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Abreviatures

AID: activation-induced cytidine deaminase

aUPD: acquired uniparenteral disomy

BCR: B cell receptor

CGH: comparative genomic hybridization

CP: centres de proliferacié

FLIPI: The Follicular Lymphoma International Index

Ga-67 SPECT: Gallium 67 single-photon emission computed tomography
HHV8: human herpes virus-8

HMS: hipermutacié somatica

Hpf: high-power field

IPI: The International Prognostic Index

LDCG: limfoma difus de cél-lules grans

LDH: lactat deshidrogenasa

LF: limfoma fol-licular

LH: limfoma de Hodgkin

LNH: limfoma no Hodgkin

MALT: mucosa-associated lymphoid tissue

NOS: not otherwise specified

RCC: recombinacio de classe de cadena pesada

LLC: leucémia limfatica cronica/ limfoma limfocitic de cél-lula petita

IGVH: segment VH del domini variable de la cadena pesada de les
immunoglobulines

FDG-PET: fluorine-18 fluorodeoxyglucose possitron emission tomography scan
FISH: fluorescence in situ hibridization

SNC: sistema nerviés central

SNP: single nucleotide polymorphism

SR: sindrome de Richter

VEB: virus Epstein-Barr
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Introduccio

1. Classificacio histologica dels limfomes no hodgkinians

1.1. Classificaci6 de la OMS

La classificacid dels limfomes no hodgkinians (LNH) ha evolucionat al llarg
del temps per tal d’integrar els nous coneixements que aportava la recerca
en aquest camp. En les primeres classificacions es van considerar tan sols
aspectes purament morfologics,’ per més endavant introduir I'origen limfoide
B o T del tumor®® i també aspectes pronostics. De fet als anys 80 existien
simultaniament no menys de 6 classificacions i en aquell moment la Working
Formulation (The Non-Hodgkin’'s Lymphoma Pathologic Classification
Project, 1982)* es va elaborar com una mena de diccionari entre elles.
Afortunadament, als anys 90 es va realitzar una integracid6 de tota la
informacié disponible, incloent la clinica, la morfologia, I'immunofenotip, la
genética i les dades moleculars amb l'objectiu de reconéixer entitats
nosoldgiques concretes. Aquesta darrera proposta queda traduida
inicialment en una primera classificacié del International Lymphoma Study
Group (la Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms o
classificacio6 REAL)° i finalment en la classificacié dels tumors del teixit
limfoide de la Organitzacié Mundial de la Salut (OMS)°® de la que s’ha fet una

primera revisié que és la vigent a I'actualitat.’

Les classificacions actuals de les neoplasies limfoides B es basen en les
semblances de la cél-lula tumoral amb els estadis de diferenciacié de la
cél-lula B normal ja que en la majoria de casos la cél-lula tumoral tendeix a
mimetitzar els estadis de maduracié del seu precursor normal. No obstant
no sempre pot assignar-se un precursor normal i en alguns casos pot existir
heterogeneitat de linia i fins i tot plasticitat lineal.®® En aquestes
classificacions es reconeix I'existéncia d’'unes entitats amb un comportament

clinic indolent i d’altres de caracter agressiu. Un aspecte rellevant de les
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Introduccio

neoplasies limfoides indolents és que poden evolucionar cap a formes
agressives, en un procés denominat transformacié o progressio histologica.
Aquest fenomen és especialment ben conegut tant en la leucémia limfatica
cronica (LLC)" com en el limfoma follicular (LF),"" tot i haver estat descrit
en la gran majoria de les sindromes limfoproliferatives indolents, incloent el
limfoma limfoplasmocitoide o macroglobulinemia de Waldenstrém, el
limfoma esplénic de la zona marginal i els limfomes extranodals de la zona

marginal del teixit limfoide associat a mucoses o limfomes MALT.’

Classificaci6é de les neoplasies de linia B (World Health Organization
Classification of Tumours, 2008):

% Neoplasies de precursors limfoides B
¢ Leucemia/Limfoma limfoblastic B, NOS

¢ Leucemia/Limfoma limfoblastic B amb alteracions genétiques
recurrents

< Neoplasies de cél-lules B madures
e Leucémia limfatica cronica/limfoma limfocitic de cél-lula petita
e Leucémia prolimfocitica de cél-lules B
¢ Limfoma de cél-lules B de la zona marginal esplénica
e Tricoleucémia
¢ Leucemial/limfoma esplénic, no classificable
e Limfoma limfoplasmacitic
+ Malaltia de les cadenes pesades de les immunoglobulines
¢ Mieloma de cél-lules plasmatiques/ Plasmocitoma

e Limfoma de célllules B extraganglionar de la zona marginal del
teixit limfoide associat a mucosa (MALT)

e Limfoma de cél-lules B ganglionar de la zona marginal

e Limfoma fol-licular

¢ Limfoma primari cutani de centre fol-licular

e Limfoma de cél-lules del mantell

« Limfoma difus de cél-lules grans B, no especificat (LDCG)
e Limfoma de cél-lules grans B ric en cél-lula T i histiocits

e Limfoma primari de cél-lules grans B del sistema nervidés central
(SNC)
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Limfoma primari cutani de cél-lules grans B de tipus extremitats
inferiors

Limfoma difds de cél-lules grans B, EBV positiu de la gent gran
Limfoma difus de cél-lules grans B associat a inflamacié cronica
Granulomatosi limfomatoide

Limfoma difus de cél-lules grans B primari del mediasti (timic)
Limfoma difus de cél-lules grans B intravascular

Limfoma difus de cél-lules grans B ALK positiu

Limfoma plasmablastic

Limfoma difus de cél-lules grans B originat en una malalatia de
Castleman multicéntrica associada a HHV8

Limfoma primari de cavitats

Limfoma de Burkitt

Limfoma de cél-lules B, inclassificable, amb trets intermedis entre
un LDCG i un limfoma de Burkitt

Limfoma de céllula B, inclassificable, amb trets intermedis entre
un LDCG i un limfoma de Hodgkin classic
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Mol de l'os Pro-B Pre-B B immadur Neoplasies B precursores

Precursors cél-lules B @ @* @* Leucemia/limfoma B limfoblastic

Teixit limfoide periféric

Cél-lules B madures @D) Neoplasies Pre-Centre Germinal
Limfoma de cel-lules del mantell

Neoplasies Centre Germinal
Limfoma fol-licular
Limfoma de Burkitt

LDCG (alguns)
Limfoma de Hodgkin

N

centrocit

centroblast

Xpansio clonai

Neoplasies Post-Centre Germinal

Limfomes zona marginal | MALT

v
@j/ @' Limfoma limfoplasmacitic
LLC/LL

LDCG (alguns)

Mieloma

Cél-lula B memoria Cel'lula plasmatica

Figura 1. Esquema de la diferenciacié de la céllula B i de la relacio dels diferents
estadis maduratius amb les principals neoplasies limfoides B. Les cel-lules
precursores B que completen correctament la maduracié inicial al moll de l'os es
converteixen en cél-lules B madures sense experiéncia antigénica. Un cop contacten
amb l'antigen i es transformen en blastes poden convertir-se en cél-lules
plasmatiques amb una vida curta o bé inicien la reacci6é del centre germinal on es
produeix la hipermutacié somatica de les immunoglobulines (HMS) i la recombinacio
de canvi de classe de cadena pesada (RCC). Al final de la reacci6 es produeixen
limfocits B memoria i cél-lules plasmatiques amb BCRs d'una alta afinitat per
I'antigen.
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1.2. Limfoma fol-licular

1.2.1. Generalitats del limfoma fol-licular

El limfoma fol-licular (LF) és el subtipus histologic més comu dins els
limfomes indolents, i suposa el 20% dels diagnostics del conjunt de
limfomes, presentant una major incidéncia als Estats Units i I'Europa
Occidental.” Es diagnostica habitualment en adults amb una mitjana d’edat
de 60 anys, tot i que s’ha reconegut una forma pediatrica. Altres variants
descrites en la vigent classificaci6 de la OMS inclouen el LF intestinal

primari, altres LF extranodals i el LF "in situ”.

El LF es caracteritza des d’'un punt de vista histologic per un patré de
creixement fol-licular que recorda el dels centres germinals normals i des
d'un punt de vista molecular per I'existéncia de la translocacié
t(14;18)(932;921) que s’objectiva fins en un 90% dels casos mitjancant la
técnica de FISH." Aquesta translocacié es considera I'esdeveniment genétic
inicial en l'origen del LF, essent la causa de la sobreexpressié de la proteina
antiapoptotica BCL2 que confereix un avantatge de supervivéncia a la
cél-lula. En aquest procés de limfomagénesi, a banda de I'adquisié de la
t(14;18) es requereix I'aparicié d’altres alteracions genetiques secundaries
que contribuiran a la desregulacié del control del cicle cel-lular i I'apoptosi,
fets necessaris per al desenvolupament, la progressié i la transformacio del
LF. Les alteracions genétiques que s’associen més frequientment inclouen la
pérdua de 1p, 6q, 10qi 17p i guanys en els cromosomes 1, 6p, 7, 8, 12q, X i
(der)18."+°

El LF es diagnostica tipicament en estadis avangats, arran [l'aparicio
d’adenopaties no doloroses a territoris periferics de mesos o anys

d’evolucid, i fins en un 60% dels pacients s’objectiva infiltracié a nivell de la
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medul-la dssia. Tan sols un 20% dels pacients es diagnostica en un estadi
clinic localitzat. Tot i aix0, el LF es caracteritza per presentar un curs clinic
tipicament indolent, caracteritzat per recidives continues amb un interval de
temps cada cop més curt entre la necessitat d’'un nou tractament.” La
supervivéncia mitjana dels pacients es troba al voltant dels 10 anys, i
probablement a l'actualitat més propera als 15 anys, no obstant, es
considera que el comportament clinic dels pacients pot ser marcadament
heterogeni, d’aqui que s’hagin fet esforcos per tal d’identificar diferents
categories pronodstiques. La utilitzacié de [lindex pronostic IPlI (The
International Prognostic Index), originalment descrit per al limfoma difus de
cél-lules grans (LDCG), s’ha demostrat utii amb la seva aplicacié
retrospectiva en pacients amb LF tant en termes de supervivéncia lliure de
progressié com de supervivéncia.'® Des de I'any 2004 es disposa d’un index
pronostic dissenyat especificament per al LF, el FLIPI (The Follicular
Lymphoma International Index),”® que identifica tres categories pronostiques
diferents cadascuna d’elles suposant una tercera part dels pacients

aproximadament (Taula 1).

Taula 1. Pronostic dels pacients amb LF segons el grup de risc definit per I'index FLIPI

Variables Grup de Risc | N. Factors SGals5anys | SGals 10 anys
(%) (%)
Edat 260 anys Baix 0-1 91% 71%
Estadi Ann-Arbor IlI-IV
Hemoglobina <120 g/L Intermig 2 78% 51%
LDH elevada
Alt 23 53% 36%

N. territoris ganglionars >4
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A banda d’aquests index pronostics que fonamentalment reflecteixen el grau
d’extensié del tumor, el grau 3 histologic (veure el proper subapartat) i la
proliferacié tumoral poden discriminar casos amb un comportament clinic
més agressiu. Des d’'un punt de vista biologic, perd de moment encara
sense una aplicabilitat clinica, la troballa d’algunes alteracions genétiques
com la del6g23-26, del17p, -1p, +12 ,+18p, +Xp, els cariotips complexes, la
t(8;14) associada, les mutacions de TP53 i determinats perfils d’expressio
génica que depenen del microambient associat al tumor correlacionen amb
un pronostic desfavorable.'* 620

L’estratégia terapeutica en el LF és extremadament heterogénia tant pel que
fa a les indicacions com en el tipus de tractament que s’aplica. De forma
general els estadis clinics localitzats, que suposen menys del 15-20% de
casos, es beneficien d’'un tractament immediat basat en la radioterapia que
aconsegueix unes altes taxes de resposta i de remissions lliures de malaltia,
en alguns casos fins i tot la curacio.”**

Per a la resta de pacients en estadis avangats, incurables amb les
estratégies actuals, no esta demostrat que iniciar tractament de forma
immediata suposi un benefici ni en termes de supervivéncia ni en el patré de
recidives i per tant en abséncia de criteris d’activitat com els reflectits a la
Taula 2 pot diferir-se el tractament fins a I'aparicié de simptomatologia per

progressié del limfoma.?®
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Taula 2. Criteris de tractament per al LF

Criteris de tractament del Groupe d’Etude des Lymphomes Folliculaires (GELF)

= Massa ganglionar o extraganglionar (excepte melsa) de més de 7 cm en el

diametre major
= Simptomes B
= Elevacié de LDH o 32-microglobulina sériques

= Afectaci6 de com a minim 3 territoris ganglionars (cadascun amb un

diametre major a 3 cm)
= Esplenomegalia
=  Sindrome compressiva
=  Vessament pleural o peritoneal

= Insuficiencia medul-lar secundaria a infiltracié per limfoma

La immunoterapia (anti-CD20) associada a diferents combinacions de
régims quimioterapics s’ha establert com la base terapéutica tant en primera
com en ulteriors linies de tractament, en tant que també s’esta explorant el
paper de la immunoterapia com a tractament de manteniment. L’'impacte
que aquests nous tractaments tindran sobre la supervivéncia del LF - que
per primer cop en les darreres décades podrien suposar un increment de la
supervivéncia global-***® | els possibles canvis en les indicacions de

tractament que se’n derivin sén motiu d’estudi en diferents assaigs clinics.

L’aparicié de resisténcia als tractaments o la transformacié a un subtipus
histoldgic d’alt grau s6n esdeveniments finals en el curs clinic evolutiu de la
malaltia. Nogensmenys, la transformacio pot aparéixer de forma més precog
i donat el seu impacte pronodstic marcadament desfavorable t¢ una gran

rellevancia el fet de poder-la diagnosticar. En aquest sentit, la indicacié de
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bidopsia ganglionar en les subsegients recaigudes del LF es recomana
sempre que sigui possible per tal de descartar la progressio histologica i
especialment la transformaci6 a un limfoma dalt grau, fets que

condicionarien des d’un punt de vista clinic el tractament de rescat a aplicar.

1.2.2. El gangli limfatic al limfoma fol-licular

La majoria de casos de LF presenten a 'examen morfologic un tipic patré
fol-licular, com a minim parcial, que esborra I'arquitectura normal del gangli
limfatic. Poden coexistir patrons fol-liculars i difusos i també patrons
predominantment difusos, tot i que es considera que I'abséncia de fol-licles
sol correspondre a bidpsies de mida petita i per tant artefactades per aquest
fet.

Les cél-lules tumorals, centrocits i centroblastes que sén les cél-lules que de
forma normal s’observen en els centre germinals no tumorals, presenten
positivitat per immunoglobulines de superficie i antigens de linia B (CD19,
CD20, CD22 i CD79a) a més de BCL2, BCL6 i CD10. Caracteristicament la
proteina BCL2 s’expressa de forma uniforme en els fol-licles tumorals i
aquest fet permet una rapida discriminacio respecte els fol-licles limfoides
normals residuals. A més dins aquests follicles neoplasics també
s’observen xarxes de cel-lules fol-liculars dendritiques identificables per la
positivitat dels marcadors CD21 i CD23, entre altres cél-lules no tumorals

com diferents subtipus de cél-lules T i histiocits.

Classicament s’han distingit diferents graus histologics en el LF, 1 a 3,
d’acord amb la proporcié de cél-lules grans o centroblastes presents en el
tall histologic (Taula 3)."**° Tot i la dificil reproduibilitat d’aquest métode de
gradaci6 histologica® els estudis clinics han demostrat que els LF amb un

major contingut de cél-lules grans presenten un curs clinic més desfavorable
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en termes de supervivéncia i de transformacié histoldgica.®'* Aquest fet és
clinicament rellevant pel que fa al grau 3 histologic, que representa entre el
10 i 20% dels LF, on esta ben establert que per tal de revertir I'impacte
pronostic negatiu sobre la supervivéncia cal tractar els pacients amb un
régim de quimioterapia equivalent als esquemes que s’indiquen en els

limfomes difusos de céllula gran B (LDCG).*"*

Taula 3. Gradacio histologica del LF

Gradacio Definicio
Graus 1-2 0-15 centroblastes per hpf*

1 0-5 centroblastes per hpf

2 6-15 centroblastes per hpf
Grau 3 >15 centroblastes per hpf*

3A Preséncia de centrocits

3B Lamines de centroblastes
Davant la presencia d’'una area difusa constituida per > 15 centroblastes
per hpf independentment de la seva mida cal fer el diagnostic de LDCG
amb LF

* hpf de 0,159 mm2 (objectiu 40x, camp ocular 18mm), mitjana de 10 hpf en
10 follicles representatius
Taula adaptada de la classificacié de la OMS 2008

L’'index proliferatiu normalment incrementa de forma parallela al grau
histologic, no obstant existeixen excepcions en aquesta observacié que

poden influenciar el comportament clinic del tumor.*

En els darrers anys s’han acumulat evidéncies en relacié a la existéncia
d’'importants diferéncies bioldgiques entre els graus 3A i 3B. Aquests darrers
constituirien tan sols un 20% dels grau 3 i presentarien caracteristiques més
properes als LDCG com preséncia d'alteracions a nivell de 3q27 i
reordenament de BCL6, essent la t(14;18) molt infreqiient.**° De fet, des

d’'un punt de vista histologic es poden identificar arees de LDCG en el 60-
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80% dels casos classificats com LF grau 3B, que en base a la revisi6 actual
F'39,41

de la classificacio de la OMS caldria diagnosticar-los com LDCG amb L
El conjunt d’'aquestes dades fa replantejar-se el sistema de gradacio
histologica en el LF, no obstant tot i la controvérsia que existeix donat que
de moment no es disposa de prou evidéncies per proposar una alternativa

concreta, I'actual classificacié de la OMS ha decidit mantenir-la.

1.3. Leucémia limfatica cronica

1.3.1. Generalitats de la leucémia limfatica cronica

La leucémia limfatica cronica (LLC) és el tipus més frequent de sindrome
limfoproliferativa cronica en adults del mén Occidental, amb una incidéncia
que es troba entre 2-6 casos/ 100.000 persones/any, assolint el pic maxim
als 65 anys d’edat. A més la leucémia limfatica cronica/limfoma limfocitic de
celllula petita ben diferenciada (LLC/LL) suposa al voltant del 10% dels

diagnostics de LNH efectuats en les bidpsies ganglionars.*

La LLC es caracteritza per una infiltracié per limfocits B monoclonals CD5+
del moll d’os, la sang periférica i els teixits limfoides. L’examen morfologic de
la sang periférica junt a 'immunofenotipatge de les cél-lules tumorals sol ser
suficient per tal d’establir el diagnostic.® La bidpsia ganglionar es reserva
per determinades situacions cliniques com ara les dificultats diagnostiques
amb els métodes abans esmentats, en el cas d’abséncia d’expressid
leucémica i sempre que hi hagi sospita clinica de transformacio histologica

per tal d’obtenir un diagnostic de confirmacié o d’exclusié.*

A diferéncia d’altres sindromes limfoproliferatives aquest tumor no te cap
alteracié genética especifica. Ara bé, la preséncia de determinades

alteracions citogenétiques detectades per FISH com la delecié de 17p13 o
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de 11922-23 causants de la pérdua dels gens supressors de tumors p53 i
atm respectivament, han demostrat tenir un impacte pronostic negatiu en la
supervivéncia dels pacients.* L’alteracié genética més freqiient, que a més
correlaciona amb un pronostic favorable, és la delecié de 13g14. Aquesta
alteracio condueix a la pérdua dels microRNA (miRNA) miR-15a i miR-16-1,
que regulen de forma post-transcripcional el gen bcl-2.%° La hipotesi actual
és que en la LLC les alteracions genétiques conduirien a una desregulacié
de miRNA especifics involucrats en el control transcripcional/post-
transcripcional de diferents gens.*>*®

Des d’un punt de vista bioldgic hi ha hagut avengos molt importants en els
darrers deu anys, molts d’ells relacionats amb el funcionalisme del receptor
de la cél-lula B (BCR). S’han descrit dos subtipus biologics de LLC en funcio
de l'estat mutacional del segment Vu del domini variable de la cadena
pesada de les immunoglobulines (a partir d’ara referit com estat mutacional
del IGVH o estat mutacional de les immunoglobulines). Cadascun d’aquests
subtipus suposa aproximadament el 50% dels casos de LLC. Els pacients
amb un baix nombre de mutacions del gen IGVH (>98% d’homologia amb la
linia germinal) presenten un pronodstic en termes de temps a la progressio i
supervivéncia més desfavorable que aquells pacients amb hipermutacions a
IGVH.**® A més, els pacients no mutats presenten caracteristiques
bioldgiques diferencials respecte els casos mutats: més frequéncia
d’alteracions genetiques de mal pronostic, longitud de teldmers més curta o
marcadors sérics desfavorables. Per altra banda, I'is d’un repertori de gens
molt restrictiu i esbiaixat per al IGVH de les cél-lules de LLC, junt amb la
preséncia d’estereotips a nivell del segment CDR3 en un 40% dels casos no
mutats respecte a un 10% dels casos mutats, fa pensar que I'exposicio
antigénica podria estar involucrada en la patogénesi d’aquest tumor. Aquest

fet té traduccio clinica en alguns pacients, ja que els casos amb un IGVH3-
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21 que presenten un CDR3 estereotipat tenen un curs clinic desfavorable de

forma independent al seu estat mutacional.***°

Els estudis d’expressié génica han demostrat que el perfil d’expressié de la
LLC és unic i distintiu respecte altres tumors. Aquest fet ha derivat en el
concepte de que, malgrat hi ha dos subtipus biologics en funcié de I'estat
mutacional de les immunoglobulines, caldria considerar a la LLC com a una
Unica malaltia.*’ Les comparacions dels perfils d’expressié génica de la LLC
amb els de diferents subpoblacions de limfocits B normals també ha permes
establir que la subpoblacié que més s’hi assembla, de forma independent a
I'estat mutaciénal IGVH, és la dels limfocits B memoria. A més, aquests
estudis han permeés identificar gens com el de la tyrosina kinasa ZAP-70,
que s’expressa de forma diferencial en funcié de I'estat mutacional del IGVH.
Aquells pacients amb expressié elevada de ZAP-70 no solen tenir mutacions
de IGVH, mentre que els pacients amb expressié baixa de ZAP-70 solen
presentar hipermutacions de IGVH. La determinacié de I'expressio de la
proteina ZAP-70 mitjangant la citometria de fluxe ha permés posar a I'abast
dels clinics de forma rutinaria una eina per determinar el prondstic dels

pacients amb LLC.*

Des d’un punt de vista clinic la LLC es comporta de forma molt heterogénia,
amb formes cliniques molt indolents que no arriben a requerir tractament
fins a formes agressives amb una curta supervivéncia tot i els tractaments
instaurats. Els estadis clinics de Rai i Binet, basats en una simple exploracio
fisica i en les dades basiques de 'hemograma, han permés definir I'extensio
de la malaltia i el seu pronostic i, de fet, continuen vigents a I'actualitat.****
Nogensmenys, els estadis clinics no permeten predir aquells pacients en
estadi inicial que tenen una alta probabilitat de progressar i requerir
tractament. Per aquest motiu en els darrers anys s’han identificat nombrosos

factors prondstics que permeten refinar el pronostic particularment en els
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estadis clinics inicials de la malaltia (Taula 4). Aquest fet és especialment

rellevant ja que a l'actualitat més del 80% dels pacients amb LLC es

diagnostiquen en estadis clinics inicials. Les implicacions en el maneig clinic

i terapéutic que aquests factors pronodstics puguin tenir encara estan sota

discussio.

Taula 4. Resum dels principals factors pronostics en la leucemia limfatica cronica

Baix Risc (SG >15 anys) | Alt Risc (SG <7 anys)
Estadi clinic de Binet A B,C
Estadi clinic de Rai 0, -1V
Recompte limfocitari baix alt
Patr6 d'infiltracié medular nodular, intersticial difus
Morfologia limfocitaria tipica atipica
Temps de duplicacié limfocitaria | > 12 mesos < 12 mesos
Marcadors sérics* normals elevats
Alteracions genétiques del13q +12, del17p, del11q
Estat mutacional IGVH mutat no mutat
IGVH 3-21 absent present
ZAP-70 <20% 220%
CD38 <30% 230%
CD49d <45% 245%

* B2-microglobulina, LDH, timidina kinasa i CD23s

L’estrategia terapéutica en aquesta malaltia ha patit una modificacio

profunda en les darreres dues décades, passant de la palliacié de

simptomes com a unic objectiu factible amb el tractament amb agents

alquilants, a la obtencié del maxim grau de resposta possible amb les

combinacions terapéutiques actuals, que ha demostrat associar-se amb una

millor supervivéncia.***® Aquest canvi ha estat afavorit per la introduccié de

nous farmacs, fonamentalment els analegs de les purines, que han permés
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augmentar de forma important la taxa de respostes en la LLC en
comparacioé als agents alquilants. A l'actualitat de forma similar al que té lloc
en altres sindromes limfoproliferatives les combinacions
d'immunoquimioterapia, associant I'anti-CD20 a esquemes basats en
analegs de purines, s’estan convertint en el tractament d’eleccié en primera
linia, assolint altes taxes de resposta (superiors al 90%) que es mantenen
en el temps en una bona proporcid dels casos (68% dels pacients als 5

" aixi com en el tractament de les recidives.”® La preséncia d’una

anys),
delecio 17p és un dels factors que més clarament s’ha demostrat implicat en
la resisténcia a tractaments convencionals o amb analegs de purines,®® de
forma que en aquestes situacions es recomana incloure als pacients en
assajos clinics especifics amb farmacs com l'alemtuzumab® o fins i tot
considerar un trasplantament al-logénic de progenitors hemopoétics de

forma més precog.*?

Malgrat els avencos terapeéutics realitzats els darrers anys aquesta malaltia
continua considerant-se incurable amb les estratégies disponibles a
l'actualitat i per tant en general fora d’assajos clinics la decisié d’iniciar
tractament ve guiada per 'estadi clinic i per I'aparicié de criteris d’activitat de

la malaltia (Taula 5).
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Taula 5. Resum dels criteris clinics utilitzats per indicar tractament en la LLC

Criteris d’activitat en la Leucémia Limfatica Cronica

= Insuficiencia medul-lar que es manifesta amb I'aparicié o intensificacié d’anémia i/o
trombopénia

= Esplenomegalia massiva (e.g. > 6 cm per sota la vora costal esquerra) o progressiva

= Masses adenopatiques (e.g. > 10 cm en el diametre major) o progressives

= Limfocitosi progressiva amb un increment superior al 50% en un periode de 2 mesos
0 bé un TDL inferior a 6 mesos

=  Anémia i/o trombopenia autoimmunes amb una escassa resposta al tractament amb
esteroides

=  Preséencia de com a minim un dels seglients simptomes relacionats amb la malaltia:
A) Pérdua de pes 2 10% inintencionada en els 6 mesos precedents
B) Fatiga intensa (e.g. ECOG = 2)
C) Febre >38°C durant dues o més setmanes sense evidéncia d’infeccié

)

D) Sudoracio vespertina sense evidéncia d’infeccid

En relacié a la historia natural de la LLC hi ha dos aspectes interessants. El
primer d’ells és la recent descripcido d’'una nova categoria diagnostica, la
limfocitosi B monoclonal® que consisteix en la deteccid de cél-lules
circulants amb un immunofenotip i unes caracteristiques bioldgiques similars
a la LLC en subjectes aparentment sans perd que no assoleixen els criteris
diagnostics de LLC. El risc de progressio a una LLC establerta esta estimat
al voltant d’'un 1,1% anual, tot i que seran necessaris més estudis per
entendre la significacid real d’aquesta troballa donada la seva alta
frequéncia (3,5% de la poblaci6 de més de 65 anys). L'altre aspecte
interessant és la probabilitat de transformacio histologica. De forma similar
al que té lloc en altres sindromes limfoproliferatives de baix grau, la
transformacié histoldgica a un limfoma d’alt grau és un esdeveniment ben

conegut en la LLC. L'impacte pronodstic d’aquest fet és extremadament
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desfavorable i condiciona supervivéncies inferiors a I'any en la majoria dels

pacients.

1.3.2. El gangli limfatic a la leucemia limfatica cronica

El gangli limfatic a la LLC mostra una arquitectura ganglionar completament
esborrada per un patrdé pseudofol-licular constituit per arees més pal-lides
anomenades centres de proliferacid, on s’identifiquen cél-lules de major
tamany tipus prolimfocit o paraimmunoblast, envoltades d’arees més
fosques constituides per limfocits de mida petita. L’activitat mitotica

habitualment és molt baixa.’

La histologia de la LLC en el gangli limfatic ha estat motiu d’estudi
principalment en séries publicades fa anys. Les troballes histologiques son
heterogenies tant en termes del nombre i la mida dels centres de proliferacio
com en el contingut de céllules grans. No obstant, cap d’aquestes
caracteristiques histologiques s’ha pogut correlacionar de forma concloent
amb un prondstic diferent.®>”’

Caldria destacar que en les descripcions que Lennert feu 'any 1978%° i 'any
1990" es reconeixien tres patrons histologics en la LLC d’acord amb el
nombre de prolimfocits i paraimmunoblastes presents en el tall histoldgic. El
patré difus caracteritzat per la preséncia d’escassos prolimfocits i
paraimmunoblasts tan sols identificables a gran augment i que suposaria el
7% dels casos aproximadament. El pseudofol-licular que resultava de la
formacié d’agregats d’aquestes cél-lules grans era el patré6 majoritari i
suposava un 85% de casos. El tercer patr6 objectivat en un 8% dels casos
lanomena “tumor-forming” i s’hi observava un excés de proliferaciéo de
prolimfocits caracteritzant-se a I'examen microscopic per la preséncia

d’extenses arees més pal-lides. Aquest autor hipotetitza que aquests darrers
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casos probablement presentaven un curs clinic més desfavorable comparat
als casos amb una histologia difusa o amb petits pseudofol-licles. No
obstant, aquesta hipotesi no va ser ulteriorment avaluada en cap estudi

clinic.

Posteriorment un nombre limitat d’estudis han provat de correlacionar les
caracteristiques histologiques del gangli limfatic amb un pronostic diferent
dels pacients. D’entre els estudis que han abordat aquesta qliestié caldria
esmentar la publicacié de Ben-Ezra® I'any 1989, que es correspon a la série
publicada amb més casos analitzats, on es demostra en 268 casos de
limfoma limfocitic que el contingut de cél-lules grans presents en el tall
histologic era una variable prondstica independent pel que feia a la
supervivéncia, especialment en aquells casos amb leucocitosi. Aquesta
mateixa série perd, no va poder trobar diferéncies pel que feia a la
supervivéncia entre els casos amb un patr¢ infiltratiu difus (60% dels casos)
i un patré pseudofol-licular (40% dels casos). La principal critica a aquest
estudi és la manca de criteris fenotipics en la seleccié dels casos de LLC i
per tant que altres malalties diferents a la LLC hi estiguéssin incloses. Sota
aquesta mateixa limitacio, s’han d’emmarcar d’'una banda el treball previ de
Dick® de I'any 1978, on en 41 casos analitzats no s’havia pogut objectivar
que la preséncia d'un cert grau dimmaduresa en els ganglis limfatics
impliqués una marcada reduccio de la supervivéncia dels pacients, i d’altra
banda, el treball de Morrison i cols.”® que observa un millor pronostic dels

pacients amb un patré nodular que amb un patré difus.

Els estudis més recents que si inclouen criteris immunofenotipics, també
estan fortament limitats pel nombre de pacients o pel seguiment clinic, la
qual cosa fa també que sigui impossible establir conclusions fermes sobre la
significacid pronostica de la histologia del gangli limfatic en la LLC.%*%""

71

Swerdlow i cols.”" analitzaren I'impacte que tenia en la supervivéncia la
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major ocupacié del gangli per centres de proliferacid sense arribar a
demostrar cap diferéncia estadisticament significativa. La série de Bonato®”
descrivi una correlacié entre la preséncia de CP prominents i el diagnostic
morfoldgic d’'una LLC atipica, tot suggerint que aquest darrer fet podria
explicar indirectament un prondstic desfavorable dels pacients.” No obstant,
no pogué demostrar diferéncies en la supervivéncia entre pacients amb i
sense CP prominents. En contraposicio, la série d’Asplund i cols.®® no troba
correlacié6 entre la preséncia duns CP prominents, els marcadors
immunofenotipics a sang periférica i les caracteristiques cliniques, tot i que
no es podien establir conclusions en quant al pronostic dels pacients pel

limitat nombre i seguiment dels pacients.

En conjunt tots aquests estudis presenten unes importants limitacions que
fan que no hagi estat possible fins al moment actual establir unes
conclusions definitives pel que fa a la relacié entre les troballes histologiques
a nivell ganglionar i un impacte pronostic clinic. Probablement aquest fet ha
contribuit a que s’hagi considerat que la bidpsia ganglionar afegeix en
termes generals poca informacio rellevant en la LLC. La Unica excepcié en
aquest escenari seria la troballa a nivell ganglionar o extraganglionar d’'una
transformacio histologica a un LDCG (sindrome de Richter) que s’associaria

a un impacte pronostic molt desfavorable.
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2. Transformacio histologica en el limfoma fol-licular

2.1. Perspectiva historica

L‘observacio que els pacients amb limfoma fol-licular (LF) poden presentar
durant I'evolucié de la malaltia trets histologics d’alt grau -amb la substitucié
del patro tipic histologic fol-licular per un de difus constituit predominantment
per cél-lules grans- és un fet ben conegut en la historia natural del LF. Les
primeres descripcions d’aquest fenomen daten de l'any 1942 amb les
observacions de Gall i Mallory™ i de I'any 1956 quan Rappaport'’ estableix
una correlacié clinica amb el patré histologic del LF a partir de I'estudi de
253 casos. En aquest treball descriu com l'arquitectura nodular s’associaria
a un millor prondstic en comparaci® amb els patrons difusos. Des
d’aleshores, diferents grups d’investigadors han analitzat els aspectes
diagnostics, pronodstics i terapéutics de la transformacié histologica en el
LF.”*® La influéncia negativa de la transformacié histologica en el curs dels
pacients amb LF queda ben establerta 'any 1982, quan Hubbard i cols. del
National Cancer Institute a I'estudiar les implicacions cliniques del canvi
histologic en una amplia série de LF, observaren que la supervivéncia dels
pacients que evolucionaven a un LDCG es trobava significativament
disminuida respecte a la d’aquells en els que la histopatologia de la

rebiopsia continuava mostrant un patré de creixement nodular.®’

Un dels principals problemes que freqientment dificulten la comparacio
entre els diferents estudis és la manca d’homogeneitat en la definicio de la
transformacio histologica, que es basa en les classificacions histologiques
vigents en cada época (Rappaport, Working Formulation, Revised
European-American Lymphoma (REAL) o la de la Organitzacié Mundial de
la Salut). En aquest sentit, histdricament alguns autors van considerar casos

de LF transformats en base a l'aparicid d’'un patré difus, independentment
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del tipus cel-lular proliferant, o alternativament en base a la progressié en el
grau histologic (aparicié d’un grau 3). Aquestes dues situacions queden
excloses de la consideracié de transformacio histologica en la classificacié
de la OMS vigent a I'actualitat.” En aquesta classificacié es contempla la
transformacio histoldgica davant la preséncia d’'una area de LDCG de forma

independent a la seva mida, en per la resta, un patré histologic de LF.

2.2. Histologia

La transformacio histologica del LF s’equipara habitualment a I'aparicié d’'un
LDCG-B, que des d’'un punt de vista histologic no mostra grans diferéncies
respecte a un LDCG de novo. La majoria de casos expressen un fenotip
immunohistoquimic de centre germinal amb CD10+ (80%) o bé CD10-, bcl-
6+ i MUM1- (9%), en tant que la resta de casos presenten un fenotip
indiferenciat. Caracteristicament I'index proliferatiu mesurat per I'expressio
de Ki-67 és molt elevat. Des d’'un punt de vista histologic els estudis
sequencials normalment mostren una morfologia molt constant en el LF fins

el moment de la transformacioé histologica.

Els estudis d’expressid génica mostren també un perfil de centre germinal
en tots els casos transformats, tot i que presentarien uns patrons més
similars als perfils d’expressid del LF que als dels LDCG de novo.*”® La
practica totalitat dels casos de LDCG que apareixen en el context del LF
tenen una relacié clonal amb el tumor inicial i mantenen el mateix
reordenament IgH/BCL-2.%° A diferéncia del LF d’origen, on s’objectiva una
important variacié intraclonal, el LDCG s’origina en una uUnica cél-lula
tumoral del LF i presenta una clona homogenia sense diversificacio
intraclonal.®*® Recentment s’ha demostrat que el mecanisme de
transformacié resulta en la majoria dels casos (70%) d’una evolucio

divergent de dues poblacions tumorals, LF i LDCG, que s’originarien en un
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precusor comu perd0 també en alguns casos (30%) resultaria d’una
F91,92

transformacio directa des d’una subclona més agressiva dins el L
Esporadicament s’han descrit evolucions a limfoma de Burkitt i de forma
excepcional a limfomes limfoblastics de fenotipus B que comparteixen en la
majoria de casos la relacié clonal amb el LF previ.”*®" En el context de la
transformacio histologica en el LF poden encabir-s’hi malalties amb una
morfologia idéntica a un limfoma de Hodgkin, en els que s’ha demostrat
I'existéncia de la translocacio IgH/BCL2 demostrant per tant el seu origen en
un progenitor comd.”® Recentment, també s’han descrit vuit casos amb
I'aparicio de sarcomes de cél-lules histiocitiques/dendritiques en el curs del
LF,* presentant el mateix origen clonal i essent considerats probablement
casos de desdiferenciacio/transdiferenciacio de célllules B madures.
Globalment aquestes associacions no deixen de ser extremadament
infreqlients en el context del LF i des del punt de vista clinic de dificil
maneig, ara bé el seu interés bioldgic resulta indiscutible tant en termes
d’estudi del procés de limfomagénesi com del dinamisme i plasticitat de la

céllula B madura.'®

2.3. Biologia

Classicament s’ha considerat que I'adquisicié i I'acumulacié de lesions
genétiques en les cél-lules limfoides B soén fonamentals tant en el
desenvolupament del LF com en la seva transformacié. Els avengos en
aquest camp de recerca els darrers anys evidencien una major complexitat
en aquests processos, on a banda d'un rellevant paper de diferents
mecanismes genetics també es perfila una important influéncia del
microambient cel-lular no tumoral i de les interaccions que s’estableixen

entre les cél-lules. En aquest sentit les cél-lules del LF sén cél-lules
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funcionalment actives, també des d’un punt de vista immunologic, i fins i tot

es comencen a tenir evidéncies de la seva plasticitat tumoral.’®"'%

El centre germinal és el lloc ideal per a que es produeixin aquests fendmens
donat que combina ser un dels territoris de I'economia amb major
proliferacié cel-lular amb la capacitat d‘implementar extenses modificacions
a ’ADN cel-lular en resposta als antigens -hipermutacié somatica (HMS) i
recombinacié de classe de cadena pesada (RCC) de les immunoglobulines-
i a més és on poden constituir-se multiples interaccions entre diferents

subtipus cel-lulars (cél-lules B, T, fol-liculars dendritiques i estromals).

2.3.1. Mecanismes Genetics

Els processos de remodelacié de I'’ADN cel-lular que tenen lloc al centre
germinal es consideren les eines que aprofita la céllula B portadora de la
t(14;18) per tal de completar la conversié a una cél-lula tumoral de LF i
posteriorment, en alguns casos la transformacié a un limfoma d’alt grau. La
gran majoria de LF presenten una segona alteracié geneética afegida a la
t(14;18) i poden observar-se fins a un promig de 6 lesions en estudis
citogenétics convencionals. Estudis amb FISH i CGH afegeixen complexitat
a les lesions descrites amb técniques convencionals. ElI nombre
d’alteracions genetiques augmenta en relacié amb el grau histologic del LF i
amb la transformacioé a un limfoma d’alt grau, correlacionant també amb una
pitjor supervivéncia.'*'®'%'% FE|s models que descriuen diferents rutes
cariotipiques en I'evolucié del LF i 'adquisi6 de les lesions seguint un curs
temporal estan encara poc definits, tot i que diferents autors han identificat
algunes alteracions que es correlacionen amb un mal pronostic,
especialment -6q i +12, a més de +X, 1p-, +1q, 17p- i 179- i que poden
associar-se a la transformacio histologica.''®'%9%1% En alguns casos de

transformacio a limfomes agressius, incloent limfoma de Burkitt i limfomes

35



Introduccio

limfoblastics de ceéllules B precursores, s’han descrit la t(8;14) i la 1(8;22)

com a events genétics secundaris adquirits.

Des d’'un punt de vista genétic el procés de transformacié histoldgica es
considera com el resultat de la progressiva adquisicié i acumulacié
d’alteracions genétiques secundaries i no com el resultat d’'una Unica lesio.
Aquestes lesions genétiques es tradueixen en la disregulacidé de vies
moleculars que afecten la proliferacio, el control del cicle cel-lular i 'apoptosi
en els casos transformats. Tampoc a aquest nivell existeix una alteracié
Unica en els casos transformats tot i que en alguns casos les diferents
alteracions genétiques acaben afectant vies de regulacié cel-lulars similars,
per exemple la sobreexpressié de BCL-6 produeix una supressié de p53.""
S’han descrit reordenaments de C-MYC en un 8% de casos transformats,
tenint probablement l'alteracié d’aquesta via una especial rellevancia en la
transformacid limfoblastica.?®*"'"® Més frequientment, fins a un 73% de
casos, s’observen inactivacions dels gens CDKN2A (pl6INK4A ARF) i
CDKNZ2B (p15 INK4B) a través de delecions, mutacions o hipermetilacio.""
"3 Les mutacions de TP53 es detecten també en un 30% de casos
transformats, una proporcio similar a la que s’observa en els LDCG de novo.
Aquestes s’adquireixen durant la fase indolent del LF i probablement
predisposen a la transformacié. També s’han descrit mutacions a nivell del
gen BCL-2 translocat.""* Respecte a les alteracions de BCL-6, gen amb un
paper central en els LDCG de novo, s’han objectivat més translocacions i
delecions en els LF que posteriorment es transformen, un 39%, respecte als
casos que no ho fan que les presenten en un 14%. A més, en la majoria de
casos transformats s’hi troben altres alteracions com mutacions. No obstant,
donat que el resultat final sén tant guanys com pérdues de BCL-6 no sembla

que aquest gen sigui indispensable per a la transformacid."">""
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Un mecanisme alternatiu per I'adquisicié de mutacions a nivell de proto-
oncogens com BCL-6, MYC, PAX-5, PIM1 i RHOH és a través de la
hipermutacié somatica aberrant induida per una inadequada activitat d’AlID
(activated-induced cytidine deaminase), que s’ha demostrat com un
mecanisme d’inestabilitat génica important en els LDCG de novo.""” Aquest
mecanisme existeix tant en el LF com en els LF transformats, tot i que hi ha
dades contradictories en quant a la seva possible implicacié en el procés de
la transformacio histologica.''®""

Els diferents estudis de perfils d’expressié génica comparant casos amb LF i
LF transformat han mostrat un baix grau de concordancia en els seus

resultats 21,87,88,120,121

Alguns d’aquests estudis perd, coincideixen en
assenyalar que en un subgrup de casos transformats predominaria una
signatura génica de proliferaci6 amb alteracions a TP53, CDKN2A, c-REL i
c-MYC.#"% Recentment utilitzant analisis de moduls de xarxa a partir
d’estudis de perfils d’expressid génica en casos amb LF i LF transformat
s’ha demostrat que l'elevada expressid de signatures de programes de
transcripcié tipics de cél-lules stem embrionaries pluripotents seria

fonamental en el mecanisme de la transformacio histologica en el LF.'#

Recentment, les analisis de single nucleotide polimorphysm (SNP) han
permés identificar zones de disomia uniparental adquirida (aUPD) en el LF i
en el LF transformat. Aquest fenomen es creu que té lloc durant la
recombinacié mitotica cel-lular, i condueix a l'aparici6 d’homozigosi per a
una lesi6é genética preexistent sense donar lloc a alteracions en el nombre
de copies géniques. Aixi doncs, per mitja d’aquest mecanisme s’ha observat
alteracions en CDKN2A i TP53 en casos transformats, i també una nova
area amb aUPD en el cromosoma 16p en casos de LF que correlaciona
amb una curta supervivéncia lliure devent i amb el risc de

transformacio.*'?* A més, per mitja d’aquest tipus d’analisis s’ha objectivat
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com la majoria dels casos transformats s’haurien originat de forma divergent
del LF a partir d’'un precursor comu, en tant que en la resta hi hauria una
transformacié directa des d'una clona del LF. Aquesta idea també es
suporta a partir dels estudis epigenétics dels patrons de metilacié en els
limfomes agressius, en el LF i en els LF transformats.'**'%

A la llum d’aquestes troballes es creu que a través de mecanismes
indubtablement complexes i heterogenis que induirien 'acumulacié de dany
genétic, el LF es transformaria progressivament en un limfoma amb un
major nombre de centroblastes, amb pérdua de I'arquitectura fol-licular i
desaparici6 de les xarxes de céllules dendritiques fins esdevenir
indistingible d’'un LDCG.

2.3.2. Microambient

El treball desenvolupat per Lymphoma/Leukemia Molecular Profiling Project
(LMPP) ha permés acumular evidéncies significatives de la important
contribucié de les celllules no tumorals del microambient del LF en la
biologia i el pronodstic d’aquest tumor.” Aquest treball realitzat en 191
pacients establi que la preséncia de les cél-lules no tumorals en les
biopsies, particularment les cél-lules T responsables de la resposta immune
tipus 1 (RI-1) i els macrodfags configurant la resposta immune tipus 2 (RI-2)
constituien les signatures d’expressié génica predominants capaces
d’establir un pronostic pel LF. El fet que aquests perfils d’expressié génica
es trobin presents ja en el moment del diagnodstic del LF suggereix que una
bona part del prondstic del LF vindria condicionat des de bon comengament.
Quan mitjangant les técniques de microarrays s’ha adregat la questio de si la
transformacio histoldgica podria predir-se en base a perfils genétics concrets
del LF s’ha demostrat que aixd no era possible, almenys de moment.?' En

general els diferents estudis d’expressioé génica sequencials realitzats per tal
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d’entendre la transformacio histologica han estat poc concordants de forma
que no és possible extreure conclusions extrapolables fora de cada estudi

Concret.21,88,120,121

No obstant, I'estudi de subtipus cel-lulars immunologics
especifics en el LF s’ha mostrat util en identificar subgrups de pacients amb
un pronostic diferent i també el risc de transformacié histologica. La
preséncia d'un elevat nombre de cél-lules T reguladores (FOXP3+)
correlaciona amb una millor supervivéncia dels pacients amb LF, en tant que
en el moment de la transformacid histologica s’observa una franca
disminucié d’aquest subtipus cel-lular.’®” La distribucié espaial de cél-lules T-
helper també va resultar predictiva de presentar una transformacié precog?' i
de forma similar un baix nombre de céllules PD-1+ també correlacionava

amb el risc de presentar transformacié histologica.'*®

2.4. Clinica

La frequéncia descrita en la transformacié histoldgica del LF és molt variable
i oscil-la segons les diferents séries entre el 10% i el 70% dels pacients.”
80.82:84.86.129.1%0 Dyiferents factors influeixen en aquestes estimacions, d’una
banda les incidéncies més elevades provenen d’estudis autopsics realitzats

798184 d'altra banda, pel que fa a la resta de séries cliniques

décades enrera,
cal considerar entre altres causes els criteris de transformacié emprats
(histologics, citoldgics o en base a la sospita clinica), la classificacio
histologica vigent, la politica de rebiopsia aplicada i el temps de seguiment
de la série. Les dues séries més actuals, mostren una incidéncia de
transformacié en el LF del 3% anual i del 15% en cada nova progressio de
la malaltia.”®®* Pel que fa referéncia a l'interval des del diagnostic del LF a
I'aparicio del LDCG, aquest es situa al voltant dels 3,5 anys, i algunes séries

no identifiquen plateau més enlla dels 15 anys.
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Des d'un punt de vista clinic, la transformacié histoldgica ha de ser
sospitada davant I'aparicié de les seguents dades: simptomatologia B, rapid
creixement adenopatic, afectacié extraganglionar (excloent el moll d’os),
augment de la xifra de la lactat-deshidrogenasa sérica (LDH), escassa
resposta al tractament quimioterapic o progressié de la malaltia sota el
mateix, i, més rarament, hipercalcémia. Cap d'aquestes dades pot
considerar-se especifica per la transformacio, és més, en alguns casos les
dades cliniques que caracteritzen la transformacié histologica del LF poden
ser fins i tot poc aparents. Tenint en compte les implicacions pronodstiques
de la transformacio histologica i que la documentacio histologica és la Unica
manera d’obtenir amb certesa aquest diagnostic, es posa de manifest la
importancia de tornar a biopsiar als pacients en cada recidiva o progressio
de la malaltia i en especial davant les situacions cliniques abans

esmentades.

En el moment actual, s’esta introduint amb forga una nova técnica d’imatge,
el FDGC-PET, per l'estadiatge i I'avaluacié de resposta dels limfomes no
hogkin (LNH). En el cas concret del LF aquesta eina s’esta demostrant molt
adequada per a la seva avaluacio independentment del grau histologic. De
moment hi ha poques dades a la bibliografia que avaluin la utilitat del
FDGC-PET en el context de la deteccio de la transformacioé histologica en el
LF, tot i que sembla que hi hauria diferéncies significatives entre els casos
transformats i els no transformats.'''*

La influencia de les caracteristiques inicials dels pacients amb LF en la
progressio histologica s’ha analitzat en diferents d’estudis. Les séries més
antigues van identificar presentar una alta carrega tumoral, no assolir una
remissié completa amb el tractament inicial, una xifra baixa d’albumina
sérica i una B2-microglobulina elevada com les variables que s’associaven a

un major risc de transformacio.””*® Els estudis més recents confirmen
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I'estadi clinic avangat al diagnostic com el factor predictiu més important de

transformacio histologica.”®®

La possibilitat contemplada inicialment de que el tractament quimioterapic i/o
radioterapic rebut per al LF incrementés els risc de transformacio,®’ fou
descartada per I'estudi de Horning & Rosenberg, a I'observar aquests autors
que la frequéncia de progressiéo a un LDCG en els pacients en abstencié
terapéutica i en els que habien estat tractats era practicament superponible,
demostrant que aquest fet és inherent a la propia malaltia i forma part de la

seva historia natural.®

Aquesta discussié ha tornat a activar-se els darrers
temps amb la irrupcid dels nous tractaments, analegs de purines i
immunoterapia, en el context del LF' i també en base a noves dades
cliniques que suggereixen d’una banda un risc més elevat de transformacio
en aquells pacients amb LF als que inicialment se’ls fa una aproximacié
d’abstencioé terapéutica,®® i per una altra banda I'existéncia d’'una menor taxa
de transformacié en el subgrup de pacients amb LF tractats inicialment amb

esquemes que contenen antraciclinics.”

El principal interes clinic de la transformacié histologica en el LF resideix en
les seves implicacions pronostiques i terapéutiques. Tots els estudis
coincideixen en assenyalar mitjanes de supervivencia després de la
transformacio inferiors als dos anys.”®®"® En la majoria dels estudis s’han
identificat diferents factors capacos de predir una mala evolucié després de
la transformaci6, entre els que es troben un estadi clinic avangat, la
preséncia de simptomatologia B, un nivell elevat de LDH sérica, I'afectacio
medul-lar, el nombre de tractaments previs rebuts i no obtenir una remissio
completa amb el tractament de rescat.”®’"#%2% Ampb tot, cal destacar que el
subgrup de pacients transformats que presenten un estadi clinic localitzat (I-

I), no tractaments previs del LF i que assoleixen una remissié completa amb
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el tractament de rescat presenten mitjanes de supervivéncia de més de 6

anys.

2.5. Tractament

En el moment de la transformacié histoldgica entre un 8-24% dels
pacients’®® tan sols poden ser candidats a tractaments pal-liatius o de
suport. En la resta de pacients cal dissenyar una estratégia de rescat tenint
en compte les linies de tractament prévies del pacient i les caracteristiques
clinigues de la recaiguda. Els esquemes terapéutics utilitzats en el LF
transformat han estat els propis del LDCG de novo, en els darrers anys

combinats amb immunoterapia (anti-CD20).

L’'escassa resposta a aquests tractaments junt amb l'alt risc de recidiva fa
que en pacients seleccionats, edat < 65 anys i malaltia quimiosensible,
pugui oferir-se una consolidacié de la resposta amb un trasplantament
autoleg de progenitors hemopoétics. Amb aquest procediment es descriuen
supervivencies als 5 anys del 50% i supervivéncies lliures de malaltia del
30%.8"3% E| seu possible benefici queda condicionat per la posterior
aparicié de mielodisplasies i leucémies agudes secundaries en un 7% i 15%
de casos respectivament.®*'**'® E| trasplantament al-logénic també s’ha
explorat en aquests pacients tot i que I'experiéncia acumulada és menor en
comparacio al trasplantament autdleg i cal considerar-lo un tractament no
estandar. A més, les poques séries publicades tot sovint agrupen casos
transformats amb casos recaiguts o amb altres histologies. Aquest fet fa
dificil extreure conclusions pero semblaria que la toxicitat del procediment i
el risc de recaiguda sén elevats."'*° La série més amplia de pacients amb
trasplantament al-logénic convencional sén 40 casos, 25 dels quals
transformats, i presentava una mortalitat relacionada amb el procediment del

36% als 3 anys amb un risc de recaiguda i una supervivéncia global als 5
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anys del 42% del 23% respectivament. En una petita série de 8 pacients
s’han descrit resultats més favorables amb supervivéncies globals del 66% i
supervivéncies lliures de malaltia del 56% als 4 anys del procediment.’? Les
séries que han explorat el trasplantament al-logénic amb régims de
condicionament reduits presenten també resultats discordants amb

supervivéncies als 3 anys del 18%" i als 4 anys del 60%.'*

Els assajos clinics amb radioimmunoterapia (1131 tosimumab i Y90
ibritumomab tiuxetan) en aquests pacients han mostrat resultats
interessants, amb respostes globals del 50% i remissions completes en un
30%, perd caldria confirmar-los en nous estudis.?®'**'"” Recentment també
s’han presentat resultats interessants amb la combinacié de rituximab i
bendamustina en aquests pacients amb un 66% de respostes tot i que de

curta durada.™®
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3. Transformacio histologica en la leucemia limfatica cronica

3.1. Perspectiva historica

L’any 1928, Maurice Nathaniel Richter, patdleg de la Universitat de
Columbia i de I'Hospital Bellevue de Nova York, describi el cas d’'un home
de 46 anys d’edat que presentava un quadre clinic rapidament evolutiu
caracteritzat per pérdua de pes, dolor i distensié abdominals, creixement
adenopatic generalitzat, hepatoesplenomegalia massiva i limfocitosi a la
sang periférica.”® L’estudi necropsic permeté observar dos tipus de lesio
histoldgica a nivell ganglionar. D’'una banda una proliferacié difusa de
limfocits petits esborrant I'arquitectura ganglionar normal compatible amb
I'afectacié per LLC i la segona constituida per cél-lules de gran mida sense
semblanca a cap tipus cel-lular sanguini, motiu pel qual va considerar-la un
“reticulosarcoma” del teixit limfatic. Després de la descripcié inicial de
Richter, altres autors comunicaren casos de reticulosarcoma associat a
LLC, que ocasionalment foren catalogats com malaltia de Hodgkin degut a
la semblanga de les célllules neoplasiques a les de Reed-Sternberg.
Aquestes observacions van conduir a que l'any 1964 Lorthoraly i cols.
proposesin el terme de sindrome de Richter (SR) per denominar el
complex simptomatic d’aquells pacients amb LLC que desenvolupaven
indistintament un reticulosarcoma o una malalta de Hodgkin."®
Posteriorment, els termes histologics emprats per referir-se a la SR van
evolucionar al ritme de les successives classificacions de les neoplasies

del teixit limfoide.

A l'actualitat, el terme de SR en sentit estricte descriu el desenvolupament
d’un limfoma difus de cél-lules grans B en el curs d’una LLC,* en tant que

laparicié d’'un limfoma de Hodgkin (LH) en aquests pacients —un fet, per
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una altra banda, extremadament infreqiient (<1%),">"" sembla constituir

una entitat diferent.'®*">

3.2. Histologia

El substracte histoldgic de la SR és, com s’ha indicat previament, un LDCG
que des del punt de vista morfolodgic i immunohistoquimic és practicament
indistingible del LDCG de novo. A diferencia d’aquest darrer, pot expressar
el marcador de cél-lules T CD5 —la qual cosa denotaria un possible origen
en la LLC- i no presenta reordenament de bcl-6, fets comuns per una altra
banda en el LDCG de novo, la qual cosa implica I'existéncia de

mecanismes patogeénics diferents per a ambdues varietats de LDCG."*

Pel que fa a la relacié clonal entre el LDCG i la LLC cal assenyalar que a
diferéncia del que succeeix en el LF, on virtualment tots els casos
presenten una relacié clonal, en aquest context tan sols al voltant d’'un 80%
de casos presenten una clona idéntica en tant que aproximadament el 20%
restant de casos les clones tumorals soén diferents.’'® D’aquests estudis
també es desprén que tot i que el LDCG pot aparéeixer tant en LLC IGVH
no mutades com mutades, I'associacio més freqient és amb les primeres

fins en un 75% de casos aproximadament (Figura 2).
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Relacié clonal

LLC IGVH UM

N= 54 pacients

Figura 2. Relaci6 clonal i estat mutacional dels casos de LLC que es

transformen en un LDCG

Es interessant destacar que els estudis bioldgics dels casos de limfoma de
Hodgkin apareguts en el curs evolutiu de la LLC reflecteixen un escenari
completament oposat. La relacié clonal amb la LLC precedent és encara
menys freqient ja que fins a un 50-60% de casos presenten una clona
diferent,'93195156.161164 A 'més tot i que el LH pot aparéixer tant en LLC amb
IGVH no mutades com mutades, és en aquestes darreres on és més
freqlient I'associacio.’®'*®'®* Una altra particularitat és la preséncia
d’infeccio latent pel VEB en les cél-lules de Reed-Sternberg, especialment
en els casos amb una relacié clonal diferent,'%®195.156.164

A més de les situacions abans esmentades cal tenir en compte que
historicament s’havia descrit també la transformacié prolimfocitica de la

LLC, fet considerat avui en dia extremadament infreqiient, a més d’haver-
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se descrit diferents associacions amb altres neoplasies del sistema

165

hematopétic incloent limfoma limfoblastic,’®® limfomes de linia T,

mieloma multiple,’® tricoleucémia'® '™

i neoplasies de céllules
dendritiques”’ entre altres. Els segiients subapartats es referiran
Unicament a la SR, entesa com a l'aparicié d’'un LDCG en el curs evolutiu

de la LLC, a menys que s’indiqui el contrari.

Ocasionalment es poden identificar patrons histologics en la LLC que tot i
no acomplir criteris d’'una transformacio histologica podrien remedar-ne una
fase prévia. Aquests casos s’han denominat LLC en fase accelerada, tot i
que mai han estat formalment definits ni des d’un punt de vista histologic ni
clinic. Alguns autors hipotetitzen que les LLC accelerades podrien
presentar un curs clinic agressiu comparable a la transformacio histologica
aun LDCG."'"

3.3. Biologia

Classicament la LLC ha estat considerada una malaltia homogenia de
cel-lules B immadures i immuno-incompetents, poc proliferativa, on
'acumulacié cel-lular causada per un defecte en l'apoptosi constituiria el
mecanisme oncogénic fonamental.”* Aquesta visi6 perd sha anat
modificant amb els avencos realitzats en la darrera década. Actualment, la
LLC es considera una malaltia heterogénia no tan sols des d’un punt de
vista clinic siné també bioldgic. Tot i que el seu origen cel-lular continua
essent desconegut, la LLC derivaria probablement en tots els casos de
limfocits B amb experiéncia antigénica que diferirien entre altres aspectes
en el nivell de mutacions presents en el gen de la cadena pesada de les

immunoglobulines.

La participacié del microambient en el manteniment de la supervivéncia de

les cél-lules de LLC i probablement també en la proliferacié d’'un subgrup
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d’elles, s’esta demostrant cada cop més rellevant en la biologia del
tumor.**'® Aixi mateix, es fa cada cop més pal-lés que la LLC és una
malaltia molt més proliferativa del que inicialment s’havia considerat,
quedant probablement restringida aquesta proliferacio en el teixit limfoide i
el moll d’'os. El compartiment proliferatiu en la LLC estaria constituit per
cél-lules grans, prolimfocits i paraimmunoblasts, que s’agrupen en els
centres de proliferacié (CP), d’aspecte més clar que la resta de d'infiltrat
limfocitari, donant lloc a un patré pseudofol-licular al gangli limfatic i en
menor mesura a la medul-la ossia."® Aquests centres de proliferacio
contenen abundants limfocits T CD3+, la majoria CD4+, i fins i tot en
alguns d’ells pot trobar-se una fina xarxa de cél-lules dendritiques, tot i que
no poden arribar a considerar-se auténtics centres germinals. Aquests
centres de proliferacid presenten una expressié diferencial de diversos
marcadors en comparacié amb l'infiltrat limfocitari tumoral circumdant. Co-
expressen de forma intensa survivina i bcl-2, la primera involucrada en la
progressié del cicle cel-lular i ambdues amb una funcié antiapoptética;
expressen MUM1/IRF-4, un factor de transcripcié important en la
diferenciacié cel-lular terminal cap a cél-lula plasmatica; presenten una
major proliferaci6 mesurada amb Il'antigen Ki-67, aixi com una major
intensitat d’expressié de CD20 i CD23 i per contra una menor expressié de
CD27."%"" Aquestes observacions junt amb les dades moleculars que
suggereixen cada cop més un important paper de I'estimulacié mediada pel
receptor de la cél-lula B (BCR) i un putatiu (auto)-antigen en la patogénesi
de la LLC,"®"° reflecteixen la importancia del microambient tissular en

aquesta malaltia.

Els mecanismes biologics implicats en el desenvolupament d'un limfoma
d’alt grau en el context d’'una LLC soén probablement multiples i tan sols

parcialment coneguts.
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Des d’'un punt de vista citogenétic, no existeixen anomalies caracteristiques
de la SR podent-se detectar en aquests casos les mateixes alteracions que
s’observen al diagnostic o durant el curs de la LLC, frequentment la
preséncia de +12, delecié 11923 i 17p."*"®" En aquests pacients si s’ha
detectat, no obstant, una major freqiiéncia de cariotips complexes'®*'®
amb la qual cosa s’ha suggerit que I'existéncia d’alteracions cariotipiques
multiples predisposaria als pacients amb LLC a I'aparicié d’'un LDCG."?
Estudis amb CGH demostren lincrement en el nombre promig de
desequilibris cromosdmics d’acord als estadis inicials o els més avangats
en la LLC, essent aquest fet especialment més marcat en la SR, a més
d’una alta freqiiéncia de pérdues a nivell de 8p i del cromosoma 9."®
L’existéncia d’'inestabilitat genética en el context de la SR s’ha demostrat
en diferents estudis d’analisi de microsatél-lits i de pérdua d’heterozigosi."®
87 L’adquisicid d’alteracions oncogéniques de gens reguladors del cicle
cel-lular i la inactivacié de gens supressors de tumors, entre ells alteracions
a nivell de p53, p16INK4a, p21Waf1, p27, ciclina D1 i C-MYC també han
estat descrits en aquest context.''?'81881%0 | a5 glteracions en la via de
senyalitzacié de p53 s6n molt frequents, tant en forma de mutacions a
TP53 com delecions homozigotes de INK4a/ARF, trobant-se presents en
un 60% de les SR.®*'*"*" No obstant, les mutacions de TP53 en el moment

del diagnostic no incrementa el risc d’aparicié de la SR."®

Recentment també s’ha descrit una potencial implicacié del BCR i de la
magquinaria d’hipermutacié somatica de les immunoglobulines en el procés
de transformacié histologica.”’"* D’una banda la SR apareix de forma
preferent en LLC sense mutacions en el gen de les immunoglobulines, i
fins i tot s’ha correlacionat en alguns treballs que I'is de IGVH4-39
s’observa amb més freqliéncia en els casos de LLC que acaben per
desenvolupar una transformacio histologica. D’altra banda, en els casos de

SR s’ha demostrat com els nivells d’AID incrementen de forma marcada
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respecte el component de baix grau i a més apareixen de forma aberrant
mutacions a nivell de diferents proto-oncogens (c-MYC, RhoH, Pax-5 i Pim-
1) tot i que no s’adquireixen mutacions a nivell del gen de les

immunoglobulines.™’

Alguns treballs perd suggereixen que aquest
mecanisme és clarament menys frequent del que té lloc en els LDCG de

novo.™®

L’'expressio de CD38 per les cél-lules tumorals de la LLC és un mecanisme
per tal de proporcionar senyals de proliferacié i supervivéncia a la cél-lula.
Des d'un punt de vista clinic I'expressi6 de CD38 té implicacions
pronostiques negatives i a més s’ha descrit com un polimorfisme en aquest
gen, la preséncia d’un al-lel G, s’associa a un risc augmentat de patir una
SR.192

Alguns autors han especulat sobre l'impacte que pot tenir en el
desenvolupament de la SR l'alteracio del sistema immune associat amb la
propia LLC o induit pels tractaments actuals com analegs de purines i
anticossos monoclonals com l‘alemtuzumab.” En aquest sentit estan
descrits casos de transformacions amb una clara relacié temporal amb
aquests tractaments i en ocasions amb la presencia del virus d’Epstein-
Barr (VEB) integrat en les cél-lules tumorals.* %1%

Aixi mateix, el virus d’Epstein-Barr s’ha vist implicat en molts dels casos de
limfoma de Hodgkin originats en pacients amb LLC."*'"® En canvi, la
contribucié del VEB en la SR és probablement poc rellevant, ja que en les
séries de SR més extenses s’ha objectivat entre un 13 i un 16% de casos

amb positivitat per al VEB en les cél-lules tumorals.'®'%’
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3.4. Clinica

Les séries cliniques indiquen que la SR es diagnostica en un 2-4% dels

pacients amb LLC183198

i fins a un 5% més de pacients presenten una
sospita clinica que no arriba a ser confirmada histoldgicament.”® En aquest
sentit, els estudis necropsics realitzats fa unes décades situaven la
freqiiéncia de la troballa d'un LDCG en aquests pacients entre el 8 i el
10%,%**® |la qual cosa evidencia que una gran part dels casos de SR no es
diagnostiquen. A més, en una série retrospectiva®' va observar-se que la
freqiéncia de SR en pacients joves (<55 anys) era significativament
superior (5.9%) que la observada en els majors de 55 anys (1.2%), aquest
fet s’explicaria per la menor freqiéncia d’estudis bidptics en els pacients
d’edat avancada. La incidéncia acumulada de SR en una série recent és
del 13,6% (IC 95%: 7-20%) i 16,2% (IC 95%: 8-24%) als 5 i 10 anys
respectivament.'®®

Malgrat que no hi ha troballes clinico-analitiques patognomoniques, la SR
comporta habitualment un canvi sobtat en el curs de la LLC en forma
d’aparicié de simptomatologia sistemica (febre, pérdua de pes i sudoracié
vespertina), deteriorament de [lestat general i rapid creixement
d’adenopaties que pot ser asimétric.'®®'8319%.202203 | 3 preséncia de massa
bulky retroperitoneal es constata fins en un 23% dels casos i I'afectacié
extranodal fins a un 41%."® Les principals localitzacions extranodals sén el
tracte gastro-intestinal,®®**® sistema nerviés central,®*®*” pulmé, ronyo,
pell, testicles i afectacié ocular. En ocasions la transformacié s’esdevé a
nivell de moll d'os i de forma excepcional poden fins i tot observar-se
immunoblastes circulant a sang periférica. El parametre analitic més
constantment present en la SR és I'elevacié important de la xifra de LDH
sérica, marcador de proliferacié tumoral (> 80% dels casos)."® També de

forma ocasional s’ha descrit I'aparicié de paraproteinémia i de forma més
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infrequient d’hipercalcémia que sol associar-se a lesions osteolitiques i s’ha
208,209

relacionat amb la secreci6 del péptid relacionat amb la parathormona.
El conjunt d’aquestes troballes o la preséncia d’alguna d’elles en un pacient
amb LLC han de fer sospitar I'existéncia d’'una SR i obliguen a descartar
aquesta possibilitat mitjagant una biopsia del teixit en el que se suposa que
s’esta produint la transformacié histologica per tal d’obtenir un resultat
valorable. La bidpsia és, per una altra banda, la Unica metodologia que
permet efectuar un diagnostic de certesa de la SR, d’aqui que, degut a
l'edat avangada i el mal estat general de la majoria d’aquests pacients amb
la conseglent dificultat per a realitzar estudis bioptics, el diagnostic de SR
es vegi dificultat. En ocasions, I'analisi citologica dels teixits afectes pot

també orientar el diagnostic.'”

D’una altra banda, la utilitat de proves d’'imatge com Ga-67 SPECT i a
l'actualitat el FDG-PET s’han evaluat en el context de la SR. El Ga-67
SPECT s’ha demostrat poc util per a la deteccié de la SR donat que la
captacio de Gal'li dels teixits no es correlaciona amb el grau de proliferacié
donant lloc a resultats discordants.?'®*" Per contra, comencen a haver-hi
evidencies que la FDG-PET, cada cop més rellevant en l'estadiatge i
'avaluacié de la resposta en els LNH i LH, podria ser una técnica molt util
en la deteccid de la SR en els pacients amb LLC: S’ha descrit una
sensibilitat del 91% i una especificitat del 80%, amb un valor predictiu
negatiu del 97% perd tan sols un valor predictiu positiu del 53% per a la
deteccio de la SR. Aquest darrer valor s’explica per la positivitat del FDG-
PET en pacients on la bidpsia finalment objectiva LH, LLC en fase
accelerada i altres neoplasies secundaries. Aquestes dades evidencien un
cop més la necessitat d’obtenir una confirmacio histologica en aquests
pacients, tot i que el FDG-PET pot ser una bona eina per a donar suport a

la sospita clinica i identificar I'area a biopsiar.”"""
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L’interval entre el diagnostic de LLC i I'aparicié de la SR oscil-la entre els
dos i els quatre anys en la majoria dels pacients,’®'®% tot i que en
ocasions, com en el cas descrit per Richter,’ ambdds diagnostics son
simultanis i fins en un 38% de casos aquest interval és superior als 5
anys." Al diagnostic de la SR, la LLC es troba generalment en activitat tot
i que en la série de Robertson i cols, s’observa en una proporcié important
de casos I'aparicié de la SR en pacients amb LLC en remissié completa, la
qual cosa s’atribui a la major capacitat dels analegs de purines per induir
resposta en la LLC i la falta d’activitat d’aquests farmacs en els limfomes
agressius.'® Pel que fa referéncia a I'extensié del LDCG de la SR, la seva
apreciacio es veu dificultada per I'habitual coexisténcia de la LLC, i tot i la
creenga de que la SR podria ser un fenomen local, els estudis necroptics
han demostrat que en la majoria dels casos es tracta d'un procés

disseminat.'%%21?

La unica serie publicada on s’han analitzat els factors de risc per a la SR
identifica diferents parametres bioldgics i clinics en el moment del
diagnostic de la LLC."® Entre els bioldgics, I'estat IGVH no mutat, I'Gs de
IGVH4-39, 'abséncia de del13q14 i 'expressio elevada de ZAP-70 i CD38.
Dins els parametres clinics la mida (=3 cm) i el nombre (= 3 arees) de
ganglis afectats, la preséncia d’'un estadi de Binet B o C i la xifra de LDH
sérica elevada al diagnostic. La mida ganglionar (=3 cm)i I'abséncia de
delecié 13914 van resultar variables pronostiques independents per al risc

de SR en 'analisi multivariat.

L'impacte dels tractaments previs sobre I'aparicié de la SR és un tema de
discussio recurrent, especialment des de la introducci6 dels analegs de les
purines com a tractament d’eleccié en la LLC. Esta descrit que la incidéncia
de transformacié incrementa amb el nombre de linies de tractament

prévies."® Alguns grups suggereixen que amb I'is de la fludarabina la
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incidéncia de la SR en les seves séries hauria augmentat i de fet, alguns
pacients haurien presentat la SR als pocs mesos d’haver rebut aquest
tractament.”®*'%'% No obstant, en el moment actual no hi ha suficients

evidéncies que suportin aquestes observacions.

3.5. Tractament

A diferéncia del que passa en el LDCG de novo, els resultats del tractament
en la SR —que ha de ser el propi dels LDCG- sén generalment molt pobres.
Aix6 queda reflectit en una tasa de remissions del voltant d’'un 40% i una
mitjana de supervivéncia que se situa en diferents séries entre els 5 8
mesos.0062173.183.203.213.214 | 5 recent incorporacié de la immunoterapia en el
tractament dels LNH, especialment I'anti-CD20, sembla que podria millorar
la tasa de remissions obtingudes tot i que fan falta séries més amplies per
poder confirmar-ho."®'® Un recent analisi de la combinacié OFAR (oxiplati,
fludarabina, citarabina i rituximab) en casos de SR no ha obtingut resultats
gaire esperangadors amb un 50% de respostes globals i una mitjana de
supervivéncia de 10 mesos.®%2%'° Tots els estudis coincideixen en mostrar
una supervivéncia meés perllongada en aquells pacients que obtenen una
resposta completa, d’aqui que cal implementar estratégies de consolidacid
tipus trasplantament en tots aquells pacients en que aquesta aproximacio
sigui possible. En aquest sentit, caldran més estudis per establir I'efecte
beneficidos en la utilitzacié del transplant al-logénic com a part del
tractament post-remissié en aquests pacients.'*?'®

La serie més amplia publicada en pacients amb SR, amb un total de 148
casos, ha identificat diferents parametres en el moment de la transformacio
com l'estat general, la xifra de LDH sérica, la xifra de plaquetes, la mida
tumoral i el nombre de linies de tractaments prévies que son independents

en I'analisi multivariat per a la supervivéncia d’aquests pacients.'”
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Tot i el mal pronostic a curt termini que comporta la SR, alguns pacients
presenten supervivencies perllongades després d’aconseguir-se la
remissié completa del LDCG. Aquest fet sembla estar relacionat amb els
estadis localitzats de la SR i amb la simultanietat dels diagnostics de la
LLC i la SR,"™"832%3 gssent aquestes unes circumstancies similars a les

observades en els limfomes fol-liculars transformats.
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Hipotesis i objectius

Hipotesis de treball

La transformacio histologica a un limfoma d’alt grau és un fet ben conegut
en les sindromes limfoproliferatives croniques indolents, incloent el LF i la
LLC, i diferents estudis han demostrat que la seva aparicié condiciona un
pronostic clarament desfavorable en els pacients. En el LF aquesta situacié
ha estat abastament estudiada en el passat en diferents series. No obstant,
en el moment de plantejar-nos I'estudi mancava una analisi extensa dels
factors prondstics associats a la transformacié histoldgica, en especial, en
séries grans i ben caracterizades de pacients amb LF. Aixi mateix, també
mancava un estudi de la incidéncia d’aquest esdeveniment en séries amb

uns criteris ben definits per al diagnostic de la transformacié.

La hipdtesi de treball plantejada en el primer estudi consisti en que
diferents caracteristiques cliniques i bioldgiques al diagnodstic del LF podien
associar-se a un major risc de presentar una ulterior transformacio
histologica. La identificaci6 d’aquestes variables pronostiques permetria
millorar la identificacié de pacients amb LF que poguessin trobar-se en un
grup de risc per a presentar aquest fenomen. Aquest fet podria millorar el
maneig clinic dels pacients amb LF, tan pel que fa al seguiment com fins i

tot en la decisié d'una estratégia terapéutica més individualitzada.

Pel que fa al segon treball que varem decidir centrar en la LLC, se’'ns
presentava un escenari més complex per a l'estudi de la transformacié
histologica. Cal tenir en compte que en aquesta sindrome limfoproliferativa
cronica I'obtencié d’una bidpsia tissular se sol indicar en la gran majoria
dels casos per tal de descartar una sospita clinica de transformacié
histoldgica. Historicament, s’han reconegut patrons histologics que tot i no

acomplir criteris per considerar-los una transformacié a un LDCG, també
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difereixen d’una afectacio tipica per LLC, poc proliferativa. Molts d’aquests
casos es descriuen sota el terme LLC “accelerada”, tot i que mai han estat
definits els criteris histologics per identificar-los. Nogensmenys, el seu
significat clinic i la seva base bioldgica son totalment desconeguts, tot i que
alguns autors haurien suggerit que podrien tenir un comportament clinic
molt agressiu comparable amb una transformacié histologica. La hipotesi
d’aquest segon treball ha estat que algunes caracteristiques histologiques
en relacié amb la proliferacié de la LLC podrien tenir un impacte pronostic
en la supervivéncia dels pacients. La seva identificacié ens permetria
establir uns criteris histologics per tal de definir la LLC “accelerada”.
L’estudi comparatiu clinic i biologic d’aquests casos junt amb els dels casos
amb LLC “no accelerats” i els casos amb transformacié a LDCG podrien

aportar informacio clinica rellevant.
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Objectius

Primer treball:

1.1. Analitzar la incidéncia i els factors de risc per a la transformacié

histologica en el limfoma fol-licular (LF).

1.2. Estudiar I'evolucié dels pacients amb transformaci6 histologica i els

factors de risc en el moment de la transformacio.
Segon treball:

2. Analitzar les diferents caracteristiques histologiques relacionades amb la
proliferacio tissular en la LLC i correlacionar-les amb la supervivéncia dels

pacients des del moment de la biopsia.

2.1. Definir els criteris histologics que permeten identificar la leucémia

limfatica cronica (LLC) “accelerada”.

2.2. Estudiar les caracteristiques clinico-bioldgiques i el pronostic dels
pacients amb LLC “accelerada” en comparaci6 amb els casos “no

accelerats” i amb la transformacio histologica a LDCG.
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Primer treball

Resum

La transformacié histoldgica a un limfoma d’alt grau és un fenomen ben
conegut en els pacients amb limfoma fol-licular (LF) i condiciona un
pronostic desfavorable. L’objectiu del present treball fou analitzar la
incidéncia i els factors de risc per a la transformacié histologica en una

série gran i ben caracteritzada de pacients amb LF.

Es van considerar per a I'estudi 276 pacients amb LF diagnosticats en un
unic centre. La mitjana d’edat fou de 54 anys, amb una distribucié per
sexes de 139 homes i 137 dones i per subtipus histoldgics de LF, un 42%
grau 1, un 51% grau 2 i un 7% grau 3. En la majoria de casos el tractament
inicial fou una quimioterapia combinada. La mitjana de supervivéncia global

de la série fou de 11,3 anys.

S’observa transformacio histoldogica en 30 dels 276 casos (11%) després
d’'una mitjana de seguiment de 6,5 anys, amb una incidéncia acumulada
del 15% i del 22%, a 10 i 15 anys, respectivament. Tots els casos de
transformacié histoldgica van correspondre a un LDCG. Les variables al
diagnostic del LF que es van associar a transformacio histoldgica van ser el
grau 3 histologic, >4 territoris nodals afectats, LDH i beta-2-microglobulina
sériques elevades, FLIPI i IPI d’alt risc. En 'analisi multivariada, el grau 3
histologic i el FLIPI mantingueren el seu significat pronostic. Si es
consideraven a I'analisi tan sols els LF amb grau histologic 1 i 2, inicament
el FLIPI correlacionava amb el risc de transformacio histologica. Vint-i-vuit
pacients van rebre tractament de rescat després de ser demostrada la seva
transformacid histoldgica, assolint una taxa de remissions completes del

52%. La mitjana de supervivéncia després de la transformacié histologica
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fou de 1,2 anys. Sis dels 13 pacients que van assolir una remissié

completa amb el tractament de rescat estaven vius més enlla dels 5 anys.

En base als resultats obtinguts en aquest estudi es pot concloure que les
variables més importants que s’associen a la transformacié histologica del

LF son el FLIPI i el grau histologic.
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The Follicular Lymphoma International Prognostic Index
(FLIPI) and the histological subtype are the most
important factors to predict histological transformation
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Background: Histological transformation (HT) is a well-known event in patients with follicular lymphoma (FL)
conferring an unfavorable prognosis. The aim of the study was to analyze incidence and risk factors for HT in

a large series of FL patients.

Patients and methods: 276 patients (median age: 54 years; M139/F137) diagnosed with FL (42% grade 1, 51%
2, 7% 3) in a single institution were studied. Initial treatment consisted of combined chemotherapy in most cases.
Median survival was 11.3 years. Main clinic and biological variables were assessed for HT and survival.

Results: 30 of 276 patients (11%) presented HT after a median follow-up of 6.5 years, with a risk of 15% and 22% at
10 and at 15 years, respectively. All HT corresponded to diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL). Grade 3 histology,
nodal areas >4, increased LDH and B,-microglobulin, and high-risk IPl and FLIPI were associated with HT.

In multivariate analysis, grade 3 histology and FLIPI retained prognostic significance. Only FLIPI predicted HT

in grade 1-2 patients. 28 patients received salvage treatment for HT, with a CR rate of 52%. Median survival from
transformation was 1.2 years, with 6/13 CR patients being alive >5 years after HT.

Conclusion: FLIPI and histology were the most important variables predicting HT. Upon HT, only patients achieving
CR reached prolonged survival, thus emphasizing the need for effective therapies once this event occurs.

Key words: follicular lymphoma, transformation, FLIPI

introduction

Follicular lymphoma (FL) is characterized by an indolent
clinical course, with a relatively long survival, but with

a continuous pattern of relapses resulting in a currently
incurable disease. Moreover, as in other indolent lymphoid
disorders, histological transformation (HT) into a high-grade
lymphoma can be observed in an important proportion of
patients. HT is associated with a progressive clinical course,
poor response to treatment and short survival [1-3]. The
biological mechanisms underlying disease transformation are
not completely understood, but accumulation of secondary
genetic alterations due to genetic instability [4], nonrandom
chromosomal changes [5-7] and specific genetic alterations
involving c-MYC [8], p53 [9-10], p16 ™NV<*4, p15 INK4B [11_12]
and BCL-6 [13] have been related to this event. HT has been
usually considered unrelated to prior therapies in FL because the
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classical observation of a similar incidence of such

a complication either in patients receiving treatment or in
patients under a wait and watch policy [14]. However, in
some studies it has been suggested that treatment with newer
agents such as purine analogs or monoclonal antibodies might
facilitate HT [15].

The incidence of HT ranges from 10 to 70% in different series
[1, 3, 16-17]. This wide range of incidence is probably due to the
heterogeneous definition of HT in different studies, as well as to
the difficulties in obtaining a diagnostic biopsy when HT is
clinically suspected. Thus, it is of note that in necroptic studies
up to 70% of patients with FL showed evidence of HT when all
the lymph node territories were assessed [18-19]. Since HT is
a very unfavorable event in the history of patients with FL, an
accurate prediction of HT development could be of importance.
However, prognostic studies on HT are relatively scarce,
probably because of the above mentioned difficulties. Classical
variables associated with high risk of HT are not achieving CR
after initial therapy, as well as low serum albumin, and high
serum [,-microglobulin at diagnosis [3]. To the best of our
knowledge, in spite of several preliminary data [20, 21], no
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studies have been formally published on the value of the FLIPI
in predicting HT in patients with FL.

The treatment of HT is not well established. Overall, the
prognosis after HT is poor with a median survival inferior to
one year in most series using CHOP-like regimens as salvage
treatment [3]. Patients with chemosensitive disease could
benefit from more intensive therapies, including autologous
stem-cell transplantation. With the latter approach, about 30%
of disease-free survival at 5 years has been observed in selected
series [22-24]. This encouraging data need to be confirmed in
series with a longer follow-up [16, 22, 25].

The aim of the present study was to analyze the risk of HT in
a large series of patients from a single institution
homogeneously diagnosed, treated and followed-up. In
addition, treatment results after HT are reported.

patients and methods

patients: features at diagnosis and initial treatment
Two hundred and seventy six patients (median age, 54 years; male/female
distribution: 139/137) consecutively diagnosed with FL between January
1977 and January 2004 in a single institution were the basis for this study.
The histological distribution according to the WHO classification [26] was
as follows: grade 1, 104 cases (42%); grade 2, 125 cases (51%); grade 3,
18 cases (7%); 29 patients (11%) could not be subclassified. Histological
review had been performed in most cases by EC and AM for previous
analyses [27, 28]. For the current study, the initial biopsies and those at
the moment of transformation were specifically reviewed by EC and AM.
Twenty-eight patients (10%) presented in stage I, 25 (9%) stage 11, 45
(16%) stage III, and 178 (65%) in stage IV Ann Arbor disease. Extranodal
involvement could be demonstrated in 179 patients, including bone marrow
in 157 cases (60% of assessable patients). The distribution of the patients
according to the FLIPI [29], assessable in 253 patients (92% of the series),
was the following: low-risk, 97 patients (38%), intermediate-risk, 73 (29%)
and poor-risk, 83 (33%). In addition, the International Prognostic Index for
Aggressive Lymphoma (IPI) [30] was available in 246 patients (89%), the
distribution being: low-risk, 116 patients (47%); low/intermediate risk, 80
patients (33%); high/intermediate risk, 27 (11%) and high-risk, 23 patients
(9%). Finally, the Italian Lymphoma Index for Follicular Lymphoma (ILI)
[31] was assessable in 199 patients (72%) of which 102 (51%) were at low-
risk, 50 (25%) at intermediate-risk and 47 (24%) at high-risk (Table 1).
Initial treatment varied over the years, but basically consisted of:
alkylating agents alone or in combination, 67 patients (25%); anthracycline-
containing regimens (mainly CHOP), 164 patients (60%); fludarabine-
based regimens 14 patients (5%); and other treatments, 10 patients (4%).
All patients with histology grade 3 were treated with an anthracycline-
containing regimen. Sixteen patients (6%) did not receive any therapy at
diagnosis. Among 248 assessable patients, 124 (50%) reached CR, 93 (38%)
PR, while 31 (12%) were considered as non-responders. After a median
follow-up of 6.5 years (range: 0.2-24.7), 144 of 207 responders (70%)
eventually showed progression of the disease. The median overall survival
was 11.3 years (Figure la and b).

staging, evaluation of response, and follow-up policy
Initial staging procedures included computed tomography of the thorax,
abdomen and pelvis, as well as unilateral bone marrow biopsy. In 74 patients
diagnosed before 1985, lymphography was performed instead of CT scan.
Post-therapy restaging included the repetition of the previously abnormal
tests and/or biopsies.
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Table 1. Initial characteristics of 276 patients with follicular lymphoma

Parameters No. of patients (%)

Median age (range) 54 years (23-88)

Gender 139M/137 E
Histology (n = 247)

1 104 (42%)

2 125 (51%)

3 18 (7%)
ECOG 22 40 (14%)
B symptoms (n = 272) 63 (23%)
Bulky disease 48 (18%)
Extranodal involvement

None 86 (33%)

1 site 125 (47%)

>2 sites 54 (21%)

Bone marrow involvement (n = 261) 157 (60%)

Ann Arbor stage

1 28 (10%)
il 25 (9%)
111 45 (16%)
v 178 (65%)
LDH (>450 U/L) (n = 241) 51 (21%)
B2-microglobulin (>2.3 mg/dl) (n = 137) 47 (34%)
FLIPI (n = 253)
Low risk (0-1) 97 (38%)
Intermediate (2) 73 (29%)
Poor risk (3-5) 83 (33%)

IPI (n = 246)

Low risk (0-1) 116 (47%)

Low/intermediate risk (2) 80 (33%)
High/intermediate risk (3) 27 (11%)
High risk (4-5) 23 (9%)

ILI (n = 199)
Low risk (0-1)
intermediate risk (2)
High risk (=3)

102 (51%)
50 (25%)
47 (24%)

Complete response (CR) was defined as the disappearance of tumor
masses and disease-related symptoms, as well as the normalization of the
initially abnormal tests and/or biopsies lasting for at least 1 month. Partial
response (PR) was considered when measurable disease decreased by at least
50% [32]. Patients not included in these categories and those who died
before completing treatment were considered as non-responders.

The follow-up surveillance policy after treatment consisted of physical
examination, blood count tests and biochemistry and chest roentgenogram
(if initially abnormal) every 3 months during the first year, every 4 months
during the second and third year, every 6 months during the next 2 years
and every year afterwards. Abdominal CT scans were performed every 6
months during the first year and yearly for the following 5 years when the
abdomen was the principal involved site. Molecular follow-up was
systematically performed only from 1999 in the setting of a clinical trial.

criteria of histological transformation

At the time of clinical relapse or progression, a new lymph node biopsy was
performed whenever possible. However, as previously described [27], such
a procedure was carried out in only one half of the patients due to old
age, poor performance status or patient refusal. Transformation into

Volume 17 | No. 10 | October 2006



Annals of Oncology

a high-grade lymphoma was defined as a histological progression into a
high-grade lymphoma with a diffuse pattern. Cytological study showing

a massive large cell infiltrate was accepted as criteria of transformation in
cases with clear clinical suspicion of transformation. On the other hand, in
the present series, HT was suspected in eight additional patients in absence
of cytological or histological evidence. Six of these eight patients were old
people with poor performance status who were candidates for only palliative
measures. The remaining two patients, who had a non-biopsied abdominal
mass, were treated with adriamycin-containing regimens as for HT.
Moreover, in three additional patients, HT was suspected, but the new
biopsy was diagnostic of FL grades 1 or 2. According to the above mentioned
criteria, none of these cases were considered as having HT.

parameters evaluated
In each patient the following data were recorded and assessed for the
risk of transformation:

* Initial variables: Age, gender, performance status (according to the
Eastern Cooperative Oncology Group [ECOG] scale), B-symptoms,
histological subtype, hemoglobin, WBC count, lymphocyte count,
leukemic expression, platelet count, serum albumin, lactic dehydrogenase
(LDH) and B2-microglobulin (2M) levels, number of nodal and

1.0
0.9
0.8

Median survival: 11.3 years

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.00

Probability

5 10 15 20 25
Time (years)

0.9
0.8

p=0.0000

0.7
0.6
05
0.4
03
0.2 FLIPI 3-5 [
0.1

00,

FLIPI 0-1

Probability

FLIPI 2

5 10 15 20 25
Time (years)

Figure 1. (a) Overall survival (OS) of 276 patients with follicular
lymphoma. (b) Overall survival (OS) according to FLIPI score at
diagnosis.
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extranodal involved sites, presence of splenomegaly, Ann Arbor stage,
bulky disease (defined as a tumor diameter 27 cm), bone marrow (BM)
infiltration, IPI, ILI, FLIPIL.

¢ Treatment: Monotherapy with alkylating agents or combination
chemotherapies without adriamycin versus adriamycin-containing
regimens.

¢ Response to therapy: CR versus PR versus no response. In addition, the
following variables at the time of transformation were analyzed for
prognosis: (a) clinical data (age, performance status, presence of B-
symptoms), (b) tumor extension data (bulky disease, Ann Arbor stage,
extranodal involvement, bone marrow involvement, serum LDH, f2M,
hemoglobin), (c) FLIPL, IPI and ILI (d) number of previous relapses, (e)
salvage treatment, and (f) response to salvage treatment.

statistical analysis

The main end-points of the study were the transformation risk and survival
from transformation (SFT). In addition, time to treatment failure (TTF) and
overall survival (OS) were also analyzed. Survival analysis was performed
according to the method described by Kaplan and Meier [33], and the
curves compared by the log-rank test [34]. The univariate analysis was
carried out for each of the parameters indicated above. All significant
prognostic factors in the univariate study were included in a multivariate
analysis performed by the stepwise proportional hazard regression

method of Cox [35].

results

incidence, diagnosis and clinical features of
histological transformation

Thirty of 276 patients (11%) presented HT during the follow-
up, with an estimated risk of HT of 15% (95% CI 9-21%) and
22% (95% CI 12-32%) at 10 and at 15 years from diagnosis,
respectively (Figure 2). The median time from diagnosis

to HT was of 3.5 years (range 0.6 to 20 years). The diagnosis
was established by means of a tissue biopsy in 25 patients

and by a cytological assessment in five cases. In all cases

in whom a biopsy was available, HT corresponded to a

0.0

0.1
0.2
Risk of HT, 15 % at 10 yrs and 22% at 15 yrs
0.3
0.4
0.5

0.6

Probability

0.7
0.8
0.9

1.0
0 5 10 15 20 25

Time (years)

Figure 2. Risk of histological transformation (HT), 15% and 22% at
10 years and 15 years from diagnosis, respectively.
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diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL). Likewise in those
patients in whom transformation into a large cell lymphoma
type was detected on cytological grounds, clinical criteria
consistent with disease transformation as fast growing of lymph
nodes, pleural effusions, superior cave vein syndrome or
increasing LDH serum levels were also present. In two cases, HT
was detected after 22 and 34 months of follow-up, prior to any
treatment for FL. In fourteen cases HT was detected at first
disease progression and in 14 patients at second or more
progressions. Up to 73% of HT patients had received CHOP
among previous therapies for FL.

The main features of the 30 patients at the time of HT are
listed in Table 2. Of note, 44% of patients presented with ECOG
22, 33% with B symptoms, 22% with bulky disease, 68% with
stage III and IV and 81% with high levels of serum LDH at HT.
Up to 48% of the patients who experienced histological
transformation presented a high/intermediate or a high-risk
IPI score whereas 76% presented an intermediate or high-risk
FLIPI score.

predictors of histological transformation

In the univariate analysis, the initial factors associated with
HT were the following: grade 3 histology, number of nodal
involved areas >4, high serum LDH (Figure 3) and high serum
f,-microglobulin levels. In addition, the FLIPI also showed

a significant statistical correlation with HT (P = 0.014)

(Figure 4), with those patients with higher FLIPI having a higher

Table 2. Main features of 30 patients at the time of histological
transformation

Features Number of patients (%)

Median age (range) 60 years (29-71)

Gender 18M/12 F
ECOG >2 12 (44%)
B symptoms 9 (33%)
Bulky disease 6 (22%)
Extranodal involvement
none 15 (56%)
1 site 8 (29%)
>2 sites 4 (15%)
Bone marrow involvement (n = 15) 5 (33%)
Ann Arbor stage
I 5 (20%)
11 3 (12%)
111 7 (28%)
v 10 (40%)
LDH (>450 U/L) (n = 21) 17 (81%)
B2-microglobulin (>2.3 mg/dl) (n = 15) 7 (46%)
IPI
Low risk (0-1) 8 (32%)
Low/intermediate risk (2) 5 (20%)
High/intermediate risk (3) 6 (24%)
High risk (4-5) 6 (24%)
FLIPI
Low risk (0-1) 7 (24%)
Intermediate risk (2) 10 (35%)
Poor risk (3-5) 12 (41%)
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risk of transformation. Moreover, the IPI was also associated in
the univariate analysis with HT, whereas the ILI score did not
correlate with HT. Finally, the modality of treatment
(chlorambucil or COP versus CHOP) or the degree of response
obtained (CR versus no CR) had no influence in HT. Of interest,
no case of HT has been detected among the 14 patients that
received fludarabine-based regimens to the last follow-up.
However, the low number of cases and the short follow-up
prevented any definitive conclusions.

A multivariate analysis was performed with the significant
variables above described: histological subgroups (1 and 2 versus
3), FLIPI score (low versus intermediate versus poor) and IPI
score (low versus intermediate/low versus intermediate/high
versus high). LDH was not added because it is included in
the FLIPI score and B2-microglobulin was excluded because
it was only available in one half of the patients. Grade 3
histology (P = 0.003; relative risk 2.83) and FLIPI (P = 0.001;
relative risk: 2.35) retained its prognostic significance for HT
(Table 3).

0.0

0.1 p=0.0001
0.2
0.3
0.4

0.5
06 High LDH

Probability

0.7

0.8
Normal LDH
0.9

1.0
0 5 10 15 20

Time (years)

Figure 3. Time To transformation (TTT) according to LDH serum
levels at diagnosis of FL.

0.0
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0.6

0.7 FLIPI 3-5

0.8

0.9 FLIPI 0-1

1.0
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Figure 4. Time To transformation (TTT) according to FLIPI score at
diagnosis of FL.
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Table 3. Prognostic features for histological transformation in patients
with FL

Risk of HT P value
Univariate analysis All patients Grade 1-2 patients
(n = 276) (n = 258)
Grade 3 WHO 0.0066 -
Number of nodal 0.0076 ns
involvement >4

Elevated serum LDH 0.0001 0.002

Elevated serum

B2-microglobulin 0.0001 0.0009

IPI 0.0002 0.05

FLIPI 0.014 0.0359

ILI ns ns
Multivariate analysis

Grade 3 WHO 0.003; RR 2.83 —

FLIPI 0.001; RR 2.35 0.013; RR 1.97

The same analysis of factors predicting HT was performed
in the subset of patients with FL histological grade 1 or 2. In
these cases, high LDH and serum B2-microglobulin levels,
FLIPT and IPI score predicted HT (Table 3). In the multivariate
study the only parameter retaining prognostic significance for
HT was the FLIPI score.

evolution after histological transformation

Twenty-five of 30 patients (83%) received intensive treatment,
whereas the remaining five patients only received

palliative measures, including chlorambucil in three of them.
Seven patients received CHOP (25%), 17 patients

a combination of iphosphamide and VP-16 (VIA) or MINE/
ESHAP regimens (54%) and one patient, who refused
chemotherapy, radiotherapy alone. CR was reached in 13 cases
(52%) and PR in three cases (12%). Seven patients treated
either with CHOP or VIA eventually underwent autologous
stem-cell transplantation. Five of those seven patients were in
CR, one in PR and one has failed to chemotherapy when
autologous transplant was performed. Thirteen out of 16
patients in response after salvage treatment eventually
relapsed or progressed. In eight cases a new biopsy could

be taken, the diagnosis being of DLCL in six cases and FL in
two cases.

Twenty-five patients of 30 HT patients having experienced
HT died during the follow-up, in 23 cases due to disease
progression and in two cases due to apparently unrelated causes
(melanoma and fatal cardiac arrhythmia, respectively). The
median survival from transformation was 1.2 years (Figure 5).
Six patients presented prolonged survival over five years after
HT (5.6+, 7+, 9.2+, 11.24, 15+ and 18.8+ years). Early stage
(I-1I) (P = 0.02), ambulatory performance status (<1)

(P = 0.028), and intermediate/low or low IPI score (<3)

(P = 0.0046), all at the time of transformation, correlated with
longer survival after HT. In addition, the response to salvage
therapy was very important to predict survival after HT (5 years
survival of 43% versus 0% for patients reaching CR versus no
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Figure 5. Survival From Transformation (SFT), median of 1.2 years
(n = 30 patients).

CR, respectively; P = 0.0001). No differences in terms of survival
from transformation were seen between the seven patients
who underwent intensification with autologous stem-cell
transplantation and those that for a variety of reasons were not
autografted.

discussion

This retrospective study on 276 patients consecutively
diagnosed of FL in a single institution over a long period of time,
confirms that HT is a common event in the natural history of
FL. In the present series, the estimated risk of transformation
was of 15% and 22% at 10 and 15 years from diagnosis.
Although this is in keeping with other series, the risk of
transformation reported in the literature range from 10-70%.
The main reasons for these discrepancies are probably the
difficulties in assessing histological transformation. Thus,
despite the basic criterion that HT is the demonstration of
histological progression in a lymph node (or other tissue)
biopsy, different criteria are applied in the literature. This is
understandable, because sometimes it is difficult to obtain
diagnostic tissue, for instance in older patients or those with
poor performance status. In this sense, the present study is strict,
since only those patients with a histological assessment both at
diagnosis and at HT, demonstrating the loss of the follicular
architecture and the appearance of a diffuse infiltration pattern
by a large cell type, were included. Patients under clinical
suspicion of HT but without a histological or cytological
examination were not considered as transformed in the present
series. As a consequence, the real incidence of HT is probably
underestimated. In fact, autopsy studies carried out in the past
showed higher rates of HT compared to clinical series.
Nevertheless, histological assessment of transformation remains
a difficult issue to address. Even when follow-up surveillance
procedures after FL diagnosis are rightly performed as well as
rebiopsy when clinical progression is observed, older age, poor
performance status or patient refusal became important
limitations.
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Predictive factors for HT in patients with FL have been
described in previous series [3, 21, 36]. Low serum albumin,
high B2-microglobulin level, and the absence of CR to initial
treatment have been noted to be important in large series. In the
study of Bastion et al. LDH and histological subtype did not
show prognostic importance in predicting HT. This is in
opposition to the data herein reported, in which these two
variables are among the most important factors to predict HT
development, as well as in preliminary data from other
institutions where LDH had a significant predictive value for
HT. A possible reason for these discrepancies is the low number
of patients with grade 3 FL (5% cases) as well as the low
availability for LDH levels in the series of Bastion et al. (67%).
Moreover, another aspect to take into account is that in this
particular study about 25% of HTs were diagnosed on
cytological bases and 10% only on clinical criteria.

As expected, FLIPI was an excellent predictor of OS in the
present series (Figure 1b). In addition, FLIPI showed to have
predictive value for HT (Figure 4). In fact, when a Cox analysis
was performed, FLIPI and histological subtype were the only
variables retaining prognostic significance. Moreover, FLIPI
was the only prognostic factor in patients with histological grade
1-2 FL. On the other hand, IPI also showed a relative value in
predicting HT, while ILI did not. The possible role of 2-
microglobulin as a predictor for HT could not be analyzed,
because this information was not available in half of the
patients.

At the time of HT, a higher proportion of patients presented
with a poor performance status, high-risk FLIPI and IP]I,
increase of LDH and B2-microglobulin serum levels, compared
with the time of diagnosis. In agreement with previous series,
HT was also an early event in our FL patients with a median time
to transformation of 3.5 years. Despite this fact, no plateau was
achieved and HT over 10 years and up to 20 years from
diagnosis was seen in several cases.

After HT, a high proportion of patients (80%) in the present
series were treated according to intensive chemotherapies
(CHOP, VIA and MINE/ESHAP regimens), including
autologous transplantation in 25% of cases. Overall response
rate was of 64% and the CR rate 52% of cases. However, despite
the relatively high rate of CR, median survival from
transformation was only 1.2 years. At HT, parameters
significantly associated with a longer survival were the degree of
response to salvage treatment (CR versus PR versus failure),
disease extension (stage I-II versus III-IV), performance status
and IPI score. It is of note that FLIPI assessed at the moment of
HT was not able to separate patients with different outcome.
Thus, a poor clinical outcome is observed in the present series
despite salvage treatments. This fact is consistent with OS
reported in the literature. Indeed, only those patients with
favorable features such as limited-stage disease and low LDH
levels are shown to achieve longer OS after autologous
transplantation in some reported series [22-24]. In the present
study, up to 68% of patients presented with advanced stage and
79% of cases with increased LDH serum levels. This could
explain the scarce benefit of autologous transplantation, if any,
in the present series, although it has to be pointed out that only
seven patients were transplanted, five of them in CR. Of note, up
to six patients have presented prolonged survival over five years
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after HT. All of them had achieved CR after salvage therapy,
which included an autologous transplantation in only one
case. These data suggest that although outcome after HT is
generally poor, a subset of patients can present prolonged OS.
Moreover, it also stresses that obtaining CR with salvage
therapy is a crucial event, in agreement with previously
published series [14].

In conclusion, HT is a frequent event in the natural history of
FL patients, probably underestimated because of the difficulties
in reaching a histological diagnosis. The presence of grade 3 FL
and high-risk FLIPI at diagnosis of FL are associated with the
development of HT. Finally, this event conveys poor prognosis
unless a CR is achieved, which unfortunately is not frequent.
Improving salvage therapies is therefore crucial to prolonging
survival in these patients.
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Resultats

Segon treball

Resum

Historicament en la LLC s’han reconegut patrons histoldogics amb una
elevada proliferacié diferents del que correspondria a una transformacio
histoldgica d’'una LLC a un LDCG. No obstant, aquests patrons han estat
escassament caracteritzats i tot i que habitualment es denominen amb el
terme LLC “accelerada”, fins al moment actual no s’han establert els criteris
histologics per definir-los. A més, tant la base bioldgica com el significat
clinic d’aquests patrons histoldgics sén completament desconeguts. El
principal objectiu del treball ha estat definir els criteris histologics que
permeten identificar la leucemia limfatica cronica “accelerada”, a més
d’estudiar la correlacié clinico-bioldgica i el pronodstic d’aquests casos en

una série amplia de pacients.

Es van emprar les biopsies de teixit de 100 pacients amb LLC per tal
d’analitzar la mida dels centres de proliferacio i I'index de proliferacid,
mesurat mitjangant el recompte de mitosis i la tincié de Ki-67. El principal
motiu per I'obtencié de les bidopsies en aquesta série de pacients fou
descartar la transformacié histoldgica. La mitjana de temps des dels
diagnostic de la LLC fins a I'obtencio de la biopsia tissular fou de 14 mesos
(0 a 204 mesos). La biopsia tissular objectiva transformacio histologica a
un LDCG en 22 casos en tant que en els 78 casos restants fou compatible
amb una infiltracié per LLC. En aquests darrers 78 casos, la preséncia de
centres de proliferacié (CP) expandits (majors a un camp de 20x) o amb un
alta taxa de proliferacié (>2.4 mitosis/CP o un Ki-67>40%/CP) van
correlacionar de forma estadisticament significativa amb un prondstic
desfavorable des del moment de la biopsia. Es definiren com LLC
“accelerades” 23 casos caracteritzats per una elevada proliferacid, en

forma d’uns CP expandits i/o amb un alt index de proliferacio.
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Resultats

Des d’'un punt de vista clinic, els casos “accelerats” en comparaci6 als
casos “no accelerats” presentaven una xifra de LDH sérica i una expressio
de ZAP-70 més elevades. La mitjana de supervivéncia des del moment de
la bidpsia dels pacients amb LLC “no accelerada”, LLC “accelerada” i
transformacio a LDCG va ser de 76, 34 i 4,3 mesos, respectivament
(p<0,001).

Amb els resultats obtinguts d’aquest treball es pot concloure que la
preséncia de CP expandits i/o amb una elevada proliferacié identifiquen a
un grup de pacients amb LLC “accelerada” que es caracteritzen per un curs

clinic agressiu.
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Background

The concept of “accelerated” chronic lymphocytic leukemia (CLL) is frequently
used by both pathologists and clinicians. However, neither histological criteria
to define this form of CLL nor its clinical correlates and prognostic impact have

been formally defined in large series of patients.
Design and Methods

Tissue biopsies from 100 patients with CLL were analyzed for the size of
proliferation centers (PCs) and their proliferation rate as assessed by mitosis
count and Ki-67 immunostaining. Histological patterns were correlated with

main clinico-biological features and outcome.
Results

The suspicion of disease transformation was the main reason to carry out
tissue biopsy, which was performed at a median time of 14 months (range, 0 to
204) from CLL diagnosis. The biopsy showed histological transformation to
diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL-t) in 22 cases. In the remaining 78
patients, the presence of expanded PCs (broader than a 20x field) and high
proliferation rate (either >2.4 mitosis/PC or Ki-67>40%/PC) predicted poor
outcome and were selected to define a highly proliferative group. Thus, 23
patients with either expanded PCs or high proliferation rate were considered as
having “accelerated” CLL. These patients displayed particular features,
including higher serum LDH levels and more frequently elevated ZAP-70 than
“non-accelerated” cases. Median survival from biopsy of patients with “non-
accelerated” CLL, “accelerated” CLL and DLBCL-t was 76, 34, and 4.3 months,
respectively (p<0.007).

Conclusions

The presence of expanded PCs and/or highly active PCs identifies a group of
patients with “accelerated” CLL characterized by an aggressive clinical

behavior.
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Introduction

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most frequent form of leukemia in
Western countries and is considered to be mainly due to the accumulation of
neoplastic CD5+ B Ilymphocytes with a typical CD19+, CD23+
immunophenotype.? According to the WHO classification® CLL and small
lymphocytic lymphoma (SLL) are considered to be the same disease, primarily
involving peripheral blood in the case of CLL and lymph nodes in SLL. A
number of parameters, particularly disease stage, lymphocyte doubling time,
IGVH mutational status, ZAP-70 expression and cytogenetics allow to establish
the prognosis of the disease at diagnosis.>*® Over the course of the disease,
refractoriness to treatment has poor prognosis. Likewise, disease

transformation implies a very short survival.

Although considered as a cumulative rather than a proliferative CD5+ B cell
neoplasm, CLL cells have a proliferation rate higher than previously
recognized, particularly in the lymphoid tissues."’ Enlarged nodes from patients
with CLL show effacement of the lymphoid architecture with a pseudofollicular
pattern of pale areas in a dark background of small cells. These pale areas
correspond to proliferation centers (PCs)7'10 and are predominantly composed
of clusters of prolymphocytes and paraimmunoblasts. PCs contain numerous T
cells, most of them CD4+, and in some cases a fine network of dendritic cells."
Notably, as compared to the non-PC component CLL, cells clustered into the
PCs have an increased expression of proliferation associated markers Ki-67
and CD71, co-expression of survivin and bcl-2 and also a higher expression of
CD20, CD23, and MUM1/IRF-4.""""®

Histology of the lymph nodes in CLL is heterogeneous and the relationship
between different histologic patterns and clinical outcome has been poorly
studied.® 9121820 The main reason for this fact is that tissue biopsy is not a
standard procedure in the diagnostic workup of patients with CLL. The
commonest reason for performing a biopsy is to rule out histological
transformation. In general, two major histological patterns in lymph nodes of
patients with CLL are recognized: typical CLL involvement and transformation
of CLL to DLBCL. However, the existence of no clear-cut histopathological

patterns not pertaining into these two broad categories has been known for
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many years,' being poorly characterized and belonging to a kind of “grey-
zone” in the histopathology of CLL. Although the term “accelerated” CLL is
frequently used to describe most of these cases, no histological criteria for
identifying this form have been yet proposed and its biological background and
clinical significance is largely unknown. In the present study we report criteria to
identify “accelerated” CLL, its clinical correlates and prognostic impact.

Design and Methods
Patients and samples

From January 1990 to December 2008, 146 patients fulfilling the diagnostic

criteria of CLL according to NCI-WG guidelines®"?

underwent a tissue biopsy
(except bone marrow). These cases represented 24% of the 616 patients
diagnosed with CLL during this period in our institution. One-hundred patients
with biopsies available for pathological review were the basis of this study.
Forty-six patients were not included in the study due to different reasons
including a small size of the biopsy precluding a histological review or
immunohistological analysis (31 cases); incidental diagnosis of CLL in patients
with solid tumors, 3 cases; composite lymphomas, 3 cases; transformation to
prolymphocytic leukemia, 2 cases; T-cell ymphomas, 2 cases; and Hodgkin’s
lymphoma, 5 cases. The tissue analyzed was lymph node in 89 cases, spleen

in 1, Waldeyer's ring in 1 and different extranodal tissues in 9.

From each patient the following biological and clinical data were evaluated and
recorded both at diagnosis and at the time of the tissue biopsy: age, gender,
performance status (according to the Eastern Cooperative Oncology Group
[ECOG] scale), presence of B-symptoms, presence of splenomegaly or
hepatomegaly, extranodal involvement, hemoglobin, WBC count, lymphocyte
count, lymphocyte doubling time, platelet count, serum albumin, LDH, and 2-
microglobulin levels, Rai’'s and Binet’s staging systems, degree of lymphocytic
bone marrow infiltration, ZAP-70 and CD38 expression, IGVH mutational status
and fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis for recurrent genetic
abnormalities in CLL. Moreover, treatment-related variables (type of treatment
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and response to therapy) and the M.D. Anderson score for Richter’s

syndrome?®® were also recorded and evaluated.

FISH studies were performed in peripheral blood lymphocytes by the LSI
p53/LSI ATM and LSI D13S319/LSI 13q34/CEP 12 Multicolor Probe Sets
provided by Vysis (Downers Grove, Il, USA) using defined cut-off levels.® ZAP-
70 expression was assessed in peripheral blood samples by flow cytometry
(n=42 cases) or by immunostaining in lymph nodes (23 cases) as previously
described, with a 95% of concordance between both methods.*** CD38
expression was analyzed by flow cytometry in peripheral blood and considered
as increased when equal or superior to 30%. The mutational status of the IGVH
genes was analyzed in 27 cases following protocols described elsewhere.*
Clonality was assessed by studying immunoglobulin heavy chain gene (IgH)
rearrangement from peripheral blood and paraphine-embedded tissue samples
following BIOMED-2 protocols in 12 patients.?®

Histological analysis

Tissue samples were analyzed for the presence and size of PCs, and for the
proliferation status as assessed by the mitotic index and Ki-67 immunostaining.
Histological review was performed by three investigators (A.M., D.M., E.C.)
blinded to clinical records. The samples were examined in a BX51 Olympus
microscope (Olympus Tokio, Japan) with an 20X objective Plan CN20x/0.40
and an ocular WHN 10x/22. Immunostaining was performed in formalin fixed
paraffin embedded tissue sections with p27 (1B4, Novocastra, Newcastle Upon
Tyne, UK), Ki-67 (Mib1, Dako, Glostrup, Denmark), and p53 (DO7, Dako) in an
automated immunostainer (BondMax, Vision BioSystems, Mount Waverley,
Australia).

PCs were defined as the pale areas containing large cells, prolymphocytes and
paraimmunoblasts, surrounded by a dark background of small lymphocytes.
PCs were also identified and delineated by a p27 negative staining.?° PCs were
arbitrarily considered as expanded when two or more PCs exceeded a 20x
power field in any of its major dimensions which is approximately equivalent to

an area of 0.95 mm? in the microscope used to evaluate the samples.
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Proliferation inside PCs was determined by both mitotic count and Ki-67
immunostaining and quantified in a total of 8 to 10 PCs per case. In addition,
global Ki-67 and p53 were quantified in 8 to 10 40x high power field (hpf)
randomly selected in the whole tissue section that included both PCs and small
cell component areas. The threshold to consider a p53 staining as positive was
30%.

The diagnosis of transformation to diffuse large cell lymphoma was based on
the WHO 2008 criteria.® In addition, Ki-67 and p53 immunostainings were
performed in these cases and separately analyzed.

Statistical analysis

The correlation between different clinical and biological variables and the
histological pattern was performed by means of the Fisher's exact test or

nonparametric tests when necessary.

Parameters obtained in the histological analysis, namely the size of PCs and
the proliferation index, were correlated with patients survival. To select the
optimal cut-off of the quantitative histological variables (mitotic index and Ki-67
expression) for predicting survival, a maximally selected rank statistics test was
performed using the Maxstat package (R statistical package, v. 2.8.1, Vienna,
Austria)’’ and the cut-off was ultimately delimitated by the Kaplan and Meier
method.?® To minimize a possible selection bias, survival was calculated from
the time of biopsy and analyzed according to the method described by Kaplan

t29

and Meier and the curves compared by the log-rank test.”” All prognostic

variables in the univariate analysis with enough number of cases available were
included in the multivariate analysis using the stepwise proportional hazard Cox

|.30

regression model.”™ All statistical tests were two-sided and the significance

level was 0.05.
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Results
Patients and tissue biopsies

The main initial clinico-biological characteristics of the patients are detailed in
Table 1. Median age at diagnosis was 59 years-old. Forty-six per cent of
patients were in Binet stage B or C and 10% in Rai stage IlI-1V. The proportion
of patients with increased ZAP-70 (220%) and CD38 (=30%) expression was
67% and 74%, respectively. Forty-four patients were treated immediately after
diagnosis and 50 additional cases required treatment during evolution with an
overall median time to progression of 5 months (range, 0 to 112 months).

The reason for performing a tissue biopsy in 73 patients was the clinical
suspicion of transformation to aggressive lymphoma (i.e. general symptoms,
rapid lymph node enlargement, bulky extranodal involvement or increasing
serum LDH levels). Other reasons for carrying out a biopsy were the diagnostic
workup of a lymphoproliferative disorder without overt peripheral blood
involvement (12 patients); re-assessment of the disease before treatment (9
cases); and biopsies routinely obtained in surgical procedures (6 cases).
Median time from diagnosis to biopsy was 14 months (range, 0 to 204 months)
and median survival from the time of tissue biopsy was 49 months (95% CI: 24
to 74). Clinical features and outcome of patients with CLL without biopsy
(median OS, 154 months) were more favorable than those with biopsy (median
OS, 90 months) (detailed data not shown).

Impact of expanded and proliferating PCs in the patients’ outcome

From the 100 patients included in this series, the diagnosis of CLL was
established in 78 cases, whereas the remaining 22 patients were diagnosed
with transformation into DLBCL (DLBCL-t).

In the 78 cases included in this study not showing disease transformation to
DLBCL, PCs were observed in 69 and were absent in 9. In the latter, isolated
prolymphocytes and paraimmunoblasts could be recognized at high
magnification and corresponded to the diffuse CLL pattern described by K.
Lennert."”*! These cases (n=9) did not exhibit other particular histological or

clinical features.
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Overall, 22 cases (28%) showed expanded and confluent PCs broader than a
20x field. The median number of mitosis per PC was 0.9 (range, 0 to 12
mitosis) and median Ki-67 proliferation index per PC was 10% (range, O to
75%). Median Ki-67 in the whole tissue section was 2% (range, 0 to 30%). In
addition, p53 positive immunostaining was observed in 5% of the samples.

The following histological features were analyzed for survival: presence of two
or more expanded and confluent PCs, mitotic index and Ki-67 expression inside
PCs and global Ki-67 expression. Patients with expanded and confluent PCs
broader than a 20x field (n=22) had a shorter survival than those with small or
absent PCs (Hazard ratio [HR] 2.72, 95% CI HR 1.47 — 5.04; p=0.001) (Figure
1A). Moreover, patients with a mitotic index >2.4 (n=14) had a shorter survival
than patients with <2.4 mitosis (HR 2.31, 95% ClI HR 1.1 — 4.5; p=0.016)
(Figure 1B). In addition, patients with Ki-67 expression inside PCs <40% lived
longer than patients with a Ki-67 >40% (n=6) (HR 3.36, 95%CI| 1.27-8.87;
p=0.014) (Figure 1C). Global Ki-67 expression analysis did not yield any
significant cut-off for survival. Among patients with expanded PCs, 65% had
either a mitotic rate >2.4 or Ki67 >40% within the PCs.

Patients with any of the histological parameters with adverse prognosis, namely
expanded PCs, mitosis count > 2.4 or Ki67 >40% per PC, were considered as
having an “accelerated” CLL (n=23). The remaining patients with no adverse
histological features were considered as having a “non-accelerated” CLL
(n=55). The main histological features of patients with “non-accelerated” CLL,
“accelerated” CLL, and DLBCL-t are summarized in Table 2. Representative
histological images are shown in Figure 2. Among other histological variables
studied, the global Ki-67 immunostaining was higher in DLBCL-t than in
“accelerated” CLL and “non-accelerated” CLL (mean+/- SD of Ki-67: 68%+/-14
vs. 12%+/-8.5 vs. 2%+/-2.4, respectively; p= 0.007). In addition, p53 was
positive by immunostaining in 67%, 18% and 2% of patients with DLBCL-t,
“accelerated” CLL and “non-accelerated” CLL, respectively (p<0.0007).
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Analysis of clonality

To ascertain whether tissue samples of “accelerated” CLL were clonally related
to the CLL neoplastic lymphocytes from peripheral blood, IGVH rearrangement
was analyzed in 8 patients. The same kind of analysis was also performed in 4
patients with DLBCL-t. All patients with “accelerated” CLL showed the same
clonal rearrangement in tissue and peripheral blood. In contrast, one out of four

DLBCL-t was clonally unrelated.

Clinico-biological features and outcome of “accelerated” CLL

The main characteristics of the patients at the time of tissue biopsy are listed in
Table 3. Patients with “accelerated” CLL presented similar characteristics
compared to the “non-accelerated” CLL cases regarding the presence of B
symptoms, performance status, bulky disease or clinical stage. However,
patients with “accelerated” CLL” had higher serum LDH levels and more
elevated ZAP-70 expression (p<0.017), than patients with “non-accelerated”
CLL.

On the other hand, patients with DLBCL-t displayed more frequently poor
performance status and B symptoms than “accelerated” and “non-accelerated”
CLL. It is of note that in 9 out of 22 cases (41%) with DLBCL-t, disease
transformation was diagnosed in an extranodal site in contrast to patients with
CLL (either “accelerated” or “non-accelerated”), in whom only one extranodal
case (breast mass) was observed (p<0.007). Serum LDH levels were found
progressively increased from “non-accelerated” CLL, “accelerated” CLL and
DLBCL-t (mean values+/- SD in IU/L: 455£194 vs. 543+198 vs. 820+538,
respectively, p=0.008). Among the three histological groups, no differences in
the distribution of poor risk cytogenetic alterations (17p and 11q deletions) were
observed.

Time from diagnosis to tissue biopsy was longer in DLBCL-t than in CLL (mean:
69 vs. 45 months, respectively, p=0.007). Whilst 9 out of the 23 “accelerated”
CLL cases were observed at diagnosis, only 2 out of the 22 DLBCL-t cases
were observed at that moment. Forty-five percent of patients with “accelerated”

CLL were diagnosed before starting treatment.
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In two patients with “accelerated” CLL new tissue biopsies were obtained
during follow-up. In one case the pattern of “accelerated” CLL remained stable
over time, whereas in the second one a transformation to DLBCL was
demonstrated after 5 years.

The presence of expanded or highly proliferative PCs did not influence the
treatment decision. Treatment for “accelerated” CLL cases varied over time.
Whereas 52% of patients received doxorubicin-containing regimens, 30% of
patients were treated with purine analogs alone or in combination. In contrast,
73% of patients diagnosed with DLBCL-t were treated with doxorubicin-
containing regimens. Intensification with stem cell transplantation was carried
out in 16 patients, including 6 patients with “non-accelerated” CLL, 6 patients
with “accelerated” CLL, and 4 patients with DLBCL-t.

After a median follow-up of 63 months (range, 5.5 to 162 months) from tissue
biopsy 64 of the 100 patients eventually died. The cause of death was related
to the disease in the 18 patients with DLBCL-t who died, in 17/19 “accelerated”
cases and in 26/29 of “non-accelerated” CLL. Median survival from the time of
tissue biopsy for DLBCL-t, “accelerated” CLL and “non-accelerated” CLL was
4.3, 34 and 76 months, respectively (p<0.007) (Figure 3). In addition, when
cases without suspicion of transformation at the moment of biopsy (n=27) were
excluded from the analysis, median survival was 4.3 months in DLBCL-t
(n=22), 34 months in “accelerated” CLL (n=21) and 49 months in “non-
accelerated” CLL (n=30) (p=0.032).

Other variables that correlated with poor survival at the time of biopsy were:
age (>60 yrs.), ECOG performance status (22), Binet's and Rai’s advanced
clinical stage, B symptoms, bulky disease, hemoglobin level (<110 g/L), platelet
count (<100x10%L), elevated LDH and beta-2-microglobulin serum levels, high
ZAP-70 expression and 17p deletion. The M.D. Anderson score for Richter’s
syndrome was also predictive for survival in the whole series and in the

DLBCL-t and “accelerated” histological subsets.

In a multivariate survival analysis, the histological subtype (“non accelerated”
vs. “accelerated” vs. DLBCL-t) (p=<0.001; RR 2.7 and 5 .5 for “accelerated”
and DLBCL-t vs. “non-accelerated”, respectively) together with age (p=<0.007;
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RR 1.05) and the M.D. Anderson score for Richter’'s syndrome (0-1 vs. 22;
p<0.001; RR 3.9) were the most important prognostic variables in the global
series (analysis performed in 94 patients in whom all the data were available).
When the same analysis was performed after excluding patients with DLBCL-t,
the histological subtype (“non accelerated” vs. “accelerated”) (p=0.007; RR 2.5)
along with age (p=0.002; RR 1.05) and M.D. Anderson score for Richter’'s
syndrome (p=0.007; RR 3.6) maintained its prognostic importance.

Discussion

Increasing data suggest that PCs have an important role in the biology of CLL
as they constitute its proliferative compartment.”” However, the complexity of
PCs microenvironment has not been completely elucidated.* In addition, the
clinical significance of the number and size of PCs, where proliferation of CLL

takes place, remains to be established. Historically, Lennert'®®'

recognized a
histological “tumor-forming” type of CLL characterized by an excessive
prolymphocyte proliferation, resulting in large lighter regions when examined
under the microscope. These “tumor-forming” type CLL cases were considered
to convey poor prognosis but no clinical studies were performed at that time.
Since then, other studies have attempted to correlate histological
characteristics of lymph nodes with prognosis but most of these reports are
flawed by a number of reasons, including lack of immunophenotypic

studies,®®*® limited number of subjects and short follow-up."*®°

In our series, PCs were found in 88% of the biopsies and their size and
proliferation activity were important predictors for survival from the time of
biopsy. Thus, patients with either PCs broader than 20x hpf or an increased
proliferation rate within PCs as assessed by a mitotic count >2.4 per PC and/or
Ki-67 index >40% per PC, have a particularly poor outcome.

From a clinical point of view, the features of “non-accelerated” and
“accelerated” CLL patients were comparable except for the observed higher
frequency of elevated LDH levels and ZAP-70 expression in “accelerated”
cases. While the latter were also clinically undistinguishable from DLBCL-t

cases, “accelerated” CLL was observed in around half of the cases early on the



DOI: 10.3324/haematol.2010.022277

clinical course of the disease, in untreated patients and mainly with nodal
involvement. On the contrary, DLBCL-t tended to occur later in the course of
the disease, usually in pretreated patients and frequently displaying extranodal
involvement. Moreover, survival curves for “accelerated” CLL and DLBCL-t
were different, although this difference did not reach statistical significance (34
months vs. 4 months, p=0.07).

A predominance of poor prognostic markers was found in our series compared
to standard CLL.*** This is not unexpected since the main reason to perform a
biopsy was the suspicion of histological transformation. An increasing number
of p53 positive cases were found comparing “non-accelerated” CLL to
“accelerated” CLL and to DLBCL-t. Although the high frequency of p53
alterations has been extensively recognized in DLBCL transformation,**>® the
relative small number of cases in the last two subsets precludes to reach any

definitive conclusion.

“Accelerated” CLL probably reflects a biological state of tumor CLL cells
characterized by a high proliferation resulting into an aggressive form of the
disease and, hence, with a poor prognosis.

Data obtained in the present work emphasize the importance of the lymph node
biopsy in CLL. As a general recommendation, all patients with suspicion of
clinical transformation and/or aggressive clinical behavior (refractoriness to
treatment, high cell turnover) should undergo tissue biopsy. Moreover, the
identification of accelerated CLL is easy in the clinical practice since it is based
in standard laboratory techniques and it should improve the clinical and
therapeutic management of patients with CLL. Ideally, these observations
should be confirmed by other groups. On the other hand, whether “accelerated”
CLL cases should be treated immediately with an intensive treatment, should
be addressed in prospective clinical trials.

In conclusion, in this study we present easy-to-apply histological criteria to
identify “accelerated” CLL and show that this form of disease is associated with
poor prognostic features and short survival. Further studies are needed to
clarify the molecular events behind this form of the disease, its boundaries with



DOI: 10.3324/haematol.2010.022277

disease transformation, and the more appropriate treatment approach for these
patients.
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Figure 1. Survival from the time of tissue biopsy of patients with non-
transformed CLL according to the characteristics of proliferation centers (PCs):
(A) presence of expanded PCs >20x (17 vs. 75 months, PCs >20x vs. PCs
<20x, respectively; p=0.0017); (B) > 2.4 mitosis per PC (34 vs. 75 months, >2.4
mitosis/PC vs. < 2.4 mitosis/PC, respectively; p=0.016); (C) >40% Ki-67
positivity per PC (11 vs. 68 months, >40%/PC vs. <40%/PC, respectively;
p=0.014).

Figure 2. (A-D-G-J): A representative case of lymph node involvement by CLL.
(A) At low magnification the tumor shows the typical biphasic growth pattern
with dark areas representing the small lymphocytic component and the clear
areas corresponding to small proliferation centers (PCs) (hematoxilyn-eosin
stain, Olympus DP70, X10). (D) The PCs are small (lesser than 20x) and
contain some large prolymphocytic cells. Scattered mitosis may also be seen
(hematoxilyn-eosin stain, Olympus DP70, X20). PCs are highlighted by
negative staining with p27 (G), and low Ki-67 labelling index (J). (B-E-H-K): A
representative CLL case with expanded proliferation centers (B, E) wider than
20X field. PCs are highlighted by negative stainig with p27 (H). The mitotic
count as well as the Ki-67 index (K) is high. (C-F-I-L): Representative sections
of DLBCL transformation of a CLL case. (C) Partial involvement of the lymph
node by a diffuse proliferation (bottom) of large immunoblastic cells (F). p27 is
negative in the tumor cells (I) that shows a very high proliferative rate (L).

Figure 3. Survival from biopsy according to the histological patterns: “non-
accelerated” CLL, “accelerated” CLL and DLBCL transformation (median
survival 76 months, 34 months and 4.3 months, respectively (p<0.007)).
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Table 1. Initial characteristics of 100 patients with CLL.

Parameters No.
Median age (range) 59 yrs (24-85)
Gender 58M/42 F
ECOG =2 6 (6%)

B symptoms 12 (12%)
Bulky disease 7 (7%)
Binet
A 54 (54%)
B 39 (39%)
C 7 (7%)
Rai
0 24 (24%)
I-1l 66 (66%)
n-v 10 (10%)
Increased serum LDH* 19 (22%)
Increased p2-microglobulin* 28 (38%)
ZAP-70 (220%)* 42 (67%)
CD38 (230%)* 45 (74%)
Cytogenetics*
13qg- 16 (43%)
11qg- 7 (19%)
17p- 11 (30%)
+12 18 (48%)

IGVH mutational status (UM> 98%)* 23 (85%)
First-line treatment (n=92)

Alkylators 38 (41%)
Purine analogs 34 (37%)
CHOP regimen 18 (20%)
Others 2 (2%)

M: Male; F: Female. * Available in 88, 74, 63, 61, 37 and 27
patients, respectively.
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Table 2. Histological characteristics of “non-accelerated”, “accelerated” CLL and DLBCL-t
cases.

Features “Non-Accelerated’ “Accelerated” DLBCL-t
CLL (n=55) CLL (n=23) (n=22)
Proliferation Centers (PCs)
Absent 9 (16%) 0
Small 46 (84%) 1(4%) NA
Expanded 0 22 (96%)
Mitoses/PCs*
Median (range) 0.4 (0-2.4) 2.5(1-12) NA
<24 46 (100%) 6 (27%)
>2.4 0 16 (73%)
Ki67/PCs (%)"
Median (range) 5 (0-30) 35 (3-75) NA
<40% 39 (100%) 16 (73%)
>40% 0 6 (27%)
Ki67 global (%)
Median (range) 1 (0-10) 13 (5-30) 70 (50-90)

DLBCL-t: Diffuse large B cell ymphoma transformation; NA: Not apply;*“evaluable in 69 cases;
T evaluable in 61 cases
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Table 3. Main features of patients at biopsy according to histological findings.

Characteristics “Non-Accelerated” CLL “Accelerated”CLL DLBCL-t
(n=55) (n=23) (n=22)
Median age (range) 61 yrs (34-85) 59 yrs (34-84) 63 yrs (39-83)
Gender 34M/21 F 11M/12 F 13M/9 F
ECOG =2 8 (17%) 4 (20%) 7 (41%)
B symptoms 11 (22%) 3 (16%) 8 (44%)
Bulky disease 12 (22%) 3 (14%) 5 (28%)
Binet
A 19 (39%) 7 (35%) 3 (18%)
B 19 (39%) 4 (20%) 6 (35%)
C 11 (22%) 9 (45%) 8 (47%)
Rai .
0 1(2%) - 2 (13%)
I 24 (49%) 6 (30%) 3(17%)
] 12 (25%) 5 (25%) 3(17%)
] 6 (12%) 4 (20%) 3(17%)
v 6 (12%) 5 (25%) 6 (36%)
Extranodal involvement 1(0.01) o' 9 (41%)
LDH (>450 UI/L) 19 (38%) 16 (73%)" 12 (71%)
B2-microglobulin (>2.3 mg/dl) 21 (48%) 11 (69%) 7 (70%)
IGVH mutational status (UM> 98%) 10 (77%) 7 (100%) 6 (86%)
ZAP-70 (220%) 19 (563%) 16 (89%)" 7 (78%)
Prior therapies
0 39 (74%) 10 (45%)" 5 (25%)
1 4 (7%) 5(23) 5 (25%)
>1 10 (19%) 7 (32%) 10 (50%)
Resistance to the last treatment 4 (29%) 6 (50%) 5 (33%)
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DLBCL-t: Diffuse large B cell lymphoma transformation. * corresponding to abdominal mass. | % over
previously treated patients. Significant p values for Accelerated vs. Non-Accelerated cases (1): increased
serum LDH (p=0.01), elevated ZAP-70 (p=0.014) and =1 lines of treatment (p=0.032). Significant p value for
Accelerated vs. DLBCL-t (1) cases: extranodal involvement (p=0.0006)
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Discussio

Els treballs que integren aquesta tesi han permés aprofundir en el
coneixement del fenomen de la transformacié histologica en dues de les
sindromes limfoproliferatives croniques més prevalents en la poblacio.
Aquest fenomen, ben conegut i estudiat historicament amb les eines
disponibles en cada época, ha despertat un renovat interés en la comunitat
meédica i cientifica, a la llum dels nous avencos tecnologics que han afavorit
un millor coneixement dels seus mecanismes biolodgics. Paral-lelament s’ha
constatat la necessitat d’analitzar novament des d’un punt de vista clinic el
fenomen de la transformacio histologica, tant per redimensionar-lo en base
a les noves classificacions histologiques com per ampliar les eines
cliniques i bioldgiques de les que es disposa a 'actualitat per identificar-lo i
delimitar-lo de forma més acurada. Els treballs que es presenten en
aquesta tesi s’han d’encabir en aquest context. D’una banda, es constatava
la mancanca de dades cliniques relatives a la incidéncia i als factors
predictius de la transformacio histologica en el LF avaluades en una série
amplia de pacients ben caracteritzats amb les eines diagnostiques actuals.
D’una altra banda, es feia pal-lesa la necessitat de reavaluar en la leucémia
limfatica cronica el significat de la proliferacio a nivell histologic donades les
implicacions cada cop més rellevants que té aquesta en la biologia de la
malaltia i en consequéncia, iniciar I'estudi dels limits entre les formes

histologiques de LLC “accelerada” i la transformacié histologica.

Aquests dos treballs retrospectius es fonamenten en la disponibilitat de
dues grans seéries de pacients amb LF i LLC provinents d'un unic centre. La
caracteritzacio d’aquestes sindromes limfoproliferatives aixi com el maneig
clinic, tant pel que fa als protocols diagnostics, de seguiment i tractament

han estat homogenis. En aquests estudis ha estat fonamental la
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identificacid i revisid histologica dels casos i I'is d’eines d’estadistica per a

conformar els resultats.

Un dels factors que resulta més limitant i que afecta a tots aquests tipus
d’estudis és que les dades es basen en la subpoblacié de pacients en la
que s’ha pogut obtenir una biopsia tissular al llarg del seu seguiment clinic.
Diferents aspectes hi influeixen de forma determinant. Els criteris emprats
per a indicar una biopsia tissular, el tipus i durada del seguiment dels
pacients i les limitacions propies del pacient per edat, afectacié de I'estat
general, localitzacié de l'afectacié o refus al procediment. Per tant, les
conclusions que es deriven d’aquests estudis sempre estan condicionades

per aquestes limitacions.

En el primer treball que centra I'estudi en el fenomen de la transformacio
histologica en el LF varem estimar una incidencia del 15% i del 22% als 10
i 15 anys, respectivament, en 276 pacients diagnosticats de LF. Aquestes
dades concorden amb les descrites a la literatura en diferents séries, tot i
que son inferiors a les observades en dues series més actuals aparegudes
posteriorment a la publicacié d’aquest primer treball. La primera d’aquestes
observa en una série de 325 pacients amb LF un risc de transformacié
histologica del 28% i 37%, als 10 i 15 anys del diagndstic, respectivament i
del 15% en cada nova progressio clinica del LF.%? La segona observa una
incidencia anual de transformacié del 3% en 600 pacients amb LF, amb
una incidéncia acumulada del 30% als 10 anys de seguiment.”® Aquestes
diferéncies en relacié al nostre estudi s’explicarien en el primer cas, perque
la proporcié de pacients rebiopsiats en les diferents recidives del LF fou
superior en I'estudi britanic (un 70% global) front al nostre estudi (un 50%
global). En aquest sentit, estudis més antics han demostrat que la

proporcié de casos transformats augmenta en cada nova progressio o
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recaiguda que es biopsia®® i de fet, les incidéncies més altes de
79,81,84

transformacio histologica provenen d’estudis autopsics.
En el segon cas, cal tenir en compte que I'estudi canadenc inclogué dins
els casos transformats, pacients amb sospita clinica de transformacié pero
sense evidéncia citologica o histoldgica de la mateixa (36% dels casos), tot
demostrant que la supervivencia d’aquests casos era superponible a la
dels que es disposava de bidpsia confirmatoria. Per contra, en el nostre
estudi s’havien seguit criteris histologics estrictes per establir el diagnostic
de transformacié que inclogueren la revisié de la histologia en tots els
casos transformats, tant al diagnostic com en el moment de la
transformacio6. De forma, que el nostre estudi no inclogué cap dels pacients
on es va sospitar clinicament una possible transformacié perd en els que
no es disposava de material citologic o histologic per confirmar-la. Com a
consequéncia d’aquest criteri de selecciod i de la proporcié menor de casos
on es disposava de rebiopsia en la progressio, cal considerar que la
incidéncia que varem observar en el nostre estudi probablement estava

infraestimada.

Aquestes discrepancies posen de manifest novament la dificultat inherent a
la necessitat d’obtenir una confirmacié histoldgica per al diagnodstic de la
transformacié. No obstant, cal tenir en compte que aquest pas és
indispensable per tal de realitzar un diagnostic acurat i per tant, dissenyar
la millor estratégia terapéutica possible per al pacient. Tenint en compte a
més, la relativa frequéncia d’aquesta situacié clinica és del tot justificat
recomanar I'obtencié rutinaria de bidpsies tissulars en cada nova
progressio clinica dels pacients amb LF.

Els factors de risc per a la transformacio histologica s’havien analitzat
principalment en un estudi previ”’ on s’identificaven la preséncia

d’hipoalbuminémia, I'elevacié de la beta-2-microglobulina seérica i la no
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obtencié d’'una remissié completa (RC) com parametres predisposants per
la transformaci6. Aquest mateix estudi perd, no troba valor prondstic en
I'elevacio de la LDH sérica o el subtipus histologic al diagnodstic del LF. En
la nostra série de pacients, les variables al diagnostic del LF que es van
associar a transformacio histologica van ser el grau 3 histologic, >4
territoris nodals afectats, LDH i beta-2-microglobulina seériques elevades,
FLIPI i IPI d’alt risc. Probablement les discrepancies entre aquests dos
treballs s’explicarien pel baix percentatge de pacients amb un grau
histologic 3 (5%) i pel baix nombre de pacients amb disponibilitat de LDH
(67%) en la série de Bastion.”” A més, en un estudi posterior®* també es va
identificar una tendéncia a la significacio estadistica tant per la elevacié de

la LDH sérica com per al grau histologic 3.

Cal assenyalar que per una altra banda, el FLIPI junt al grau 3 histologic
foren les variables que mantingueren el seu significat pronodstic en I'analisi
multivariada realitzada en el nostre estudi. Es més, un cop exclosos de
lanalisi els pacients amb grau 3 histologic, unicament el FLIPI
correlacionava amb el risc de transformacié histologica. La importancia del
FLIPI com a factor de risc en la transformacié histoldgica s’ha confirmat
posteriorment en la série de Montoto.* Aquest darrer estudi junt amb
I'estudi de Al-Tourah™ identificaven a més I'estadi clinic avangat com un
factor de risc per a la transformacié. Malauradament, en aquest darrer
treball que és el més important en nombre de pacients no es disposava de

les dades corresponents al FLIPI per poder ser inclds en I'analisi.

El conjunt de resultats d’aquests estudis, incloent els que es deriven
d’aquest primer treball de tesi doctoral, apunten a la carrega tumoral en el
moment del diagnostic del LF com el principal factor de risc clinic per a la
transformacié. En el moment actual, tot i els importants avencos en el

coneixement de la biologia de la transformacio queda pendent d’identificar i
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establir factors de risc bioldgics que puguin ser d'utilitat practica en el
maneig dels pacients.

En el moment de la transformacio histologica s’observa des d’'un punt de
vista clinic una important proporcié de pacients amb afectacié de I'estat
general (44%), FLIPI i IPI d’alt risc (41 i 48%, respectivament) i preséncia
d'una LDH (81%) o beta-2-microglobulina elevades (46%). La
transformacioé s’observa de forma preco¢ en el temps, als 3,5 anys de
mitjana des del diagnostic del LF. Tanmateix, a l'igual que en altres
estudis’® no varem observar la existéncia de plateau per a aquest fenomen,
tot observant I'aparicié de transformacié histoldgica en alguns casos més
enlla dels 10 anys i fins als 20 anys des del diagnostic del LF. En alguns

estudis’"

s’ha suggerit que el fenomen de la transformacié seria
excepcional més enlla dels 15 anys. Aquesta hipotesi es fonamentaria en
I'existéncia d’algunes dades bioldgiques que reconeixerien dos subtipus de
LF amb una diferent predisposicié a la transformacié histologica.””® En tot

cas, aquesta no és I'experiéncia del nostre grup.

Les caracteristiques cliniques dels pacients en el moment de la
transformacié eren en la majoria dels casos desfavorables. Fins un 44%
presentaven un estat general afectat (22), un 33% presentaven
simptomatologia B, un 22% massa bulky, un 68% un estadi clinic avangat
(I-1V) i un 81% elevacié de la LDH sérica. A més un 48% dels pacients
presentaven un IPI de risc intermig-alt o alt i fins un 76% dels casos un

FLIPI de risc intermig o alt.

El 80% dels pacients transformats van poder rebre un tractament de rescat
quimioterapic intensiu (régims tipus CHOP, VIA i MINE/ESHAP), que
inclogué trasplantament autoleg de progenitors hemopoétics en un 25%
dels casos. Tot i esser assolida la remissid completa en un 52% dels

pacients tractats, la mitjana de supervivéncia després de la transformacio
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va ser de tan sols 1,2 anys. En aquest sentit cal assenyalar que 13 del 16
pacients en resposta després del tractament de rescat van presentar
recidiva o progressio en la nostra série. En els casos en que es va poder
obtenir una nova bidpsia aquesta fou compatible amb un LDCG o amb un
LF. Recentment s’ha demostrat que els pacients amb LF que presenten
una transformacio histologica presenten tant una supervivéncia global com
una supervivéncia des de la progressio significativament més escurgades
respecte als pacients amb LF on no es demostra transformacio

histologica.®?

Els factors que van associar-se en el moment de la transformaci6 a una
millor supervivéncia foren la preséncia d’un estat general conservat (<1),
un estadi clinic localitzat (I-I1), i un IPI de risc baix o intermedi-baix (<3). Els
pacients que van assolir una remissié completa amb el tractament de
rescat van presentar una probabilitat de supervivéncia del 43% als 5 anys
de la transformacié front la resta de pacients que presentaren una
probabilitat de supervivéncia del 0%. No varem observar diferéncies en la
supervivéencia entre els pacients que havien rebut un trasplantament
autoleg dins el tractament de rescat i aquells que no I'havien rebut. No
obstant, cal assenyalar que aquest procediment es va a dur a terme en un
nombre molt limitat de pacients i per tant es fa dificil extreure conclusions al

respecte.

Sis pacients transformats van presentar supervivéncies prolongades
després de la transformacio (> 5 anys). Aquests casos havien assolit una
remissi6 completa amb el tractament de rescat que inclogué un
trasplantament autdleg en un Unic cas. Aquestes dades assenyalen que tot
i que el fenomen de la transformacio histoldgica té en general un impacte
pronostic molt desfavorable pels pacients, continua existint un petit subgrup

de pacients que poden beneficiar-se de supervivéncies molt prolongades.
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L'obtencié d'una remissid6 completa amb el tractament de rescat es fa
imprescindible per tal de poder aconseguir una supervivéncia meés
prolongada en els pacients transformats.?® El disseny de noves estratégies
de tractament en els pacients transformats, que inclourien I'avaluacié de
nous farmacs en assajos clinics, es fa cada cop més necessaria per tal de

millorar uns resultats que no s’han vist modificats en décades.

El segon treball d’aquesta tesi doctoral va tenir com a objectiu avaluar la
correlacié de la proliferacio a nivell tissular amb la supervivéncia dels
pacients amb LLC. Amb aquesta analisi es pretenia definir les
caracteristiques histopatologiques i cliniques de la LLC “accelerada”, que
és un concepte que tot i haver estat suggerit en alguns estudis previs, no
s’havia definit d’'una forma sistematica. En base a aquests objectius es va
realitzar un estudi retrospectiu en una série de 614 pacients amb LLC
diagnosticats i tractats en un Unic centre. El criteri de selecci6 final dels
pacients per a I'estudi va ser la disponibilitat d’'una bidpsia tissular (diferent
a la de moll d'os) que fos compatible amb una LLC o amb una LLC

transformada a un LDCG (n= 100 pacients).

El primer aspecte a discutir en aquest estudi és que en general en la LLC
les biopsies tissulars no es requereixen per tal d’establir el diagnostic de la
malaltia. Ara bé, d’acord amb les recomanacions del IWCLL***'" aquesta
indicacid6 és especialment necessaria front una sospita clinica de
transformacio a un limfoma agressiu. D’aquest fet es desprén, que el motiu
principal per indicar una biopsia tissular en un pacient amb LLC sigui
descartar la transformacié histologica, i per tant, els pacients amb LLC en
els que es centra el nostre estudi representaven una poblaci6 molt
seleccionada, amb caracteristiques clinico-bioldogiques diferents a una

poblacié general de pacients amb LLC.
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En els darrers anys s’estan acumulant evidéncies sobre la importancia que
poden tenir els centres de proliferacié (CP) en la biologia de la leucémia
limfatica cronica.**"® No obstant, la significacié clinica de les diferents
caracteristiques histoldgiques dels centres de proliferacio, els quals
constitueixen el compartiment proliferant de la LLC, encara no ha estat
establert. Des d’un punt de vista historic, Lennert®® reconegué un subtipus
histologic de LLC, “tumor-forming”, caracteritzat per un excés de
proliferaci6 que es traduia a I'examen microscopic en I'observacio
d’extenses arees més pallides a la tinci6 d’hematoxilina-eosina. Aquest
autor hipotetitza que aquests casos probablement presentaven una curs
clinic més desfavorable comparat als casos amb una histologia difusa o
amb petits pseudofol-licles. No obstant, aquesta hipotesi no va ser
ulteriorment avaluada en cap estudi clinic. Posteriorment un nombre limitat
d’estudis van provar de correlacionar les caracteristiques histoldgiques del
gangli limfatic amb un diferent pronostic dels pacients. Malauradament, tots
aquests estudis presenten unes importants limitacions que fan que no hagi
estat possible establir unes conclusions definitives al respecte. En aquest
sentit, els estudis més antics no utilitzaven criteris fenotipics per tal
d’identificar els casos com LLC, i de fet I'analisi dels criteris emprats en
aquests estudis fa pensar que en molts casos s’inclogueren altres malalties
diferents a la LLC.%*®®° Per contra, els estudis més recents que si inclouen
criteris immunofenotipics, estan limitats pel nombre de pacients o pel
seguiment clinic, la qual cosa fa també que sigui impossible establir
conclusions fermes sobre la significacid pronostica de la histologia del
gangli limfatic.5%6"""

En aquest context varem decidir avaluar la proliferacié a nivell de les
bidpsies tissulars de LLC mitjancant I'analisi de la preséncia i mida dels

CP, i la quantificacio de la proliferacié mitjangant el nombre de mitosis i la
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tincié de Ki-67. Els casos que mostraven una transformacié histologica a

un LDCG van ser revisats i analitzats de forma separada.

Es van identificar centres de proliferacié en el 88% de les bidpsies de LLC
analitzades. A banda de la seva identificacié habitual amb la tincié
d’hematoxilina-eosina es va utilitzar el seu marcatge negatiu per a p27 per

a millorar tant la seva identificacié com la seva delineacio.

Tant la mida dels centres de proliferacié com [l'activitat proliferant dins
d’'aquests centres es van correlacionar de forma significativa amb la
supervivencia dels pacients des del moment de la bidpsia. En aquest sentit,
els pacients que presentaven CP expandits (dos o més centres de mida
superior a 20x hpf) o un increment de la proliferacié dins els CP, amb un
nombre de mitosis > 2,4/CP i/o un Ki-67 > 40%, tenien un prondstic
desfavorable i es va considerar que presentaven una LLC “accelerada”. La
supervivencia des de la biopsia del pacients amb LLC “accelerada” fou més
curta que aquells que no presentaven cap caracteristica histologica de mal
pronostic (LLC “no accelerada”), 34 mesos vs. 75.5 mesos, respectivament;
p =0.008.

Les caracteristiques clinico-bioldgiques en el moment de la bidpsia per als
pacients amb LLC “no accelerada”, LLC “accelerada” i els casos amb LLC
transformada a LDCG van ser globalment molt similars. Cal destacar pero,
que els casos amb LLC “accelerada” van presentar de forma
estadisticament significativa una més frequient elevacié de la LDH sérica i
expressio elevada de ZAP-70 respecte els casos amb LLC “no accelerada”.
Des d’'un punt de vista clinic, els casos amb LLC “accelerada” van ser
clinicament indistingibles dels casos on es va demostrar una transformacio
histologica a LDCG. Tanmateix, cal assenyalar que les LLC “accelerades”
es van observar fins en la meitat dels casos de forma precog¢ en el curs

evolutiu de la malatia, en pacients que no havien rebut tractament i amb
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una afectacié exclusivament nodal. Per contra, molts dels casos amb
transformacio a LDCG es van observar més tardanament en el curs clinic
dels pacients, motiu pel qual molts d’aquests havien rebut tractament i
freqlientment existia una afectacid extranodal en el moment de la
transformaci6. La mitjana de supervivéncia des del moment de la bidpsia
dels casos amb LLC “accelerada” i dels casos transformats a LDCG tot i
ser diferent, no va ser estadisticament significativa en el nostre estudi (34

mesos vs. 4 mesos, respectivament, p=0,07).

L’estudi immunohistoquimic d’aquesta série de pacients també va permetre
observar que la positivitat per a p53 era creixent al comparar LLC “no
accelerades”, LLC “accelerades” i casos transformats a LDCG. El paper de
les alteracions de p53 en la transformacié a un LDCG és quelcom ben
conegut, ara bé el nombre limitat de casos d’aquesta série no permet
establir altres conclusions referents als casos transformats i als casos amb

LLC “accelerada”.

Els casos amb LLC “accelerada” probablement estan reflectint un estat
bioldgic de la célul-la tumoral caracteritzat per una major proliferacio, que
condiciona un augment de I'agressivitat clinica i per tant un mal pronostic

del pacient.

Les dades obtingudes en el nostre estudi posen de relleu la importancia
que té l'obtencié d'una biopsia tissular en la LLC. En general, caldria
recomanar obtenir una biopsia tissular davant la sospita clinica de
transformacio i/o una clinica agressiva (refractarietat a tractament, alta
proliferacié tumoral). En definitiva, aquest estudi ha permés definir uns
criteris histologics de facil aplicacié que permeten identificar la LLC
“accelerada”, una forma de LLC associada a factors de mal prondstic i a

una curta supervivencia. Queden per desvetllar a partir d'ara els
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mecanismes moleculars que es troben implicats en aquesta forma de
malaltia, els seus limits amb la transformaci6 histologica i el tractament
més adient per a aquests pacients. A més a més, aquest estudi també és
demostratiu de la importancia que pot tenir realitzar bidpsies en els

pacients amb LLC per millorar el coneixement de la malaltia.
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Conclusions

1. La transformacié histologica és un fenomen que s’observa amb
frequéencia en els pacients amb LF, 20% als deu anys del diagnostic
en termes actuarials, i que molt probablement se subestima per les

dificultats en obtenir una confirmacié histologica.

2. La preséncia d'un grau 3 histologic i d’'un FLIPI de mal prondstic en el
moment del diagnostic del LF s’associen amb un major risc d’aparicio

d’una transformacio histologica.

3. La transformacié histologica comporta un pronostic desfavorable per
al pacient, amb una supervivencia des del moment de la

transformacié d’'un any aproximadament

4. Els pacients que aconsegueixen assolir una remissié completa amb

els tractaments de rescat tenen supervivencies més perllongades

5. La LLC “accelerada” pot definir-se des d’un punt de vista histologic
per la presencia de centres de proliferacié expandits (majors a un
camp de 20x hpf) o bé per un increment de la proliferacié dins dels

centres, amb un nombre de mitosis > 2,4/CP i/o un Ki-67 > 40%.

6. La LLC “accelerada” és una forma histologica que condiciona un
pronostic desfavorable, tot i que el seu impacte en termes de
supervivéncia és menys negatiu que el que té una transformacio

histoldgica a un LDCG.
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Els pacients amb LLC “accelerada” presenten amb més freqliiéncia
una elevacio de la xifra de LDH sérica i també una expressio elevada
de ZAP-70.

En base a aquestes observacions cal resaltar la importancia d’obtenir
bidpsies ganglionars en els pacients amb LLC, sobretot en aquells

amb sospita clinica de transformacié histologica.
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