk Variants on Immune

Responses

Mechanistically, we investigated whether selected SNPs were
correlated with production of nine cytokines after in vitro stimulation of
peripheral mononuclear cells (PBMCs)from 408 healthy subjects from
the Human Functional Genomic Project (HFGP) cohort with LPS (100
ng/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), PHA (10 pug/mL, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), Pam3Cys (10 pg/mL, EMC
microcollections, Tuebingen, Germany), CpG (100 ng/mL, InvivoGen,
San Diego, CA, USA), and B. burgdorferi (ATCC strain 35210)and E. coli
(ATCC 25922). In addition, we investigated the correlation between
SNPs and circulating concentrations of 103 serum and plasmatic
inflammatory proteins, absolute numbers of 91 blood-derived immune
cell populations (Supplementary Tables S2 and S3) and 7 plasma steroid

hormones. Experimental protocols for the functional experiments have
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been previously described in detail [17,18]. Functional results for selected
SNPs have been previously published by our team as part of a study in
the context of the CRuCIAL consortium that aimed at validating the

associations of GWAS-identified risk variants forCLL [14].
4. Conclusions

This study suggests that susceptibility variants for CLL do not
substantially impact the overall survival of CLL patients, and confirms

previous results suggesting the null effect of these variants on TTFT.

Supplementary Materials: The supporting information can be downloaded at:
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9, ANEXO I

9.1. Tabla suplementaria 1

Tabla suplementaria 1. Lista de genes asociados con la autofagia seleccionados.

Geneld
55626
8542
405
410
411
468

22926
83734
9140
55054
89849
23130
55102
64422
115201
23192
84938
84971
9474
10533

79065
285973

662

664

665
60673
23591
10241
10645

Name
autophagy/beclin-1 regulator 1
apolipoprotein L, 1
aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
arylsulfatase A
arylsulfatase B
activating transcription factor 4 (tax-responsive enhancer element B67)
activating transcription factor 6
ATG10 autophagy related 10 homolog (S. cerevisiae)
ATG12 autophagy related 12 homolog (S. cerevisiae)
ATG16 autophagy related 16-like 1 (S. cerevisiae)
ATG16 autophagy related 16-like 2 (S. cerevisiae)
ATG?2 autophagy related 2 homolog A (S. cerevisiae)
ATQG2 autophagy related 2 homolog B (S. cerevisiae)
ATG?3 autophagy related 3 homolog (S. cerevisiae)
ATG4 autophagy related 4 homolog A (S. cerevisiae)
ATG4 autophagy related 4 homolog B (S. cerevisiae)
ATG4 autophagy related 4 homolog C (S. cerevisiae)
ATG4 autophagy related 4 homolog D (S. cerevisiae)
ATGS autophagy related 5 homolog (S. cerevisiae)
ATG7 autophagy related 7 homolog (S. cerevisiae)
ATG9 autophagy related 9 homolog A (S. cerevisiae)
ATG?Y autophagy related 9 homolog B (S. cerevisiae)
5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase/IMP cyclohydrolase
BCL2-associated athanogene
BCL2-associated athanogene 3
BCL2-antagonist/killer 1
BCL2-associated X protein
B-cell CLL/lymphoma 2
BCL2-like 1
beclin 1, autophagy related
BH3 interacting domain death agonist
baculoviral IAP repeat-containing 5
baculoviral IAP repeat-containing 6
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 1
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3-like
chromosome 12 open reading frame 44
chromosome 17 open reading frame 88
calcium binding and coiled-coil domain 2
calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2, beta
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Symbol
AMBRAI
APOLI
ARNT
ARSA
ARSB
ATF4
ATF6
ATG10
ATG12
ATGI6L1
ATGI6L2
ATG24
ATG2B
ATG3
ATG4A4
ATG4B
ATG4C
ATG4D
ATGS
ATG7
ATG94
ATGYB
ATIC
BAGI
BAG3
BAKI
BAX
BCL2
BCL2L1
BECNI
BID
BIRCS
BIRC6
BNIPI
BNIP3
BNIP3L
C12o0rf44
Ci170rf88
CALCOCO2
CAMKK?
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821
823
11132
824
826
834
836
837
841
6347
729230
4179
1026
1027
1029
8837
25978
128866
1201
1508
1509
1514
6376
7852
1612
23604
1649
9077
10395
3337
4189

calnexin

calpain 1, (mu/I) large subunit

calpain 10

calpain 2, (m/II) large subunit

calpain, small subunit 1

caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase (interleukin 1, beta, convertase)
caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase

caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase

caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase

chemokine (C-C motif) ligand 2

chemokine (C-C motif) receptor 2

CD46 molecule, complement regulatory protein
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cipl)
cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, Kip1)
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, p16, inhibits CDK4)
CASPS8 and FADD-like apoptosis regulator

chromatin modifying protein 2B

chromatin modifying protein 4B

ceroid-lipofuscinosiS. neuronal 3

cathepsin B

cathepsin D

cathepsin L1

chemokine (C-X3-C motif) ligand 1

chemokine (C-X-C motif) receptor 4

death-associated protein kinase 1

death-associated protein kinase 2

DNA-damage-inducible transcript 3

DIRAS family, GTP-binding RAS-like 3

deleted in liver cancer 1

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1

Dnal (Hsp40) homolog, subfamily B, member 9

DNA-damage regulated autophagy modulator 1

ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 1

eukaryotic translation elongation factor 2

eukaryotic elongation factor-2 kinase

epidermal growth factor receptor (erythroblastic leukemia viral (v-erb-b) oncogene
homolog, avian)

eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 2
eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 3
eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 1 alpha, 35kDa
eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1
eukaryotic translation initiation factor 4 gamma, 1

v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, neuro/glioblastoma derived
oncogene homolog (avian)

endoplasmic reticulum to nucleus signaling 1

ERO1-like (S. cerevisiae)

Fas (TNFRSF6)-associated via death domain

family with sequence similarity 48, member A
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CANX
CAPNI
CAPNI0
CAPN2
CAPNS1
CASPI
CASP3
CASP4
CASPS
cCcL2
CCR2
CD46
CDKNIA
CDKNIB
CDKN24
CFLAR
CHMP2B
CHMP4B
CLN3
CTSB
CTSD
CTSLI
CX3CLI
CXCR4
DAPKI
DAPK?2
DDIT3
DIRAS3
DLCI
DNAJBI
DNAJBY9
DRAM1
EDEM1
EEF2
EEF2K

EGFR

EIF24K2
EIF24K3
EIF2S1
EIF4EBPI
EIF4Gl1

ERBB2

ERNI
EROIL
FADD
FAM48A4
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355
2280
2281
2353

3458
3551
9641
11009
345611
3675
3655

3688

Fas (TNF receptor superfamily, member 6)

FK506 binding protein 1A, 12kDa

FK506 binding protein 1B, 12,6 kDa

FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog

forkhead box Ol

forkhead box O3

glucosidase, alpha; acid

GABA(A) receptor-associated protein

GABA(A) receptor-associated protein like 1

GABA(A) receptor-associated protein-like 2

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting activity polypeptide 3
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 2-like 1
golgi-associated PDZ and coiled-coil motif containing

glutamate receptor, ionotropic, delta 1

glutamate receptor, ionotropic, delta 2

histone deacetylase 1

histone deacetylase 6

hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate

hypoxia inducible factor 1, alpha subunit (basic helix-loop-helix transcription factor)
heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class B member 1

heat shock 70kDa protein 5 (glucose-regulated protein, 78kDa)

heat shock 70kDa protein 8

heat shock 22kDa protein 8

interferon, gamma

inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cellS. kinase beta
inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cellS. kinase epsilon
interleukin 24

immunity-related GTPase family, M

integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3 subunit of VLA-3 receptor)
integrin, alpha 6

integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide, antigen CD29 includes MDF2,

MSK12)

integrin, beta 4

inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 1

glucosidase, alpha; acid

GABA(A) receptor-associated protein

GABA(A) receptor-associated protein like 1

GABA(A) receptor-associated protein-like 2
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting activity polypeptide 3
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 2-like 1
golgi-associated PDZ and coiled-coil motif containing

glutamate receptor, ionotropic, delta 1

glutamate receptor, ionotropic, delta 2

KIAA0226

KIAA0652

KIAAO0831

219

Antonio José Cabrera Serrano

FAS
FKBPIA
FKBPIB

FOS

FOX0!I
FOX03
GAA
GABARAP
GABARAPLI
GABARAPL2
GAPDH
GNAI3
GNB2L1
GOPC
GRID1
GRID2
HDACI
HDAC6
HGS
HIFIA
HSP90AB1
HSPAS
HSPAS
HSPBS
IFNG
IKBKB
IKBKE
1124
IRGM
ITGA3
ITGA6

ITGBI

ITGB4
ITPRI
GAA
GABARAP
GABARAPLI
GABARAPL2
GAPDH
GNAI3
GNB2L1
GOPC
GRIDI
GRID2
KIAA0226
KI4A40652
KIAA0831
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3799
54800
3916
3920
84557
81631
440738
5609
5594
5595
5599
9479
5601
51360
64223
64419
2475
4609
92345
10135

23645

kinesin family member 5B KIF5B
kelch-like 24 (Drosophila) KLHL24
lysosomal-associated membrane protein 1 LAMPI
lysosomal-associated membrane protein 2 LAMP?2
microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha MAPILC3A4
microtubule-associated protein 1 light chain 3 beta MAPILC3B
microtubule-associated protein 1 light chain 3 gamma MAPILC3C
mitogen-activated protein kinase kinase 7 MAP2K7
mitogen-activated protein kinase 1 MAPK1
mitogen-activated protein kinase 3 MAPK3
mitogen-activated protein kinase 8 MAPKS
mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 1 MAPKSIPI
mitogen-activated protein kinase 9 MAPK9
membrane-bound transcription factor peptidase, site 2 MBTPS?2
MTOR associated protein, LST8 homolog (S. cerevisiae) MLSTS
myotubularin related protein 14 MTMRI14
mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase) MTOR
v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) MYC
nuclear assembly factor 1 homolog (S. cerevisiae) NAF1
nicotinamide phosphoribosyltransferase NAMPT
neighbor of BRCAL1 gene 1 NBR1
NCK-associated protein 1 NCKAPI
nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 NFE2L2
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 NFKBI
NK2 transcription factor related, locus 3 (Drosophila) NKX2-3
NLR family, CARD domain containing 4 NLRC4
Niemann-Pick disease, type C1 NPC1
neuregulin 1 NRGI
neuregulin 2 NRG2
neuregulin 3 NRG3
prolyl 4-hydroxylase, beta polypeptide P4HB
Parkinson disease (autosomal recessive, juvenile) 2, parkin PARK2
poly (ADP-ribose) polymerase 1 PARPI
phosphoprotein enriched in astrocytes 15 PEAILS
proline, glutamate and leucine rich protein 1 PELPI
peroxisomal biogenesis factor 14 PEX14
peroxisomal biogenesis factor 3 PEX3
phosphoinositide-3-kinase, class 3 PIK3C3
phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 4 PIK3R4
PTEN induced putative kinase 1 PINK1
protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 15A PPPIRI5A
protein kinase, AMP-activated, beta 1 non-catalytic subunit PRKABI
protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type I, alpha (tissue specific extinguisher 1) PRKARIA
protein kinase C, delta PRKCD
protein kinase C, theta PRKCQ
phosphatase and tensin homolog PTEN
PTKG6 protein tyrosine kinase 6 PTK6
RABI1A, member RAS oncogene family RABI14
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6767
6794
29110
Not
included
10548
81671
157753
8743
7157
58476
8626
7161
7248
7249
286319
8408
9706
25989

9100
7405
9341
6845
7422

RABIA, member RAS oncogene family
RAB24, member RAS oncogene family
RAB33B, member RAS oncogene family
RABSA, member RAS oncogene family
RAB7A, member RAS oncogene family

ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (tho family, small GTP binding protein Rac1)

v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1

retinoblastoma 1

RB1-inducible coiled-coil 1

v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian)

regulator of G-protein signaling 19

Ras homolog enriched in brain

ribosomal protein S6 kinase, 70kDa, polypeptide 1

regulatory associated protein of MTOR, complex 1

SAR1 homolog A (S. cerevisiae)

serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 1
sestrin 2

SH3-domain GRB2-like endophilin B1

sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 1 (S. cerevisiae)
sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 2 (S. cerevisiae)
sphingosine kinase 1

spinster homolog 1 (Drosophila)

sequestosome 1

suppression of tumorigenicity 13 (colon carcinoma) (Hsp70 interacting protein)
serine/threonine kinase 11

TANK-binding kinase 1

transcription factor EB

transmembrane 9 superfamily member 1
transmembrane protein 49

transmembrane protein 74

tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
tumor protein p53

tumor protein p53 inducible nuclear protein 2

tumor protein p63

tumor protein p73

tuberous sclerosis 1

tuberous sclerosis 2

tumor suppressor candidate 1

unc-51-like kinase 1 (C, elegans)

unc-51-like kinase 2 (C, elegans)

unc-51-like kinase 3 (C, elegans)

unc-51 like kinase 4

ubiquitin specific peptidase 10

UV radiation resistance associated gene
vesicle-associated membrane protein 3 (cellubrevin)
vesicle-associated membrane protein 7

vascular endothelial growth factor A
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RABIA
RAB24
RAB33B
RABS5A
RAB7A
RACI
RAFI
RBI
RBICCI
RELA
RGSI19
RHEB
RPS6KBI
RPTOR
SARIA
SERPINAI
SESN2
SH3GLBI
SIRTI
SIRT?2
SPHK1
SPNSI
SOSTMI
STI3
STK11
TBKI

TFEB

TMISF I
TMEM49
TMEM74
TNFSF10
TP53
TP53INP2
TP63
TP73
TSCI
N
TUSCI
ULK1
ULK2
ULK3
ULK4
USPI0
UVRAG
VAMP3
VAMP7
VEGFA
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23001 WD repeat and FY VE domain containing 3 WDFY3
11152 WD repeat domain 45 WDR45
56270 WDR45-like WDR45L
55062 WD repeat domain, phosphoinositide interacting 1 WIPI1
26100 WD repeat domain, phosphoinositide interacting 2 WIPI2
53349 zinc finger, FYVE domain containing 1 ZFYVEI

9.2. Tabla suplementaria 2

Tabla suplementaria 2. Tipos de células analizados en sangre total o en células sanguineas mononucleares

periféricas.
Name Parent Grandparent

Leukocytes CD45P LMII None None
Neutrophils LMI1 1 None
Monocytes CD14P_LMI1 1 None
Classical monocytes CD14PPCDI16N_LMI1 3 1
Intermediate_monocytes CD14PPCD16P_LMI1 3 1
NonClassical monocytes CD14PCD16P_LMI1 3 1
Lymphocytes LMI1 1 None
T cells CD3P_CD56N_LMI1 7 1
NK_cells CD3N_CD56P_LMI1 7 1
NKT cells CD3P_CD56P_LMII 7 1
B cells CD19P_LMI1 7 1
CD4P T cells LMI1 8 7
CDSP T cells LMI1 8 7
DP CD4P _CD8P LMII 8 7
DN _CD4N CDSN LMII 8 7
CD4P_CD25high Treg LMI1 12 8
NK dim CD56P CD16P LMII 9 7
NK bright CD56PP_CD16N LMI1 9 7
NK CD56P_CD16N_LMI1 9 7
Leukocytes CD45P_LMI2 justRef justRef
T cells. CD3P_CD56N_LMI2 justRef justRef
CD4P_T cells LMI2 justRef justRef
CD8P_T cells LMI2 justRef justRef
CD45RON_CD45RAP T cells LMI2 21 20
CD45ROP_CD45RAP T cells LMI2 21 20
CD45ROP_CD45RAN T cells LMI2 21 20
CD45RON_CD45RAN T cells LMI2 21 20
CD4P_CD25P _CDI127low_Treg LMI2 22 21
CD4P Naive CD45RAP CD27P LMI2 22 21
CD4P_Eff CD45RAP CD27N_LMI2 22 21
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CD4P_EM CD45RAN_CD27N_LMI2 22 21
CD4P_CM_CDA45RAN CD27P LMI2 22 21
CDA4P_Naive CD45RON_CD27P LMI2 22 21
CDA4P_Eff CD45RON_CD27N_LMI2 22 21
CD4P_EM CD45ROP _CD27N_LMI2 22 21
CD4P_CM_CDA45ROP _CD27P LMI2 22 21
CD8P Naive CD45RAP CD27P LMI2 23 21
CD8P_Eff CD45RAP_CD27N_LMI2 23 21
CD8P_EM CD45RAN _CD27N_LMI2 23 21
CD8P_CM_CD45RAN_CD27P_LMI2 23 21
CD8P Naive CD45RON_CD27P LMI2 23 21
CD8P_Eff CD45RON_CD27N_LMI2 23 21
CDS8P_EM CD45ROP_CD27N_LMI2 23 21
CDS8P_CM_CD45ROP CD27P LMI2 23 21
Lymphocytes LMI3 justRef justRef
B cells CD3N_CDI19P_LMI3 justRef justRef
CD27N_IgMP LMI3 justRef justRef
CDI19P_CD20N_Plasma blasts LMI3 47 46
CD19P_CD20P B_cells LMI3 47 46
IgDN_CD5PP_LMI3 47 46
IgDP_CD5PP_LMI3 47 46
IgDN_CD5P_LMI3 47 46
IgDP_CD5P_LMI3 47 46
CD24P_CD38P LMI3 47 46
Transitional B cells CD24PP_CD38PP_LMI3 47 46
IgDN IgMP LMI3 47 46
IgDP IgMP LMI3 47 46
IgDP IgMN LMI3 47 46
IgDN IgMN LMI3 47 46
Transitional B cell CD27N_IgMP_CD24P_CD38high LMI3 48 47
Mature naive CD24P CD38P_LMI3 48 47
IgMN_LMI3 55 47
CD24P_CD38P_CD27P_IgMP_LMI3 55 47
Natural _effector CD24P_CD38P _IgDP_IgMP_LMI3 55 47
Plasmablast IgDN IgMN_ CD38PP_LMI3 60 47
Class_switched memory IgDN IgMN CD38P _CD27P_LMI3 60 47
IgDN IgMN CD27N_LMI3 60 47
Naive B cells IgDP IgMP CD27N_LMI3 58 47
Memory B cells IgDP IgMP CD27P LMI3 58 47
IgDN IgMP CD27N_LMI3 57 47
IgM_only memory IgDN IgMP CD27 LMI3 57 47
IgMP_CD38PP_CD27P LMI3 57+58 47
Class_non_switched memory IgMP_CD38P _CD27P_LMI3 57+58 47
IgMP_CD27N_LMI3 57+58 47
Lymphocytes PBMC_ LMI4 justRef justRef
CD4P_T cells PBMC LMI4 justRef justRef
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DP_CD4P_CD8P_PBMC LMI4 justRef justRef
DN CD4N _CDSN PBMC LMI4 justRef justRef
CD8P_T cells PBMC LMI4 justRef justRef
CD25N_CD127P_Tconv_ PBMC LMI4 justRef justRef
CD4P_CD25P _CD127low Treg PBMC LMI4 justRef justRef
Prol DN CD4NCD8N PBMC LMI4 80 77
Prol DP_CD4PCD8P_PBMC LMI4 79 77
Prol CD4P Tconv PBMC LMI4 82 78
Prol CD4P Treg PBMC LMI4 83 78
Prol CD8 PBMC LMI4 81 77
Treg FOXP3P HeliosP PBMC LMI4 83 78
Treg FOXP3P HeliosN PBMC LMI4 83 78
Treg CD45RAP PBMC LMI4 83 78
Treg CD45RAN PBMC LMI4 83 78
Treg HLANDRP PBMC LMI4 83 78

Las células incluidas en LMI1-3 se midieron en sangre completa y las incluidas en LIM4 en PBMCs.

9.3. Tabla suplementaria 3

Tabla suplementaria 3. Metabolitos séricos y plasmaticos medidos en la cohorte HFGP.

Panel Marcadores Localizacion
Olink INFLAMMATION(v,3021) 4E-BP1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) ADA Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) ARTN Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) AXIN1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) Beta-NGF Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CASP-8 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCL11 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCL19 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCL20 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCL23 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCL25 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCL28 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCL3 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCL4 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CD244 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CD40 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CD5 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CD6 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CDSA Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CDCP1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CSF-1 Suero
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Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)
Olink INFLAMMATION(v,3021)

CST5
CX3CL1
CXCLI1
CXCL10
CXCLI11
CXCLS5
CXCL6
CXCL9
DNER
EN-RAGE
FGF-19
FGF-21
FGF-23
FGEF-5
FIt3L
GDNF
HGF
IFN-gamma
IL-1 alpha
IL10
IL-10RA
IL-10RB
IL-12B
IL13
IL-15RA
IL-17A
IL-17C
IL18
IL-18R1
1L2
IL-20
IL-20RA
IL-22 RAI
IL-24
IL-2RB
IL33
IL4
ILS
IL6
L7
IL8
LAP TGF-beta-1
LIF
LIF-R
MCP-1
MCP-2
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Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero
Suero

Suero
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Olink INFLAMMATION(v,3021) MCP-3 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) MCP-4 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) MMP-1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) MMP-10 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) NRTN Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) NT-3 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) OPG Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) OSM Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) PD-L1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) SCF Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) SIRT2 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) SLAMF1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) ST1Al Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) STAMBP Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TGF-alpha Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TNF Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TNFB Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TNFRSF9 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TNFSF14 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TRAIL Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TRANCE Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TSLP Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TWEAK Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) uPA Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) VEGFA Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) Assay Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) hsCRP Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL18bpx Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) Resistin Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) Leptin Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) Adiponectin Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) AAT Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) 1L-1 R.a_.Q Plasma
(Quantikine)
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL18 pg/mL Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-1b pg/mL Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-6 pg/mL Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) VEGF-A Plasma
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Tabla suplementaria 4. Resumen de la anotacion funcional y regulatoria de los SNP mas significativos.

SNP

ARSBs59952010

BAK1s210143

Alelo
riesgo

PHM?®

BLD.CD14.PC
BLD.CD15.PC
BLD.CD19.CPC
BLD.CD19.PPC

BLD.CD34.PC

BLD.CD34.CC

BLD.CD56.PC
BLD.MOB.CD3
4.PC.F
BLD.MOB.CD3
4.PC.M
BLD.CD14.MO
NO
BLD.K562.CNC
R

EHM?P

BLD.CD14.PC
BLD.CD15.PC
BLD.CD19.CPC
BLD.CD19.PPC

BLD.CD34.PC

BLD.CD34.CC

BLD.CD56.PC
BLD.MOB.CD3
4.PC.F
BLD.MOB.CD3
4.PCM
BLD.CD14.MO
NO
BLD.K562.CNC
R

DNAse

Regulatory Proteins
eQTL® Motifs Bound® Rank® Score®
Changed?
CDP 4
DMRT3 7 0.51392
DMRT4
GM12864
BAKL CTCF
GM12865
1047
2.49-10 CTCE
GM12873
ITPR3 CTCE
GM12874
10-6
2.49:10 CTCF
GM12875
BAK1 CTCF
1.54-10°% 1f 055436
BAK1
5.67-1018
BAK1
2.25-10°13
BAK1
3.64-1012
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BCL 254987852

BCL2rs4987856

BLD.CD34.PC

BLD.CD34.CC

BLD.MOB.CD3
4.PC.F
BLD.MOB.CD3
4.PC.M

BLD.CD14.MO BLD.CD34.PC
NO BLD.CD34.CC
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BAK1
7.34-10®
BAK1
3.97-10Y
BAK1
4.54.10%
BAK1
4.13-10°

BCL_disc5

CCNT2_disc
1
Evi-1 2
GATA_know
nl4
k-1 2
SETDBL dis
cl
STAT_discl
STAT_know
ni2
STAT_know
n4
STAT_know
n7
TAL1_discl

Pax-
5_known3

2b

4
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0.60075

0.60906

10
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11.3
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BCL2 51026825
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BLD.MOB.CD3
4PCF BLD.MOB.
BLD.MOB.CD3 cD34.PC.
4.PC.M M
BLD.CD19.PPC BDP1_disc3
BLD.CD56.PC Z“fl‘%k”ow

18 A

229

GM12878
BATF
GM12878
BCL3
GM12878
EBF1
GM12878
IRF4
GM12878
MEF2A
GM12878
PAX5N19
GM12878
POL2
GM12878
POL24H8
GM12878 TBP
GM12891
POL2
GM12892
POL2
GM12892
POL2
GM12892
POL24H8
GM12892
POL24H8
GM12892
TAF1
GM12892
TAF1

1f

0.55436

4

5.37
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BCL2 511152374

LPARG6/RB1s11839271

18

13

BLD.CD14.MO
NO

BLD.CD14.MO
NO
BLD.MOB.CD3
4.PC.F
BLD.MOB.CD3
4.PC.M

BLD.CD14.PC
BLD.CD15.PC

BLD.CD19.CPC

BLD.CD34.PC
BLD.CD34.CC

BLD.MOB.CD3
4.PC.F
BLD.MOB.CD3
4.PC.M
BLD.CD14.MO
NO
BLD.K562.CNC
R

BLD.CD14.PC

BLD.CD15.PC

BLD.CD19.CPC

BLD.CD19.PPC

BLD.CD56.PC
BLD.CD34.PC

BLD.CD34.CC
BLD.K562.CNC
R
BLD.CD14.MO
NO
BLD.MOB.CD3
4PC.F
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ITM2B
9.08-10°°
ITM2B

7.78:101%

ITM2B
8.85-101
ITM2B.

5.02:101
ITM2B

3.70-101

GM15510
NFKB
Rad21_disc3 4 0.60906
CEBPB_kno
wn2
Pax-4_4
Pou6fl_2
1f  0.66703

8

1.44

0.936
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PRKCDyrs143052840

CDKN2A 53731204

18

3

9

BLD.CD14.MO
NO

BLD.CD14.PC

BLD.CD15.PC
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BLD.MOB.CD3

4.PC.M

BLD.CD14.PC
BLD.CD15.PC

BLD.CD19.CPC

BLD.CD19.PPC

BLD.MOB.CD3
4.PC.F

BLD.CD14.PC

BLD.CD19.PPC

BLD.CD14.MO
NO
BLD.MOB.CD3
4.PC.F
BLD.CD14.MO
NO

ITM2B

6.01-102
CYSLTR2

3.44.101
LINCO00462

2.61-1010

CYSLTR2
9.25-10
LINCO00462
2.13-1010

GR_known4

NRSF_known2

Osr

LUN-1
LXR_2

Pitx2
DMRT1

DMRT?2
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1b

1f

1f

0.36991

0.31067

0.55436

7

5

9

0.84

1.7

2.63
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BCL2 54940571

FASrs1926104

BLD.CD19.CPC

BLD.CD34.PC
BLD.CD34.CC
BLD.CD56.PC

BLD.MOB.CD3
4.PC.F
BLD.MOB.CD3
4.PC.M
BLD.CD14.MO
NO

BLD.CD19.PPC

BLD.CD56.PC

BLD.CD56.PC

BLD.CD14.PC

BLD.CD15.PC

BLD.CD19.CPC

BLD.CD34.PC

BLD.CD34.CC

BLD.CD56.PC

BLD.MOB.CD3
4.PC.F
BLD.MOB.CD3
4.PC.M
BLD.K562.CNC
R
BLD.CD14.MO
NO

BLD.CD19.PPC
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DMRT3

DMRT4
DMRT5
DMRT7

Evi-1_4

Foxd3

HDAC2_disc
6

BLD.CD19.

PPC BDP1_disc2

ACTA2

9.08-1018 Evi-1 3
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GM06990
CTCF
GM12878
POL2
GM12878
POL2
GM12891
POL24H8
GM12892
POL2
GM12892
POL2
GM12892
POL2
GM15510
POL2
GM18951
POL2
GM19193
POL2

4

7

0.60906

0.51392

4

6

4.68

0.524
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ITGAG 57584971

EGFRysa97976

NAF1se820366

TFEBise910366

(@)

BLD.CD34.CC

BLD.MOB.CD3

APC.E BLD.CD56.PC

BLD.MOB.CD3
4.PC.F
BLD.CD14.MO
NO

BLD.CD15.PC  BLD.CD14.PC
BLD.CD19.PPC  BLD.CD15.PC

BLD.CD56.PC BLD.CD19.CPC
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ACTA2-AS1  GATA_know

2.40-10 nl
FAS
7.18-104
STAMBPL1
8.5-104
STAMBPLI1|A
L157394.15|A
CTA2
9.81-101%8
OTX 1f
Foxk1
Mef2_known
5
Pou2f2_know 1f
n2
Sox_2
TATA_know
nl
FAC1
Foxpl
HMG-IY_2 6
RREB-1_1
RREB-1_2
ELF1_disc3
Myc_disc10 2b
NRSF_disc9
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0.75983

0.55324

0.26833

0.56896

0.53

2.79

0.076

2.39
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BCL2 57236090 18

VMP 152645488 17
WRAP53 | 17

TP53s17885803

BLD.CD14.MO
NO

BLD.CD34.CC

BLD.CD14.PC

BLD.CD15.PC

BLD.CD19.PPC

BLD.CD56.PC

BLD.MOB.CD3
4.PC.F
BLD.MOB.CD3
4.PC.M
BLD.CD14.MO
NO

BLD.CD19.PPC

BLD.CD14.PC
BLD.CD15.PC

BLD.CD19.CPC

BLD.CD19.PPC

BLD.CD34.PC
BLD.CD34.CC

BLD.CD56.PC

BLD.MOB.CD3
4.PC.F

BLD.MOB.CD3
4.PC.M
BLD.CD14.MO
NO

BLD.CD14.PC

BLD.CD15.PC

Antonio José Cabrera Serrano

RNFT1
1.2-10°®

RNFT1

2.88-10°

RNFT1
4.08-107
RNFT1

9.23:10°
RNFT1
1.84.107

234

Zfx

Brachyury 1

7 0.18412
Nkx3_2
Evi-1 4
Foxa_known
2
Foxj2_1
HNF4_discb
Sox_13
1f  0.45483
1f  0.55436

0.62

9.41

7.73
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Abreviaturas: PHM, marcas de histonas protdbmero; EHM, marcas de histonas potenciadoras; Ref, referencia, a Cambios epigenémicos basados en HaploReg v4, b CHc15sm,
ChromHMM (modelo central de 15 estados); CHc25sm, ChromHMM (modelo central de 25 estados que utiliza 12 marcas imputadas); picos H3K4mel/H3K4me3, H3K4mel
y H3K4me3; picos H3K27ac/H3K9ac, H3K27ac y H3K9ac, ¢ Datos eQTL de Haploreg v4 (sangre completa, tejido linfoblastico), d Anotacion funcional de la herramienta
basada en ENCODE HaploReg v4 (sitio web http://www,broadinstitute,org/mammals/haploreg/haploreg v4,php),

BLD.CD19.CPC

BLD.CD19.PPC

BLD.CD34.PC
BLD.CD34.CC

BLD.CD56.PC
BLD.MOB.CD3
4PC.F
BLD.MOB.CD3
4.PC.M
BLD.CD14.MO
NO
BLD.K562.CNC
R

(https://regulomedb.org/regulome-search).

BLD.CD19.CPC

BLD.CD19.PPC

BLD.CD34.PC
BLD.CD34.CC
BLD.CD56.PC
BLD.MOB.CD3
4.PC.F
BLD.MOB.CD3
4.PC.M
BLD.CD14.MO
NO
BLD.K562.CNC
R
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10. ANEXO I
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Cabrera-Serrano, A. J., Sanchez-Maldonado, J. M., Ter Horst, R., Macauda, A.,
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B., Rodriguez-Sevilla, J. J., Pérez, E. M., Maffei, R., Blanco, G., Giaccherini, M.,
Cerhan, J. R., Marasca, R., Lopez-Nevot, M. A., Chen-Liang, T., Thomsen, H., ...
Sainz, J. (2023). Do GWAS-Identified Risk Variants for Chronic Lymphocytic
Leukemia Influence Overall Patient Survival and Disease
Progression?. International journal of molecular sciences, 24(9), 8005.
https://doi.org/10.3390/ijms24098005. Factor de impacto de afio de publicacion
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Articulos como primer autor:

Sanchez-Maldonado, J. M. *, Cabrera-Serrano, A. J. *, Chattopadhyay, S.,
Campa, D., Garrido, M. D. P., Macauda, A., Ter Horst, R., Jerez, A., Netea, M. G.,
Li, Y., Hemminki, K., Canzian, F., Forsti, A., & Sainz, J. (2023). GWAS-Identified
Variants for Obesity Do Not Influence the Risk of Developing Multiple Myeloma:
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A Population-Based Study and Meta-Analysis. International journal of molecular
sciences, 24(7), 6029. https://doi.org/10.3390/ijms24076029. Factor de impacto
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5.2 (Q1).

Garcia-Martin, P.*, Diez, A. M.*, Maldonado, J. M. S.*, Serrano, A. J. C., Ter
Horst, R., Benavente, Y., Landi, S., Macauda, A., Clay-Gilmour, A., Hernandez-

Mohedo, F., Niazi, Y., Gonzalez-Sierra, P., Espinet, B., Rodriguez-Sevilla, J. J.,
Maftei, R., Blanco, G., Giaccherini, M., Puiggros, A., Cerhan, J., Marasca, R., ...
Sainz, J. (2022). Validation and functional characterization of GWAS-identified
variants for chronic lymphocytic leukemia: a CRuCIAL study. Blood cancer
journal, 12(5), 79. https://doi.org/10.1038/s41408-022-00676-8. Factor de
impacto de afio de publicacién (IF): 12.8 (Q1).

237



Tesis doctoral Antonio José Cabrera Serrano

Sanchez-Maldonado, J. M., Caliz, R., Lopez-Nevot, M. A., Cabrera-Serrano, A.
J., Moniz-Diez, A., Canhao, H., Ter Horst, R., Quartuccio, L., Sorensen, S. B.,
Glintborg, B., Hetland, M. L., Filipescu, 1., Pérez-Pampin, E., Conesa-Zamora, P.,
Swierkot, J., den Broeder, A. A., De Vita, S., Petersen, E. R. B., Li, Y., Ferrer, M.
A., ... Sainz, J. (2021). Validation of GWAS-Identified Variants for Anti-TNF
Drug Response in Rheumatoid Arthritis: A Meta-Analysis of Two Large
Cohorts. Frontiers in immunology, 12, 672255.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.672255._Factor de impacto de afio de
publicacion (IF): 8.787 (Q1).

Sanchez-Maldonado, J. M. *, Moiiz-Diez, A. *, Ter Horst, R., Campa, D.,
Cabrera-Serrano, A. J., Martinez-Bueno, M., Garrido-Collado, M. D. P.,
Hernandez-Mohedo, F., Fernandez-Puerta, L., Lopez-Nevot, M. A., Cunha, C.,

Gonzalez-Sierra, P. A., Springer, J., Lackner, M., Alcazar-Fuoli, L., Fianchi, L.,
Aguado, J. M., Pagano, L., Lopez-Fernandez, E., Clavero, E., ... Sainz, J. (2020).
Polymorphisms within the TNFSF4 and MAPKAPK? Loci Influence the Risk of
Developing Invasive Aspergillosis: A Two-Stage Case Control Study in the
Context of the aspBIOmics Consortium. Journal of fungi (Basel,
Switzerland), 7(1), 4. https://doi.org/10.3390/j0f7010004. Factor de impacto de
afio de publicacién (IF): 5.816 (Q1).

10.3. Presentaciones en eventos cientificos

Presentaciones orales:

Polymorphisms within autophagy-related genes influence the risk of developing
colorectal cancer: a meta-analysis of four large cohorts. VIII Jornadas de
Medicina Genomica y Oncologia de GENYO (Centro Pfizer - Universidad de
Granada - Junta de Andalucia de Genomica e Investigacion Oncologica).
Granada, Andalucia, Espafia, 10/12/2020-11/12/2020.

Validation of GWAS-Identified variants for Chronic Lymphocytic Leukemia: A
study in the context of the CRUCIAL Consortium. 47th European Bone Marrow
Transplantation Annual Meeting. Online, 14/03/2021-17/03/2021.

238



Tesis doctoral Antonio José Cabrera Serrano

Type 2 diabetes-related variants influence the risk of developing Prostate Cancer:
a population-based case-control study and meta-analysis. /I Congreso Nacional-
V' Jornadas de Investigadores/as en Formacion: Fomentando la
interdisciplinariedad. Escuela Internacional de Posgrado de la Universidad de
Granada, 22/06/2022-24/06/2022.

Validation and functional characterization of GWAS-identified variants for
chronic lymphocytic leukemia: a CRuCIAL study. /2¢ Reunion Anual del grupo
espanol de la investigacion basica al tratamiento de la Leucemia Linfocitica
Cronica (GELLC). Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia (SEHH),
Madrid, Espafia, 17/02/2022-18/02/2022.

(Las variantes de riesgo identificadas por GWAS para la leucemia linfocitica
crénica influyen en la supervivencia general del paciente y la progresion de la
enfermedad?. I Congreso Nacional-V Jornadas de Investigadores/as en
Formacion: Fomentando la interdisciplinariedad. Escuela Internacional de
Posgrado de la Universidad de Granada, 21/06/2022-23/06/2022.
Polymorphisms in the CDKN2A, BCL2 and EGFR genes influence the risk of
developing chronic lymphocytic leukemia, but do not determine the survival of
patients. XI Jornadas de Medicina Genomica y Oncologia de GENYO (Centro
Pfizer - Universidad de Granada - Junta de Andalucia de Genomica e

Investigacion Oncoldgica). Granada, Andalucia, Espafia, 13/12/2023-15/12/2023.

Presentaciones de posters:

Do susceptibility variants identified through GWAS influence patient survival in
chronic lymphocytic leukaemia?. 48th European Bone Marrow Transplantation
Annual Meeting. Online, 19/03/2021-23/03/2021.

Do GWAS-Identified Risk Variants for Chronic Lymphocytic Leukemia Influence
Disease Progression?. 4" Annual International Society of Liquid Biopsy Congress.
Miami, Florida, EEUU, 20/10/2022-22/10/2022.

Polymorphisms within autophagy-related genes as susceptibility biomarkers for
Multiple Myeloma: A Meta-Analysis of three large cohorts. 49th Annual Meeting
of the European Society for Bone and Marrow Transplantation. Paris, ile de

France, France, 23/04/2023-26/04/2023.

239



Tesis doctoral Antonio José Cabrera Serrano

Do GWAS-Identified risk variants for Chronic Lymphocytic Leukemia influence
overall patient survival and disease progression?. 49th Annual Meeting of the
European Society for Bone and Marrow Transplantation. Paris, ile de France,
France, 23/04/2023-26/04/2023.

Polimorfismos en los genes CDKN2A, BCL2 y EGFR influyen sobre el riesgo a
desarrollar leucemia linfocitica crénica, pero no determinan la supervivencia de
los pacientes. IV Congreso Interdisciplinar en Genética Humana. Mélaga,
Andalucia, Espaiia, 15/11/2023-17/11/2023.

Identification of new overlapping and disease-specific genetic risk factors for
rheumatoid arthritis and ankylosing spondylitis: a meta-analysis of three large
European populations and functional characterization in healthy and obese
subjects. Jornada Cientifica Consorcio de Investigacion Biomédica en Red de
Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP) 2024. Madrid, Espafia, 11/03/2024-
12/03/2024.

10.4. Otros méritos

Estancia Internacional en el departamento de Biologia de la Universidad de Pisa,
Pisa, Italia. Fecha inicio: 01/04/2024. Fecha fin: 31/04/2024.

Co-IP del proyecto de Investigacion Precompetitivo para Jovenes Investigadores
de la Universidad de Granada titulado “Ejercicio, Gendmica y Biomarcadores:

avances en la prediccion de enfermedades neurodegenerativas (EGB)”. Codigo:

PPJIB2023-126. Duraciéon 01/01/2024-31/12/2024. 1.250 €.

Mentorizacion de cuatro alumnos de trabajo fin de grado (TFG) en el grado de
biologia de la Universidad de Granada.

Ganador del segundo premio de investigacion del Departamento de Medicina
2022 de la Universidad de Granada, por el trabajo titulado “Validation and
functional characterization of GWAS-identified variants for chronic lymphocytic
leukemia: a CRuCIAL study”.

Ponencia en la Charla-Taller: “;Puede la genética ayudarnos a predecir
enfermedades?” Del Centro Publico Integrado de Formacion Profesional (CPIFP)

Aynadamar, Granada, Espaiia.

240





