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Butlleti N°157

Leucemia Limfocitica de cél-lules T Grans Granulars
(T-LGLL)

El sistema immunitari €s una xarxa complexa constituida per cel-lules, teixits i
organs que treballen de manera conjunta per mantenir I'organisme lliure
d'infeccions i processos neoplasics. Entre les cel-lules que hi participen
destaquen els limfocits, que presenten la capacitat d’identificar agents patogens
i generar respostes immunitaries tant innates com adaptatives.

Podem distingir tres subfamilies de limfocits principals: Limfocits B,
responsables de la produccié d’anticossos; limfocits T, essencials en la resposta
adaptativa; i limfocits Natural Killer (NK), que formen part de la resposta
immunitaria innata.

Els limfocits T pertanyen al sistema immunitari adaptatiui s’originen a
la medul-la 6ssia a partir d’'un progenitor limfoide comd. Posteriorment es
desplacen cap altimus, on maduren iadquireixen la capacitat de
reconeixer antigens a través del receptor de superficie TCR.

Durant la seva maduracio, pateixen un procés de recombinacio dels gens TCRaq,
TCRB, TCRy i TCR®, paral-lel a canvis fenotipics que van des d’'un estat CD4—
CD8- fins al fenotip CD4+CD8+. Posteriorment, sGn sotmesos a un procés de
seleccid que elimina aquelles cel-lules amb reactivitat envers antigens propis.

Finalment els limfocits T es diferencien en dues subpoblacions principals:
e Limfocits T helper (CD4+CD8-): Encarregats de modular la resposta
immunitaria a través de la secrecié de citocines i I'activacio d’altres cél-lules.
e Limfocits T citotoxics (CD4-CD8+): responsables d’eliminar cél-lules
infectades o tumorals.

Aquests limfocits CD4+ o CD8+ madurs, posteriorment migren a sang periferica i
als organs limfatics secundaris, on entren en contacte amb I'antigen, procés
essencial per a que cada subpoblacié de limfocits T desenvolupi el seu rol en la
resposta immunitaria i aquesta sigui especifica i efectiva.
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Figura 1: Esquema de la maduracid dels limfocits T [Imatge a internet]. CUSABIO team. T Cell Activation -
The Switch for T Cell Executive Function [citat el 25 de desembre de 2025]. Disponible a:
https://www.cusabio.com/c-21187.html

NEOPLASIES DE CEL-LULES T | NK MADURES:

Les neoplasies de cél-lules T i NK madures constitueixen un conjunt heterogeni
de malalties malignes limfoides poc freqlients que impliquen, o bé, als limfocits
T, o bé, a les cél-lules NK i que sovint comparteixen mecanismes fisiopatologics
similars.

La seva incidencia varia del 10% al 15% dels limfomes de cél-lules madures a
nivell mundial. Al nostre laboratori, Catlab, segons l'analisi dels estudis de
sindromes limfoproliferatives realitzats durant el 2023, aquestes neoplasies van
representar nomeés el 2% del total, confirmant-ne la baixa prevalenca.

Segons l'ultima classificacio de 'TOMS de 2022 (WHO-HAEMDb), les neoplasies
de cel-lules T i NK madures es divideixen en nou families. Dins de la familia de
les “Leucémies de célllules T i NK madures” s’inclouen sis entitats
caracteritzades per presentar-se en forma de malaltia leucemica, i entre
aguestes trobem la leucémia de limfocits T grans granulars (T-LGLL).

Aquest marc classificatori és essencial per contextualitzar la T-LGLL, que
representa un repte diagnostic per la seva similitud fenotipica amb poblacions
reactives.

LEUCEMIA LIMFOCITICA DE CEL:-LULES T GRANS GRANULARS:

La leucemia limfocitica de cél-lules T grans granulars és un trastorn
limfoproliferatiu cronic poc frequent que representa el 2-5% de les leucemies
limfocitiques de ceél-lules madures. De fet, és el fenotip més prevalent dins de les
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sindromes limfoproliferatives croniques de cél-lules T i NK. Aixi ho mostra I'estudi
publicat al Catlab Informa N° 149, que analitza els resultats obtinguts del cribatge
d’Euroflow a Catlab, on la leucémia limfocitica de cél-lules T grans granulars va
suposar el 35% dels casos sobre el total de SLPc-T i NK diagnosticats al 2023.

Habitualment aquesta entitat segueix un curs clinic indolent (85% dels casos) i
es presenta per igual en ambdos sexes. Tot i que no té un pic d’edat clarament
definit, la majoria dels casos es diagnostiquen en pacients d’entre 45 i 75 anys
d’edat.

La T-LGLL es caracteritza per una expansio clonal de limfocits T grans granulars
citotoxics que es manifesta amb un increment persistent d'aquests en sang
periférica, habitualment amb concentracions superiors a 2 x 10° cél-lules/L,
durant més de sis mesos, i sense una causa identificada.

L’evidéncia actual suggereix que l'origen fisiopatologic de la T-LGLL és una
estimulacioé antigénica cronica de limfocits T citotoxics, majoritariament CD8*, en
la qual les alteracions de les vies de supervivéncia i d’apoptosi afavoreixen la
persisténcia i I'expansio clonal.

En aquest context, s’han proposat diversos mecanismes fisiopatologics que
podrien contribuir a I'expansio clonal al llarg de diferents etapes, entre les quals
destaca l'activacio de la via JAK-STAT. Aquesta via JAK-STAT és una de les
rutes més importants per regular la proliferacid, supervivencia, diferenciacio i la
resposta immune. En la T-LGLL s’adquireixen mutacions que activen a STAT3
promovent I'expansio d’aquests limfocits citotoxics i I'increment d’expressio de
proteines antiapoptotiques com per exemple la BCL-2.

Pel que fa al perfil genetic, les alteracions moleculars sén un dels criteris de
suport per identificar la naturalesa clonal d’'una proliferacié de LGLL segons
la WHO-HAEM5 (2022-2024).

S’han descrit dues mutacions principals associades a les LGLL:

o Mutacions en STAT3: sOn mutacions especialment recurrents en les T-
LGLL CD8+. L’activacio de STATS3, tal i com s’ha comentat en I'apartat de
fisiopatologia, s’ha relacionat amb la seva patogénesi, especialment amb
la neutropénia, per aquest motiu, es creu que I'abséncia de la mutacié en
STATS3 en la variant CD4+ explica perqué aguesta variant no es presenta
amb neutropenia.

o Mutacions en STAT5b: Aquestes s’han descrit en més de la meitat dels
casos de T-LGLL CD4+ TCRaf+, les quals son mutacions molt poc
frequents en T-LGLL CD8+.

Aquesta distribucié diferencial pot ser util per reforcar el diagnostic i entendre
diferencies biologiques entre variants.
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Tot i que la WHO-HAEMS no estableix uns criteris estrictes per al diagnostic de
la T-cell large granular lymphocytic leukemia, diverses publicacions i guies
cliniques han intentat concretar-los. En aquest sentit, Jevremovic D et al.
(2019) proposen els seguents criteris, dels quals cal complir dos dels tres
criteris essencials.

Els criteris essencials son:

e Immunofenotip de limfocits T aberrant amb pérdua de I'expressio de
CD5 i/lo CD7 i/o CD16 i presencia de receptors associats a NK.

« Monoclonalitat dels limfocits T confirmada per PCR.

o Infiltraci6 medul-lar de limfocits citotoxics amb patrd sinusoidal.
Addicionalment s’han descrit també criteris desitjables, que sén:

e Presencia de mutacions STAT3 o STAT5b.

e Recompte de limfocits T citotoxics elevat en sang periférica
habitualment >2x10°L (en alguns casos pot ser inferior).

La morfologia i I'immunofenotip de la T-LGLL sovint es solapen amb els dels
limfocits T efectors terminals normals, fet que complica el diagnostic i requereix
una integracié diagnostica estreta entre la citometria de flux, la biologia molecular
i la clinica.

La major part dels casos de T-LGLL presenten un fenotip CD3+CD8+ i expressen
un TCRa/B+, aixd es deu a que es tracta d’un trastorn de cél-lules T madures
citotoxiques i, per tant, 'immunofenotip concorda amb el d’una cél-lula T efectora
terminalment diferenciada (CD8+CD57+CD28-CD45RA+). No obstant, el fenotip
de la LGLL-T freqlientment mostra aberrancies caracteristiques que permeten

diferenciar-lo de poblacions reactives (perdua
de CD5, perdua de CD7, sobreexpressio de CD16 o CD56, i increment
de CD57).

La CFM és I'eina clau per identificar aquestes aberrancies i caracteritzar la clona
de LGLL-T, especialment en fases inicials o en recomptes baixos.
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L'immunofenotip esperat és:

CD2+,CD3+, CD8+, CD4-, CD57+, TCRap+, CD16+ i marcadors d’efector
citotoxic (TIA1l+, Granzima B+, Granzima M+ i Perforina+).

Es comuna I'expressié débil o la pérdua dels marcadors Pan-T CD5 i CD?7.

Més enlla de 'immunofenotip convencional, la T-LGLL també pot presentar-se
com a CD4+, aixi com CD4- CD8-, CD4+ CD8+ i alguns TCRyd+. En el cas de
les CD4+ el curs clinic sol ser més indolent i el perfil mutacional també varia ja
gue meés de la meitat de casos presenten mutacions en STAT5b, i en canvi, hi
ha abséncia de mutacions en STAT3.

FENOTIPS T-LGLL CLONALS EN PACIENTS SENSE T-LGLL:

S’ha descrit la preséncia d’expansions clonals persistents de limfocits grans
granulars en contextos no neoplasics. Per aquest motiu, és clau coneixer en
quines situacions apareixen aquestes poblacions clonals i diferenciar-les d’'una
veritable T-LGLL.

La preséncia d’aquestes expansions clonals s’han descrit en els seglents
escenaris:

Pacients trasplantats

Malalties autoimmunitaries i infeccions viriques croniques
Altres neoplasies hematologiques

Pacients d’edat avangada

O O O

©)

En molts casos, els pacients poden presentar poblacions clonals persistents
durant més de sis mesos, pero es troben asimptomatics, sense citopénies i amb
un recompte absolut de limfocits grans granulars per sota del llindar diagnostic
de la LGLL (<500 ceél-lules/uL). En aquests casos parlem de la limfocitosi T
monoclonal de significat incert (T-CUS, per les seves sigles en anglés).

La publicacié T-cell clones of uncertain significance “When is the rogue clone
dangerous” de Gianpietro Semenzato (2024) suggereix que la preséncia
d’aquestes poblacions clonals pot estar present en aproximadament el 1-2 % de
la poblacio sana, i és més freqiient en persones d’edat avangada.

Davant de la possibilitat de poblacions clonals reactives o neoplasiques, la
citometria de flux multiparametrica és essencial per establir 'origen, detectar
fenotips atipics i ampliar I'estudi molecular en cas necessari.
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ESTRATEGIA D’ANALISI PER CITOMETRIA DE FLUX (CEM):

Al laboratori de Catlab seguim [I'estrategia d’analisi de les poblacions
limfocitaries a través de I'algoritme proposat pel consorci d‘Euroflow, pero amb
algunes modificacions adaptades a les necessitats diagnostiques del nostre
centre i al perfil de les mostres rebudes.

Aquesta estratégia consisteix en la realitzacié en primer lloc d’un estudi amb el
tub LST (Lymphoid Screening Tube). Aquest tub conté una combinacio
d’anticossos que ens permeten identificar el llinatge cel-lular causant de la
limfocitosi, classificar les cel-lules en les subpoblacions principals, detectar els
fenotips aberrants més comuns i la clonalitat dels limfocits B.

La taula seglent descriu la configuracio del Tub LST:

V450 V500 FITC PE PERCP- PE-CY7 APC APC-H7
CY5.5
CD20/CD4 | CD45 CD8/Smligh | CD56/Smigk CD5 CD19/TCR y/d CD3 CD38

Taula 1: Configuracid del panell d'anticossos per a la caracteritzacid i quantificacio de les principals poblacions de
limfocits (T, B i NK) i I'avaluacio de la clonalitat de les cél-lules B mitjangant les cadenes lleugeres Kappa i Lambda.

Els marcadors que serviran per identificar les cel-lules T, les seves
subpoblacions i possibles aberrancies son:
- CDa3: identificaci6 dels limfocits T
- TCRy/®: subtipus de receptor de la cél-lula T (La majoria de limfocits T seran
a/p tant a la cel-lula normal com a les atipiques)
- CD4 i CD8: subpoblacions principals de limfocits T
- CD5 i CD56: aberrancies immunofenotipiques comunes en T-LGLL

Limfocits T

— Subpoblacioé limfocits T y/0

Limfocits B

ik L B e Tt
o 1E3 1E4 1E5

CD19TCRyd PE-Cy7-AIPE-Cy7-A LOGICAL

Figura 2: Dot plot on apareix el marcador CD3, que permet identificar la poblacid de limfocits T.
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Figura 3: Dot plot on apareixen els marcadors CD4 i CD8, que permet identificar les subpoblacions de limfocits T.
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Figura 4: Dot plot on apareixen els marcadors CD56 i CD8, que permet identificar les subpoblacions de limfocits T CD8+
que expressen parcialment CD56.
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En el cas de detectar una poblacié T expandida, aberrant o suggestiva de LGLL
ampliarem I'estudi per confirmar-ne la clonalitat i estudiar el fenotip segons el
tipus cel-lular.

L’analisi de la clonalitat es fara a través de [I'estudi molecular
confirmatori del reordenament del TCR, que consisteix en realitzar una PCR
(“gold-standard”), tot i aix0, previament disposem d’una estratégia orientativa per
citometria de flux que es basa en I'anticos anti-TRBC1.

L’'us de l'anticos TRBC1 permet una avaluacié sensible, rapida i senzilla de
la clonalitat de les ceél-lules T. Es basa en el reconeixement de I'expressié d’'una
de les dues isoformes o variants de la regio constant de la cadena beta del TCR
(TRBC1 o TRBC2) que son mutuament excloents. El resultat sera suggestiu de
clonalitat si I'expressio de TRBC1 és <3 % o0 >97 %, tot i que alguns autors (Shi
M. et al., 2019) consideren adequat un punt de tall de TRBC1 <15 % o >85 % per
avaluar la clonalitat. Aquesta técnica ha demostrat una concordanca del
96% amb les técniques moleculars per a l'avaluacié de la clonalitat de les
cél-lules TaB (Mufioz-Garcia, N. et al., 2021).

Un cop demostrada la clonalitat de les cél-lules haurem de fer el fenotip extensiu
de la poblacio d’interés a través del panell T per poder filiar-la.

- Panell T: aquest panell es compon de sis tubs complementaris que integren
marcadors de diferenciacio, activacio, citotoxicitat i receptors TCR,
configuracid que permet una caracteritzacidé fenotipica exhaustiva de la
clona i la identificacié de possibles aberracions fenotipiques.

V450 V500 FITC PE PERCP- PE-CY7 APC | APC-H7
CY5.5
TUB-1 CD4 CD45 CD7 CD28 CD3 CD2 CD26 CD8
TUB-2 CD4 CD45 - CD45RO CD3 CD45RA | CD27 CD8
Cy-
TUB-3 CD4 CD45 CD8 CD25 CD5 - TCL1 CD3
TUB-4 CD4 CD45 CD57 CD30 CD11c TCR y0 CD3 CD8
TUB-5 CD4 CD45 Cy Perfo Cy Granz CD3 CD2 CD94 CD8
Cy control
Control - CD45 | negatiu - cD3 ; ; -
perf .
perforina
TUB-6 CD4 CD45 CD8 CD279 HLADR - CD3 CD10

“Cy”: marcador citoplasmatic

Taula 2: Configuracio del panell T per a la caracteritzacio de les diferents subpoblacions de limfocits T.

Finalment, si es demostra una expansio de limfocits granulars amb un fenotip
aberrant i monoclonalitat confirmada per PCR, s’aplicaran els criteris de la WHO-
HAEMS per classificar-la com a T-LGLL. Addicionalment es recomanara realitzar
I'estudi de les mutacions STAT3 i STAT5b, ja que la seva presencia reforca el
diagnostic i ajuda a predir el curs clinic.
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En els casos on es detecti una poblacié clonal pero el pacient sigui asimptomatic
i el recompte cel-lular sigui <500 cel-lules/pL caldra considerar que ens trobem
davant d'una Limfocitosi T Monoclonal de Significat Incert (T-
CUS). A Catlab es proposa un seguiment evolutiu a 6 — 12 mesos per determinar
si la poblacié es manté estable o evoluciona cap a una T-LGLL partint de la
seguent estrategia:
Limfacits atipics
Esplenomegalia
Limfocitosi
Component monoclonal
Eosinofilia inexplicada

Limfadenopaties
Citopénies inexplicades

l

LST

/\ Ab t
N

Fenotip CD3+ i Fenotip CD3+1
CD56+/CD16+ (Limf.NK) CD8+ (Limf.T)

N o/

Ampliar estudi
CLONALITAT

l

Resultats clonalitat
PCR TCR/TRBC1/KIR
L

Sense alteracions
fenctipiques

1

CLONAL POLICLONAL

. 1 l
Sifenotip LST é&s Limfocit NK:
Ampliar panell NK

£
Si fenotip LST és Limfocit T:
Ampliar panell T

LGLL reactiva:
= Pacients edat avangada

+ Post-trasplant

l

Fenotip LGLL

J + Infeccions viriques

= Altres neoplasies
Fenotip LGLL

confirmat? confirmat?
[ 1 { 1
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clinica associada o I,‘H‘EXp et e.s,d
mutacions en STAT3/5b cliniea associaca
o mutacions en
STAT3/5b
LIMFOCITOSI T LIMFOCITOSI NK
MONOCLONAL DE MONOCLONAL:
SIGNIFICAT INCERT Re-avaluar en 6
(T-CUS): mesos o 1 any NK-LGLL
Re-avaluar en 6 mesos o T-LGLL
1 any

Figura 5: Esquema de I'estratégia d’analisi per CFM utilitzada a Catlab per a I'estudi de la T-LGLL i NK-LGLL.
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EXEMPLE DE T-LGLL DIAGNOSTICADA A CATLAB:

A continuaci6 es presenta un cas clinic il-lustratiu de T-LGLL diagnosticada a
Catlab.
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Figura 6: Deteccid d’una poblacio de limfocits T aberrants corresponents a una T-LGLL a través de la citometria de flux
multiparamétrica a Catlab. El fenotip final obtingut per a la poblacid patologica ha estat: CD3+, CD8+, CD56-, CD5dim,
CD26-, CD28-, CD2+, CD7dim, CD57+, CD11c+, CD30-, CD94+, CytPerforina+, CytGranzima+.
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En definitiva, la correcta caracteritzacio de les proliferacions limfocitaries de tipus
granular (T i NK) requereix integrar les dades cliniques, morfologiques,
fenotipiques i moleculars. En aquest context, la CFM, aplicant els protocols
estandarditzats d’Euroflow, constitueix una eina essencial per al diagnostic
diferencial entre aquestes entitats (T-LGLL, NK-LGLL, T-CUS i NK-CUS).
L’aplicacié d’aquests protocols garanteix la reproductibilitat entre centres i a
Catlab hem implementat agquesta metodologia harmonitzada per poder aportar
resultats robustos i clinicament rellevants, consolidant la citometria com a pilar
fonamental en I'avaluacié de les proliferacions limfocitaries T.
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