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I_ INTRODUCCION — LINFOMA DIFUSO DE CELULAS GRANDES

Definicidn

De acuerdo a la clasificacion de tumores linfoides y hematopoyéticos de la WHO 2008, el
linfoma difuso de células grandes (LDCG) se define como una neoplasia de linfocitos B de gran
tamafio con tamano nuclear igual o superior al del nicleo de un macréfago o mas de dos veces
el tamafio de un linfocito normal, con un patrén de crecimiento difuso.

Estudios morfoldgicos, bioldgicos y clinicos han subdividido el LDCG en variantes morfoldgicas,

moleculares e inmunofenotipicas, con subtipos y entidades bien definidas (Tabla 1).

Epidemiologia
El LDCG NOS constituye el 25-30% de los LDCG en adultos. Es mas frecuente en ancianos. La
edad media de presentacion es en la séptima década, aunque también aparece en nifos y

adultos jovenes. Es discretamente mas frecuente en varones que mujeres (Armitage, 1998).

Etiologia

La etiologia del LDCG NOS sigue siendo desconocida. Generalmente aparece de novo
(primario), pero también puede aparecer como una progresidén o transformacién (secundario)
de un linfoma menos agresivo, como la leucemia linfatica crénica, el linfoma folicular, el
linfoma de zona marginal o el linfoma de Hodgkin de predominio nodular linfocitico. Las
inmunodeficiencias primarias son un factor de riesgo significativo para el LDCG. Los LDCG NOS
que aparecen en el contexto de inmunodeficiencias son mas frecuentemente Epstein-Barr
(EBV) positivos que los LDCG NOS esporadicos. En LDCG sin inmunodeficiencia, la tasa de

infeccién por EBV es aproximadamente del 10%. (Hummel, 1995), (Park, 1999)

Areas de afectacion

Los pacientes pueden presentarse con afectacion nodal o extranodal; en un 40% de los
pacientes existe inicialmente afectacion extranodal exclusiva (Harris, 1994). La localizacion
extranodal mas frecuente es el tracto gastrointestinal (estdmago y region ileocecal). Otras
localizaciones comunes de presentacion extranodal incluyen hueso, testiculo, bazo, anillo de
Waldeyer, glandulas salivales, tiroides, higado, rifién y glandula suprarrenal. Existe afectacion
de médula 6sea en un 11-27% de los casos (Campbell, 2006) (Chung, 2007). La deteccidon de
enfermedad minima diseminada en médula ésea puede incrementarse mediante tinciones

inmunohistoquimicas o PCR. (Talaulikar, 2007). El examen morfolégico de sangre periférica
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demuestra la presencia de células malignas en sangre periférica en un 29% de los pacientes

con afectacidon de médula ésea. (Arber 2005)

Caracteristicas clinicas

Los pacientes generalmente presentan masas tumorales de crecimiento rapido en una
localizacién Unica o multiple. Aproximadamente la mitad de los pacientes presentan
enfermedad en estadio | o Il. La mayoria de los pacientes en el momento del diagndstico

presentan sintomatologia relacionada con la localizacién del tumor. (Armitage 1998)

Morfologia

En la mayoria de los casos, las adenopatias demuestran una proliferacidon difusa de células
linfoides grandes con borramiento parcial o total de la arquitectura ganglionar normal. El
tejido perinodal con frecuencia estd infiltrado.

Histolégicamente el LDCG NOS es diverso y se subdivide en variantes morfoldgicas frecuentes
y menos comunes. Casos con células de tamafio medio pueden requerir técnicas especiales
para excluir leucemias extramedulares, linfoma de Burkitt y formas blasticas de linfomas del

manto.

Variantes morfolégicas comunes

Existen tres variantes morfoldgicas comunes y otras variantes menores. Todas estas variantes
pueden contener un niumero elevado de linfocitos T y/o de histiocitos.

Variante centroblastica:

Es la variante mas comun. Los centroblastos son células linfoides de tamafio medio con
nucleos redondos, vesiculares, que contienen cromatina fina con dos a cuatro nucleolos unidos
a la membrana nuclear. El citoplasma generalmente es escaso; pueden contener un nimero
variable de inmunoblastos.

Variante inmunobl3astica:

Mds del 90% de las células son inmunoblastos con un nucléolo Unico central y un citoplasma
mas amplio, generalmente basofilico.

Variante anaplasica:

Esta variante se caracteriza por células grandes redondas, ovales o poligonales con nucleos
bizarros poligonales, y es biolégicamente y clinicamente independiente del linfoma anaplasico

de células grandes asi como del LDCG-ALK (+).



Inmunofenotipo:

Las células neoplasicas expresan marcadores pan-B como CD19, CD20, CD22 y CD79a. En el 50-
75% de los casos existe expresion de IgM, 1gG o IgA en la superficie celular o en el citoplasma.
(Loddenkemper 2004) La presencia de inmunoglobulinas citoplasmaticas no se asocia a la
expresion de marcadores de célula plasmatica tal como CD38 o CD138. CD 30 se expresa en la
variante anapldsica. (Piris 1990) Las células neoplasicas expresan CD 5 en el 10% de los casos.
(Tagawa 2005) Estos casos de LDCG CD5 (+) generalmente son de novo y solo raramente se
originan de una leucemia linfatica crénica. Los LDCG CD5 (+) se diferencian de la variante
blastoide del linfoma del manto por la ausencia de expresién de ciclina D1. (Matolcsy, 1995)
(Yamaguchi, 2002)

El indice proliferativo detectado por KI67 es alto, generalmente superior al 40%, y en algunos
casos superior al 90%. (Miller 1994)

La incidencia reportada de expresion de CD10, BCL6 e IRF4/MUM1 varia. Varios grupos han
propuesto una subdivision inmunofenotipica de la célula de origen (linfocito del centro
germinal (GCB) versus linfocito B activado (ABC)) basada en estos marcadores, que sin
embargo no se correlaciona de forma adecuada con los resultados de subgrupos basados en

estudios de expresion génica. (Rosenwald 2002) (Lenz, 2008) (Gutierrez-Garcia, 2011)

Estudios de expresion génica:

Estudios de expresion génica (Alizadeh 2000) (Rosenwald 2002) han identificado dos
subgrupos de expresidon génica con valor prondstico; uno, denominado “germinal center B-
like” con un perfil de expresidén génica similar a los linfocitos B del centro germinal (45-50% de
los casos), asociado a un prondstico mas favorable, y otro denominado “activated B-cell like”
con un patrén de expresién génica similar a los linfocitos B periféricos activados, con peor
respuesta a la quimioterapia tipo CHOP. Varios algoritmos inmunohistoquimicos han intentado
reproducir la clasificacion molecular obtenida en los estudios de expresidn génica.
Desafortunadamente estos algoritmos siguen siendo una sustitucion imperfecta de los arrays
de expresion génica (Gutierrez-Garcia, 2012) y no deben ser usados para guiar decisiones
terapéuticas fuera de ensayos clinicos. La clasificacion segln célula de origen ha permitido
conocer vias patogénicas activadas en los diferentes subtipos que pueden abrir vias para
terapias bioldgicas dirigidas. Adicionalmente a la distincion molecular de acuerdo a la célula de
origen, los estudios de expresion génica han identificado “signaturas” moleculares
relacionadas con el microambiente, que integradas en un modelo estadistico, han demostrado
tener valor prondstico (Lenz 2008). La “signatura” estromal tipo 1 incluye a genes relacionados

con deposicion de matriz extracelular asi como infiltracion tumoral por macréfagos. La
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“signatura” estromal tipo 2 se asocia a genes relacionados con angiogénesis y adipogénesis y
tiene un prondstico desfavorable. Las “signaturas” estromales se hallan presentes de forma
variable tanto en los tipos GCB como ABC; la identificacién de “signaturas” moleculares
correlacionadas con células no malignas del linfoma ofrece la posibilidad de selectivamente

tratar desde este nuevo prisma aspectos del microambiente.

Patogénesis molecular:

En el centro germinal los linfocitos B se someten a diferentes procesos genéticos para generar
anticuerpos de alta afinidad. Los linfocitos B naive tras la estimulacién antigénica dependiente
de linfocitos T migran a los centros germinales para diferenciarse a centroblastos. En la zona
oscura del centro germinal, que estd compuesta principalmente por centroblastos con un alto
indice proliferativo, las células sufren hipermutacion somatica de la region variable (IgV) de los
genes de las cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas, lo cual resulta en la
produccién de anticuerpos con gran afinidad por los antigenos. La hipermutacién somatica se
produce a través de cortes en las cadenas del DNA; requiere de la intervencion de la
activation-induced cytidine deaminase (AID) que inicia el proceso convirtiendo deoxicitidinas a
uracilos, sobre los cuales posteriormente actian enzimas reparadores del DNA, conduciendo a
reparaciones propensas a errores. La formacion y el mantenimiento del centro germinal son
dependientes de BCL-6, un represor transcripcional que se expresa de forma elevada en
centroblastos, donde permite que las células B sean sometidas a hipermutaciéon somatica sin
inducir una respuesta indeseada de dafio del DNA (DNA-damage response). Adicionalmente,
BCL-6 inhibe la expresion de diversos factores de transcripcion esenciales para la
diferenciacidon a célula plasmatica. (Ci 2009)

En la zona clara del centro germinal, mediante la interaccidon con linfocitos T y células
foliculares dendriticas, los centroblastos, que son reexpuestos al antigeno para permitir la
seleccidn de las células B que producen anticuerpos de gran afinidad para el antigeno, se
diferencian a centrocitos. Las células con receptores de inmunoglobulinas de baja afinidad son
eliminadas por apoptosis. (Klein 2008) Los centrocitos sufren recombinacion de cambio de
clase (class switch recombination), una recombinacién intracromosdmica que confiere cambio
de clase de las inmunoglobulinas de IgD e IgM a IgG, IgA o IgE. Otro proceso critico que se
inicia en la zona clara del centro germinal es la diferenciacion de las células B con receptores Ig
de alta afinidad a células plasmaticas efectoras o a células B de memoria. La down-regulacion
de BCL-6 es esencial para permitir la diferenciacién B terminal, que se produce a través de

activacion de CD40 y estimulacion de BCR. La activacién de CD40 a través de CD40 ligando,
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expresado en linfocitos T CD-4(+) conduce a la activacion de IRF4 y silenciacion transcripcional
de BCL-6. (Saito 2007) La activacion de BCR produce fosforilacién de BCL-6 mediada por
quinasas activadas por mitogenos (MAPK), seguido de su ubiquitinacion y degradacion
proteasomal. (Niu 1998) La down-regulacién de BCL-6 restaura la respuesta a dafio del DNA,
frena la proliferacion y permite la expresién de PRDM1/BLIMP1, un factor de transcripcion

necesario para la diferenciacion a célula plasmatica. (Tunyaplin 2004)

La biologia del LDCG refleja la existencia de diversos subgrupos derivados de los diferentes
estados de diferenciaciéon de las células B neoplasicas, conocidos como subtipos GCB, ABC y
linfoma primario mediastinico. Estos subtipos se asocian con alteraciones genéticas
caracteristicas, indicativas de vias patogénicas diferenciales. Las translocaciones
cromosomicas que afectan a BCL2 y a MYC asi como mutaciones de la metiltransferasa EZH2
son casi exclusivas del subtipo GCB, mientas que el subtipo ABC se asocia con alteraciones
estructurales como inactivacién de PRDM1, que alteran la diferenciacion B terminal y con
mutaciones que resultan en la activacién constitutiva del complejo transcripcional NFkB,
siendo las mutaciones mas frecuentes las que afectan a TNFAIP3, CARD11, CD79B y MYDS88.
(Morin 2010; Savage 2009; Pasqualucci 2006; Compagno 2009) Las translocaciones
cromosOmicas que involucran CIITA asi como amplificaciones/reordenamientos de los genes
que codifican para CD274/PDL1 y CD273/PDL2 ligando son hallazgos recurrentes en linfoma
primario mediastinico. (Green 2010; Rui 2010; Steidl 2011) Mediante la combinacién de next
generation sequencing y analisis de niumero de copias se ha evidenciado que el genoma
codificante del LDCG contiene una media de mas de 30 alteraciones genéticas clonales por
caso. (Pasqualucci 2011) Este analisis también ha revelado que otra caracteristica del genoma
del LDCG es la presencia de multiples lesiones que afectan a los genes que modifican el
complejo histona/cromatina; tanto mutaciones somaticas en genes implicados en la regulacion
de la metilacién de las histonas como EZH2 y MLL2, asi como inactivacion recurrente de las
histona acetiltransferasas CREBBP y EP300 (Schneider 2011) y de MEF2B, que interactlia con
CREBBP y EP300. (Morin 2011; Lohr 2012) Otro tipo de lesiones caracteristicas recurrentes son
las mutaciones en genes implicados en el reconocimiento inmune por los linfocitos T,
presentando mutaciones inactivadoras y deleciones en el gen de la B2-microglobulina (B2M).
B2M codifica para un polipéptido que se expresa en asociacidon con el complejo mayor de
histocompatibilidad tipo | en la superficie de la mayoria de las células nucleadas. Estas
mutaciones predicen pérdida de expresién de B2M que es necesaria para la expresion de

moléculas HLA tipo | y reconocimiento por linfocitos T citotdxicos. Estas mutaciones permiten



el escape de las células tumorales de los mecanismos de defensa inmunolégica en el
microambiente tumoral.

Otras mutaciones funcionalmente relevantes pero infrecuentes son las que afectan a KRAS,
BRAF y NOTCH1. (Lohr 2012)

Las alteraciones genéticas encontradas en los linfomas no Hodgkin y en el LDCG en particular,
incluyen translocaciones cromosdmicas, mutaciones causadas por hipermutacién somatica
aberrante, mutaciones somdticas espordadicas y alteraciones en el nimero de copias, tal como

deleciones y amplificaciones.

Mecanismos de alteraciones genéticas en LDCG

Las translocaciones cromosémicas en LNH suelen ser recombinaciones reciprocas y
balanceadas que frecuentemente afectan al locus de las inmunoglobulinas, causando

expresion disregulada del gen diana.

El término hipermutacidon somatica aberrante, que afecta a un 50% de los casos de LDCG,
hace referencia a lesiones genéticas resultantes de la actividad fisiolégica aberrante de la
magquinaria de hipermutacion somatica, especificamente al patrén de cambios de nucledtidos,
al requerimiento de transcripcion y a la distribucién a 2kb downstream del locus de inicio

transcripcional. (Pasqualucci 2001)

Lesiones genéticas asociadas a LDCG tipo GCB

El patréon de expresidn génica de los LDCG tipo GCB es similar al de las células B normales del
centro germinal. (Alizadeh, 2000) Estos tumores retienen también caracteristicas tipicas de las
células del centro germinal tales como la hipermutacion somatica y la class switch
recombination. (Lossos, 2000) En un 35% de los casos la translocaciéon t(14;18) conduce a la
expresion ectdpica de BCL-2, que posee una funcidén anti-apoptdtica. Las translocaciones de
BCL-2 disregulan BCL-2 yuxtaponiendo elementos reguladores del locus Ig en proximidad con
el locus de BCL-2, e interfiriendo también con la inhibicién por BCL-6. (Saito, 2009) Un 40% de
los casos de LDCG sin la t(14;18) coexpresan BCL-2 y BCL-6 como resultado de la disregulacion
de Mizl, la molécula a través de la cual BCL-6 se una al promotor de BCL-2, por hipermutacion
somatica de las secuencias promotoras de BCL-2 o por mutaciones en la secuencia codificante
de BCL-2. Niveles incrementados de expresion de BCL-2 se asocian a un peor prondstico.

(Kramer 1998)
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En un 15% de los LDCG, el gen MYC, que codifica para un factor de transcripcién asociado con
linfoma de Burkitt, se encuentra disregulado debido a translocaciones cromosdmicas, siendo la
mas frecuente la t(8;14), que deja la secuencia codificante de MYC bajo el control
transcripcional del promotor del gen IgH. (Ladanyi, 1991) Un 12% de los LDCG tipo GCB
presentan amplificaciones de la region MIGH1 que contiene el cluster de microRNA (miR) 17-
92 en el cromosoma 13q. (He, 2005) Este microRNA actia como un potencial oncogen vy
acelera la linfomagénesis inducida por MYC incrementando la supervivencia y proliferacién a
través de la inhibicion de PTEN y de la proteina proapoptética BIM. (Xiao, 2008) Las deleciones
de PTEN en el cromosoma 10q, que se encuentran en un 11% de los casos pueden conducir a
la activacién de AKT y son mas frecuentes en el subtipo GCB que en el ABC. Estas deleciones

son mutuamente exclusivas con las amplificaciones del cluster miR-17-92. (Chan, 2010)

La activacién de la fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3K) activa AKT y otras vias que inhiben
apoptosis, promueven la proliferacidn celular, la motilidad celular y la angiogénesis. Un 8% de
los casos de LDCG presentan mutaciones en PI3K y son mutuamente exclusivos con pérdida de

PTEN. (Abubaker, 2007)

Las mutaciones en genes que modifican la cromatina afectan con mayor prevalencia a los
LDCG tipo GCB. Un 21% de los LDCG tipo GCG presentan mutaciones somaticas recurrentes
que afectan a un solo residuo del oncogén EZH2. (Morin 2010) EZH2 es parte de un complejo
polycomb represivo que codifica para una histona metiltransferasa que trimetila la lisina 27 de
la histona H3. Las mutaciones identificadas resultan en un aumento de la capacidad de EZH2
para trimetilar la histona H3. (Yap 2011) El gen de la histona metiltransferasa MLL2 presenta
mutaciones somaticas en un 30% de los LDCG. La mayoria de las mutaciones producen
codones STOP e inserciones con cambio de sentido (frame-shift) asi como deleciones que en la
mayoria de los casos inactivan MLL2. (Morin 2010) Myocyte enhancer factor 2B (MEF2B) es un
miembro de la familia MADS/MEF2 de proteinas de unién al DNA que cooperan con enzimas
modificantes de histonas para regular la expresién génica. MEF2B estd mutado en un 9% de los LDCG.
(Mendez-Lago 2010) Un 39% de los LDCG tipo GCB y un 17% de los LDCG tipo ABC presentan
deleciones monoalélicas y mutaciones que inactivan CREBBP y EP300, unas acetiltransferasas que
actuan como coactivadores transcripcionales en multiples vias de sefalizacién intracelular.
Como consecuencia de las mutaciones, CREBBP/EP300 pierden su capacidad de acetilar BCL-6
y p53. Las mutaciones en la region 5'reguladora de BCL-6 se encuentran en un 75% de los
LDCG y son producto de la hipermutacién somatica aberrante.

Mediante estudios de next generation sequencing se ha dilucidado que las mutaciones de BCL2

generalmente ocurren en pacientes con reordenamientos de BCL2/IgH como resultados de la
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hipermutacidon somatica que ocurre de forma fisioldgica en el locus IgH. Las mutaciones
puntuales de BCL2 son principalmente sindnimas y habitualmente se deben a hipermutacion
somatica mediada por AID (activation-induced cytidine deaminase). Las mutaciones no
sindnimas tienden a encontrarse fuera de los dominios BH funcionalmente importantes, lo
cual sugiere que existe una seleccidén negativa contra mutaciones de BCL2 que impliquen una

pérdida de funcion. (Lohr 2012)

Mutaciones genéticas asociadas a LDCG tipo ABC

El subtipo ABC presenta un patrén de expresion génica similar a las células B del centro
germinal cometidas a diferenciacién B terminal. (Alizadeh 2000) Una caracteristica prominente
de la signatura de expresién génica del subtipo ABC es el enriquecimiento en genes diana de la
via de NF-Kb. (Compagno 2009) La activacién constitutiva de esta via en un 30% de los casos se
debe a mutaciones bialélicas inactivantes de TNFAIP3 que codifica para A20, un regulador
negativo de NF-kB, modificador de ubiquitinas. En linfocitos B normales, la activacién de NF-Kb
a través de BCR requiere de CARD11, una proteina que coordina la activacién de la quinasa IkB
kinase B (Rawlings 2006). Un 10% de los LDCG tipo ABC presentan mutaciones en CARD11. La
introduccion de CARD11 mutado en lineas celulares de linfoma conduce a activacion
constitutiva de NF-kB, lo cual sugiere que estas mutaciones de CARD11 activan la via de NF-kB
en ausencia de activacidon del BCR. (Lenz 2008) En un 20% de los LDCG tipo ABC existen
mutaciones activadoras de CD 79A y CD79B, que producen sefializacién BCR crénica activa y

activacion constitutiva de las vias NF-kB, PI3K y MAP-quinasa. (Davis 2010) Durante la
respuesta inmune normal NF-kB también se activa a través de la estimulacién de los toll-like receptors

(TLR) y los receptores para IL1 e IL8. (Iwasaki 2010) MYD88 es una proteina adaptadora que coordina el

ensamblaje del complejo que activa NF-KB tras la activacién de los TLRs y los receptores de IL-1 e IL-8.

(Lin 2010) En un 30% de los LDCG tipo ABC existen mutaciones de MYD88 en el dominio receptor de

Toll/IL-1 que provocan activacidon constitutiva la via de NF-KB, activacién de STAT3 a través de JAK-

quinasa y secrecién de IL-6, IL-10 e INFB. (Ngo 2011) Otras mutaciones que afectan a moduladores

de la via de NF-kB incluyen TRAF2 (3%), TRAF5 (5%), MAP3K7 (5%) and RANK (8%). (Compagno
2009).

Para la diferenciacién hacia plasmablasto y célula plasmatica las células B del centro germinal

normal requieren down-regulacién de BCL-6 y expresion de IRF4, BLIMP1 y XBP1. (Shaffer
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2006; Klein 2006) En el LDCG tipo ABC se han hallado diferentes alteraciones de esta via. En un
35% de los casos existen translocaciones de BCL-6, localizado en el cromosoma 3g27, siendo
dos veces mas frecuentes en el tipo ABC que en el tipo GCB. (Igbal 2007) La expresion
constitutiva de BCL-6 bloquea la diferenciacién, disminuye la respuesta apoptdtica al dafio del

DNA mediada por p53 y permite una ventaja proliferativa.

El gen PRDM1, localizado en el cromosoma 6g21, que codifica para BLIMP1, un represor
transcripcional esencial para la diferenciacion de los linfocitos B hacia célula plasmiatica,
presenta mutaciones inactivadoras o deleciones en un 30% de los LDCG tipo ABC.
Adicionalmente, BLIMP1 puede sufrir represiéon transcripcional en casos con BCL-6
constitutivamente activo como es el caso de pacientes con translocacion de BCL-6.

(Mandelbaum 2010)

Translocaciones cromosdmicas: Estudios mediante citogenética han demostrado la

existencia de caracteristicas especificas de los subtipos GCB y ABC (Bea 2004) (Bea 2005). La
translocacion t(14;18)(q32;q21) que disregula la expresién de BCL-2, la amplificacidn de C-REL
en el cromosoma 2p, asi como ganancias en 12q12 se detectan casi exclusivamente en el LDCG
de tipo GCB, mientras que la trisomia 3, ganancias de 3qy 18q21-22 y pérdidas de 6q21-22 se
asocian con el subtipo ABC (Rosenwald 2002). Los LDCG tipo GCB tienen hipermutacion
somatica de los genes que codifican para inmunoglobulinas de forma “ongoing” lo que sugiere
una reentrada de las células tumorales en el centro germinal (Huang 2002), mientras que los
LDCG tipo ABC y primario mediastinico (PM) tienen hipermutaciones somaticas de estos genes
pero no presentan el fendmeno “ongoing”. Estos dos Ultimos tipos tienen también una
activacion constitutiva de la via NF-k-B. Los PM-BCL se caracterizan por la presencia de
ganancias y amplificaciones en los cromosomas 9p y 2p. (Joos 1996) (Bentz 2001) (Palanisamy

2002)
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Prondstico

Factores prondsticos clinicos. El indice Prondstico Internacional (IP1) se desarrollé en la era pre-

rituximab como herramienta clinica para discriminar a grupos de pacientes con linfomas no
Hodgkin agresivos de peor prondstico. Basado en un numero de caracteristicas clinicas
asociadas a un prondstico peor (edad superior a 60 afios, estadios llI/IV, LDH, ECOG, presencia
de enfermedad extranodal) se identificaron 4 grupos prondsticos con supervivencia a los 5
afios del 26-73%. La utilidad del IPI fue revisada en pacientes tratados con quimioterapia mas
rituximab, manteniendo su valor prondstico (Sehn, 2007). No obstante, el IPI tiene una
capacidad limitada para identificar a subgrupos con enfermedad mas agresiva que merezcan
tratamientos diferentes a R-CHOP. Recientemente se han identificado factores prondsticos
negativos clinicos adicionales para pacientes tratados con R-CHOP: Diametro tumoral maximo
superior a 10 cm (Pfreundschuh, 2008) , sexo masculino por presentar un aclaramiento mas
rapido de rituximab comparado con pacientes de sexo femenino (Miller 2012), presencia de
infiltracion de médula ésea (Sehn 2011) y presencia de cadenas ligeras libres séricas (Maurer
2011).

No obstante, aunque las herramientas prondsticas clinicas pueden ser facilmente aplicadas a
la clinica diaria, no aportan el conocimiento necesario para aplicar terapias adaptadas con

nuevos agentes biolégicos para aquellos pacientes de peor prondstico.

Factores prondsticos moleculares (Tabla 3):

Valor prondstico de BCL2:

BCL2 es una proteina antiapoptotica importante en el desarrollo y diferenciacién normal del
linfocito B. La sobreexpresion de BCL2 se ha reportado en un 40-60% de pacientes con LDCG y
se ha asociado a un peor prondstico en pacientes tratados con CHOP (Mounier 2003); sin
embargo en pacientes tratados con R-CHOP, se pierde el papel pronéstico de BCL2 (Igbal 2006,
2011). La expresién de BCL2 es predictiva de peor prondstico en el subtipo GCB por estudios
de expresion génica. Esto puede explicarse porque en gran parte de los LDCG tipo GCB existe la
translocacion t (14;18) que explica la sobreexpresion de BCL2 en la mayoria de los casos. En el
subtipo ABC no se observa la t(14;18), sin embargo BCL2 estd sobreexpresado por

amplificacion de BCL2 o activacidn constitutiva de la via de NF-kB.
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Valor prondstico de MYC:

Los reordenamientos del oncogen MYC constituyen una caracteristica tipica del linfoma de
Burkitt y pueden identificarse en el 5-10% de los LDCG. La expresion incrementada de MYC
promueve la proliferacién celular y se asocia a un peor prondstico, con supervivencias libres de
progresidon a los 3-5 afios entre el 30-35%, la mitad de lo observado en pacientes sin
reordenamientos de MYC. (Savage 2009, Barrans 2010)

El impacto prondstico negativo de reordenamientos de MYC es independiente de otros
factores y en un estudio se asocié a mayor riesgo de recaida en SNC. (Savage 2009)

Los LDCG que presentan translocaciones tanto de MYC como de BCL2 se denominan linfomas
“doble-hit” y se asocian a un pronéstico extremadamente malo, con supervivencias inferiores
a un afio en pacientes tratados con R-CHOP. (Aukema 2011, Johnson 2012) Los pacientes con
doble hit se consideran candidatos a tratamientos alternativos dentro de ensayos clinicos.

La expresidon proteica de MYC incrementada identifica a pacientes con translocaciones y
amplificaciones de MYC, asi como a un subgrupo de pacientes con expresidon proteica
incrementada que no presentan alteraciones génicas y que comparten un prondstico

desfavorable. (Valera 2013)

Valor prondstico de marcadores inmunohistoquimicos

El Lunenburg Lymphoma Biomarker Consortium (LLBC) evalud el valor prondstico de una serie
de marcadores inmunohistoquimicos (BCL2, BCL6, CD5, CD10, MUM1, Ki67 y HLA-DR) en una
cohorte grande pacientes con LBCD tratados con R-CHOP (Salles 2011). De los marcadores
testados, sélo CD5 y Ki67 estaban asociados a supervivencia en analisis univariante, y BCL2
tenia significacidon estadistica marginal (P 0.09). El impacto de marcadores bioldgicos esta
fuertemente influenciado por el valor pronéstico del IPI. La adicidon de BCL2 y Ki67 al modelo
combinado de marcadores biolégicos e IPI permite una mejor discriminacidn prondstica entre
los grupos de bajo riesgo y riesgo bajo-intermedio, asi como riesgo intermedio y alto, pero no
permite una mejor identificacién de pacientes de alto riesgo.

La inmunohistoquimica es una técnica universalmente asequible que puede realizarse
en cortes de tejido procesado rutinariamente asi como en microarrays de tejido sobre un gran
numero de muestras de forma simultanea. En la evaluacién de los resultados obtenidos a partir de microarrays de
tejidos es importante que se cumpla la representatividad del fragmento seleccionado con respecto a la muestra global. Entre
las posibles limitaciones de la inmunohistoquimica estan la variablidad relacionada con

aspectos técnicos y con la metodologia de evaluacién. Un estudio de validacién realizado por
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el Lunenburg Lymphoma Biomarker Consortium (LLBC) reveld la escasa reproducibilidad de
resultados entre patdlogos evaluando determinados marcadores inmunohistoquimicos en
linfoma; a pesar de la estandarizacién de técnicas de tincién y unificacién de criterios de
evaluacion, bclé y Ki67 continuaron presentando alta variabilidad interobservador. (de Jong
2009). Mediante el analisis computarizado de la imagen es posible disminuir la variabilidad
inter- e intraobservador en la cuantificacion de los resultados inmunohistoquimicos,
permitiendo procesar los resultados inmunohistoquimicos de una forma cuantitativa continua,
a diferencia de los resultados semicuantitativos obtenidos a partir de la evaluacidon

inmunohistoquimica convencional.

Tratamiento

Actualmente el tratamiento establecido de primera linea es R-CHOP-21. Mientras que CHOP
administrado cada 2 semanas (CHOP-14) demostré resultados prometedores en pacientes
ancianos, dos estudios recientes randomizados comparando R-CHOP-14 con R-CHOP-21 han
demostrado ausencia de ventajas para R-CHOP-14 con aumento de toxicidad. (Zwick, 2012)

Un estudio reciente sugeria un aumento de supervivencia afiadiendo etopdsido a R-CHOP (R-
CHOEP) para pacientes jovenes con LDCG de alto riesgo. (Gang 2012)

El régimen infusional dosis-adaptado R-EPOCH ha demostrado resultados prometedores en un
ensayo de fase 2 (Wilson 2008), sin embargo la confirmacién de su eficacia esta pendiente de
que se completen ensayos fase 3 comparandolo con R-CHOP.

El valor de la consolidacion con transplante autélogo de médula dsea en el tratamiento de
primera linea del LDCG sigue siendo motivo de controversia. Un estudio randomizado
comparando R-CHOP-14 a dosis estandar frente a transplante autélogo de médula ésea tras
quimioterapia a altas dosis acompanada de rituximab demostrd ausencia de diferencias en
supervivencia. (Nabhan 2012)

En otro ensayo clinico R-CHOEP a dosis convencionales demostré mejores resultados
terapéuticos que el tratamiento con altas dosis (R-Mega-CHOEP) seguido de transplante
autdlogo de médula dsea para pacientes jovenes con LDCG de alto riesgo. (Gisselbrecht 2010)
El transplante autdélogo de médula d6sea tiene beneficio demostrado en el contexto de
pacientes recaidos, sin embargo en el tratamiento de primera linea la consolidacién con
transplante autdlogo no puede recomendarse de rutina. (Gisselbrecht 2010)

Actualmente el Unico subgrupo que debe considerarse para tratamientos alternativos a R-
CHOP en el marco de un ensayo clinico son pacientes con “doble hit”, dado que su

supervivencia con R-CHOP suele ser inferior al afio. Actualmente para estos pacientes se
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consideran régimenes intensivos tipo Burkitt seguidos de consolidacion con transplante
autdlogo, dose-adapted EPOCH-R o ensayos clinicos con agentes bioldgicos nuevos. (Friedberg

2012)

Nuevos tratamientos bioldgicos

Los estudios de expresidn génica han permitido el descubrimiento de potenciales dianas
terapéuticas en LDCG.

La tabla 2 recoge algunos de los nuevos agentes bioldgicos que se estan evaluando en LDCG,
con su diana terapéutica y el posible subgrupo mas beneficiado. Tratamientos dirigidos a
inhibir la via de NF-kB podrian parecer particularmente atractivos en LDCG tipo ABC, porque se
expresa de forma constitutiva en este subgrupo. Los inhibidores directos de la via estdn en
desarrollo; una forma indirecta de inhibir la via es a través del bloqueo de la degradacién de
IkB_ (una proteina inactivadora de NF-kB) en los proteasomas a través del uso de bortezomib.
Pacientes con LDCG en recaida tratados con bortezomib combinado con R-EPOCH del
subgrupo ABC tuvieron respuestas muy superiores a los pacientes del subgrupo GCB, con
respuestas del 83% vs 13% (p 0.001) y supervivencias medias de 10.8 vs 3.4 meses (p 0.0003).
(Dunleavy 2009) Existen actualmente ensayos clinicos abiertos evaluando la adicién de
bortezomib a R-CHOP comparado con R-CHOP solo para LDCG de novo, asi como varios
ensayos randomizados fase 2 que incluyen de forma exclusiva LDCG tipo ABC.

En un 20% de los LDCG tipo ABC existen mutaciones activadoras de CD 79A y CD79B, que
producen sefializacién BCR crénica activa y activacidn constitutiva de las vias NF-kB, PI3K y
MAP-quinasa, asi como activacidon de quinasas distales, que incluyen spleen tyrosine kinase
(Syk), Bruton tyrosine kinase (BTK) y protein kinase C (PKC). Multiples nuevos tratamientos
dirigidos a los componentes de esta cascada estdn bajo evaluacion. Fostamatinib disédico, un
inhibidor oral de SYK, ha demostrado respuestas en mas de un 20% de pacientes con LDCG

refractario en ensayos fase 1y fase 2. (Friedberg 2010)

PCI-32765 (ibrutinib) es un inhibidor oral de BTK que ha demostrado respuestas en un 29% de

pacientes con LDCG en un ensayo fase 1. (Advani 2011)

CAL-101, un inhibidor selectivo de PI3K-delta oral, también se encuentra bajo evaluacién en

varios linfomas, aunque existen escasos datos disponibles para LDCG. (Kahl 2011)

PKC se encuentra distal a la via de sefalizacion de BCR y se encuentra altamente expresada en

LDCG fatales o refractarios. (Shipp 2002) Enzastaurin es un inhibidor selectivo de PKC_ con
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actividad demostrada en LDCG. (Portlock 2007) Un ensayo clinico fase 3 estd evaluando
enzastaurin como tratamiento de mantenimiento en pacientes con LDCG de alto riesgo
tratados con R-CHOP. Estos ensayos no han evaluado respuesta en funcion del subtipo
molecular, no obstante, dada la activacién crénica de la via de sefializacién de BCR en el
subtipo ABC, este subtipo puede esperarse que se beneficie preferencialmente de estos
agentes.

Dada la complejidad de esta cascada con multiples vias paralelas, es probable que
combinaciones de estos agentes puedan dar lugar a los mejores resultados en pacientes
seleccionados por subtipo molecular de perfil de expresién génica.

Mutaciones de EZH2, que codifica para una histona metiltransferasa, han sido identificados de
forma exclusiva en un 22% de LDCG tipo GCB. Inhibidores de EZH2 podrian representar

agentes eficaces en pacientes con esta mutacion.

Los estudios de expresion génica han demostrado la importancia del microambiente en el
LDCG, sugiriendo que este componente también podria ser tributario de un tratamiento
bioldgico especifico.

Los pacientes con alta expresidon de la “signatura” estromal tipo 2 podrian beneficiarse de
estrategias antiangiogénicas. (Lenz 2008; Cardesa-Salzmann 2011) Bevacizumab, un anticuerpo
monoclonal anti-VEGF-A se ha asociado a una actividad limitada como agente Unico en LDCG
recaido/refractario, demostrando algunos pacientes respuestas parciales. (Stopeck 2009)
Desafortunadamente, un ensayo fase 3 evaluando la adicion de bevacizumab a R-CHOP en
pacientes con LDCG de novo se tuvo que cerrar prematuramente debido a cardiotoxicidad

excesiva.

Lenalidomide, un agente inmunomodulador con actividad antiangiogénica e inhibitoria sobre
la via de NF-K-B, ha demostrado una respuesta global del 35% en linfomas recaidos vy
refractarios, demostrando actividad preferencial en pacientes con LDCG tipo ABC. (Witzig
2011; Hernandez-llizaliturri 2011))

En resumen, el prondstico del LDCG estd influenciado por una relacién compleja entre la célula

maligna, las células del microambiente y factores genéticos constitucionales del paciente.
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II_HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Los LDCG son un grupo heterogéneo de tumores con diferentes caracteristicas clinicas y
bioldgicas. La adicion de rituximab ha aumentado la supervivencia de estos pacientes en un
10-15% (Coiffier 2002), pero es necesaria una mejor estratificacion prondstica para mejorar los
resultados terapéuticos. Los perfiles de expresion génica han demostrado que diferencias en el
microambiente del LDCG afectan el prondstico. Un score predictor de prondstico derivado de
la “signatura” de centro germinal, “signatura” estromal tipo -1 y “signatura” estromal tipo 2
tiene la capacidad de predecir prondstico en LDCG tratado con R-CHOP (Lenz 2008). Mientas
que la “signatura” estromal tipo-1 se asocia a deposicidon de matriz extracelular e infiltracidn
histiocitica y es prondsticamente favorable, la “signatura” estromal tipo-2, asociada a
angiogiogénesis, confiere un peor prondstico.

Los estudios de expresion génica aportan informacion prondstica robusta, sin embargo no
estan disponibles de forma rutinaria para la mayoria de los pacientes.

Diversos estudios han aportado evidencia acerca de la importancia de la angiogénesis en la
biologia de los linfomas (Jorgensen 2007) (Paydas 2008) (Paydas 2009) (Farinha 2010)
(Taskinen 2010), asi como en LDCG. (Ganjoo 2008) (Gratzinger 2008) (Gratzinger 2010)

La atencidn creciente hacia nuevos tratamientos antiangiogénicos en neoplasias malignas
enfatiza el interés en evaluar la densidad vascular en los tumores para determinar su
relevancia prondstica y el impacto bioldgico.

El IPI es el marcador prondstico mas utilizado en LDCG, sin embargo, pacientes con el mismo
IPI pueden tener respuestas terapéuticas muy diferentes asi como supervivencias globales
distintas. La evaluacidn prondstica es importante para la seleccion de terapias, inclusidn en

ensayos clinicos y evaluacién de nuevos farmacos.

1. Una estratificacion de los pacientes con LDCG de acuerdo a su la densidad vascular
tumoral podria ser util para determinar si ésta posee valor prondstico y si terapias
antiangiogénicas podrian beneficiar a la mayoria de pacientes o solo a un subgrupo

de pacientes con LDCG.

2. Lacreacién de un modelo prondstico biolégico basado en inmunohistoquimica que

simulara los hallazgos de grupos encontrados mediante estudios de expresién

génica incorporando célula de origen asi como marcadores de la “signatura”
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estromal tipo-1 y tipo-2, podria potencialmente facilitar la estratificacidon

prondstica a partir de tejido tumoral parafinado.

OBJETIVOS

1. OBIJETIVO GENERAL:
El objetivo general de estos estudios fue evaluar y validar las “signaturas” estromales
obtenidas a partir de los estudios de expresion génica mediante estudios
inmunohistoquimicos en tejido parafinado de LDCG tratado con rituximab mas
quimioterapia.

2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS:

2.1 El objetivo del primer estudio fue analizar si la densidad microvascular en los LDCG,

cuantificada a nivel tisular mediante un sistema digital computarizado, tiene relacién

con

. La “signatura” del estroma determinada por andlisis global de los perfiles de
expresion de RNA

J Los diferentes subtipos GCB y ABC de los LDCG y

J La conducta bioldgica del tumor valorada por la progresién libre de

enfermedad y la supervivencia global de los enfermos.

2.2 El objetivo del segundo estudio fue determinar el posible valor prondstico de un
modelo inmunohistoquimico basado en biomarcadores seleccionados de las
‘- ” ) S . . .
signaturas” de los perfiles de expresidn génica que incluyen la célula de origen y las

“signaturas” estromales.
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lli_ RESULTADOS

PRIMER TRABAJO

High microvessel density determines a poor outcome in patients with diffuse

large B-cell lymphoma treated with rituximab plus chemotherapy

Haematologica. 2011; 96(7):996-1001.

Teresa M. Cardesa-Salzmann, Luis Colomo, Gonzalo Gutierrez, Wing C. Chan,2Dennis
Weisenburger, Fina Climent, Eva Gonzalez-Barca, Santiago Mercadal, Leonor Arenillas, Sergio
Serrano, Ray Tubbs, Jan Delabie, Randy D. Gascoyne, Joseph M Connors, Jose L. Mate, Lisa
Rimsza, Rita Braziel, Andreas Rosenwald, Georg Lenz, George Wright, Elaine S. Jaffe, Louis

Staudt, Pedro Jares, Armando Lopez-Guillermo and Elias Campo.

RESUMEN:

Introduccion: El LDCG es una enfermedad heterogénea a nivel clinico y a nivel
molecular. Estudios de expresion génica han demostrado que el microambiente tumoral afecta
la supervivencia y que la “signatura” relacionada con angiogénesis es desfavorable. La
contribucidn histopatoldgica de la densidad microvascular a la supervivencia de los pacientes
con LDCG tratados con inmunoquimioterapia es desconocida. El propésito de este estudio fue
evaluar el impacto pronéstico de la densidad microvascular tisular en dos series
independientes de LDCG tratados con inmunoquimioterapia.

Material y métodos: 147 pacientes del proyecto internacional Leukemia Lymphoma
Molecular Profiling Project ((LLMPP) (cohorte de “entrenamiento”) y 118 pacientes del grupo
catalan de estudio de linfomas (GELCAB) (cohorte de validacion) fueron incluidos en el estudio.
Las tinciones inmunohistoquimicas para la microvasculatura tisular fueron realizadas con CD31
y cuantificadas con un sistema de analisis de imagen computarizado. El score estromal
previamente definido en 110 pacientes del LLMP mediante estudios de expresion génica fue

utilizado para analizar correlaciones con los datos obtenidos de microvasculatura tisular.
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Resultados: La densidad microvascular correlaciona significativamente con el score
estromal. (r=0.3209; P<0.001). Los pacientes con una alta densidad microvascular demuestran
una supervivencia global significativamente inferior tanto en la “cohorte de entrenamiento”
(4-year OS 54% vs. 78%; P=0.004) como en la “cohorte de validacién” (57% vs. 81%; P=0.006).
En el andlisis multivariante en ambos grupos la densidad microvascular fue un factor
prondstico desfavorable independiente del IPI [cohorte de entrenamiento: IPI (riesgo relativo
2.7; p=0.003); densidad microvascular (riesgo relativo 1.96; P=0.002); cohorte de validacion: IPI
(riesgo relativo 4.74; p<0.001); densidad microvascular (riesgo relativo 2.4; p=0.016)].

Conclusiones: Estos hallazgos realzan el impacto de la angiogénesis en la supervivencia
de los pacientes con LDCG asi como el interés de evaluar tratamientos antiangiogénicos en

ensayos clinicos.
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Microvessel density significantly correlated with the stromal score (r=0.3209; P<0.001). fgiﬁ;g;?gj??aﬂ

Patients with high microvessel density showed significantly poorer overall survival than those gy intemational

with low microvessel density both in the training series (4-year OS5 54% vs. 78%; P=0.004) and ;34 939975484,
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microvessel density was a statistically significant unfavorable prognostic factor independent of

international prognostic index [training series: international prognostic index (relative risk 2.7;

P=0.003); microvessel density (relative risk 1.96; P=0.002); validation cohort: international

prognostic index (relative risk 4.74; P<0.001); microvessel density (relative risk 2.4; P=0.016)].

Conclusions
These findings highlight the impact of angiogenesis in the outcome of patients with diffuse
large B-cell lymphoma and the interest of evaluating antiangiogenic drugs in clinical trials.

Key wards: rituximab, aggressive non-Hodgkin's lymphoma, kidney, central nervous system.
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Introduction

Diffuse large B-cell lymphomas (DLBCL) are a heteroge-
neous group of tumors with different biological and clini-
cal characteristics highlighted by the diverse clinical out-
come of the patients. The addition of rtuximab (R) has
increased the survival of these patients by 10-15%," but
further risk stratification is necessary to improve the treat-
ment strategies and outcome. Gene expression profiling
(GEP) studies have shown that differences in the tumor
microenvironment of DLBCL affect survival after treat-
ment. A survival-predictor score, based on a multivariate
model derived from the germinal center B-cell, stromal-1
and stromal-2 gene expression signatures, has the capabil-
ity of predicting survival among patients with DLBCL
treated with R-CHOP (rituximab plus cyclophosphamide,
doxorubicin, vincristine and prednisone).” While the ‘stro-
mal-1-signature’, related to extracellular matrix deposition
and histiocytic infiltration is prognostically favorable, the
angiogenesis-related signature (‘stromal-2 signature’) is
associated with an unfavorable outcome® GEP studies
provide very robust prognostic information but are not
routinely available for most patients. Several studies have
provided increasing evidence that angiogenesis plays a
role in the biology of lymphomas™ and paricularly in
DLBCL#" The increasing attention given to new thera-
peutic strategies targeting angiogenesis in malignant neo-
plasias emphasizes the interest in assessing vascular den-
sity in the tumors to determine its prognostic relevance
and biological impact. In the era of new anti-angiogenic
therapies, a reliable stratification of patients with DLECL
according to the vascular density of their tumors may be
useful to determine whether these new therapies might
benefit all or only a subset of patients.

The purpose of our study was to evaluate whether the
microvascular density in DLBCL quantified on tissues by
a computer based imaging system has an impact on the
outcome of these patients. This analysis was performed in
two independent cohorts of patients treated with ritux-
imab-based chemotherapeutic regimens.

Design and Methods

Clinical characteristics

A training group of 147 patients (79 males, 68 females; median
age 64 years) with oz sove DLBCL diagnosed between 1997 and
2007 was selected from the Leukemia lymphoma Molecular
Prophiling Project (LLMPF) consorium database based on the
availability of formalin-fixed tissue materal Cases with trans-
formed DLBCL, primary mediastinal lagge B-cell lymphoma
(PMEBCL), intravascular and primary effusion lymphomas, as well
as immunodeficiency-associated tumors were excluded from the
study. All patients were treated with rituximab-containing
chemotherapy combinations (R-CT), in most cases, R-CHOP
Details of patients’ main clinico-biclogical features, including ther-
apy, are shown in Table 1. Median follow up of surviving patients
was 3.7 years (range (L13-11.3 years). Complete remission (CR)
rate was /2%, whereas 4-year progression free survival (FFS) and
overall survival (OF) were 56% and 66%, respectdvely. The defini-
tions of CR, PFS and OS were based on standard criteria.”

An independent series of 118 patients (66 males, 52 females:
median age 62 years) with de smove DLECL diagnosed berween
1999 and 2007 at the hospitals of the Catalan Lymphoma Study
consortium (GELCAB) was used to validate the results. Thirty

patients from the Hospital Clinic of Barcelona were initally
included in the LLMPP studics and were not, thercfore, considered
in the GELCAB validation set. Median follow up of surviving
patients was 3.85 years (range 0.12-9.7 years). The histological coi-
teria to include the cases were the same as for the LLMPP patients.
All the patients received R-CT. Main clinico-biological features of
the patients included from the GELCAR series are listed in Table
1. Complete remission rate was 857 % and 4-year PFS and OS
were 63% and 68%, respectvely. The list of the participating
institutions from the LLMPP and the GELCAR consortiums are
detailed in the appendices. Patients gave their informed consent
according to the guidelines of the ethics committees involved.

Gene expression profiling (GEP)

Cene-expression profiling data from the LLMPP series were
available in 110 cases. This informaton is accessible at
wiww sl st gow/gen/quenyacc. cigroken=rhofuaickdsibg £acc=C5
E10846, accession number GSE10846. Molecular subtyping of the
DLBECL, according to the GEP signatures, included 47 germinal
center B-cell (GCB) DLBCL, 53 actvated B-cell (ABC) type
DLECL, and 10 unclassifiable cases. The previously defined gene
expression stromal scores were used to analyze the conelations
between GEP results and the microvasculature study data.

Immunohistochemistry and blood vessel density
measurements

Tissue microarrays ([MAs) were constructed from pre-treat-
ment biopsy specimens using duplicated cores of 1 mm per tumeor
sample. All cases were reviewed by a panel of experts in
hematopathology. Samples were stained in an automated Bond®
immunostainer with an antibody against CD31 (DAKO; 1/40 dilu-
tion, incubation of primary antibody for 30 min, antigen retrieval
at pH 6 for 20 min). The microvessel density (MVD) was quant-
fied using the digitalized images of the CD31-stained TMA cores
(Figure 1) acquired with an Olympus BX51 microscope at x4 mag-
nification and analyzed with an Olympus Cell B Basic Imaging
Software. Microvessel arcas were defined as vascular areas delin-
cated by CD31+ staining. The MVD was calculated as the sum of
all microvessel areas (um®) divided by the total area of the core

Table 1. Main clinical features of LLMPP and GELCAB cohorts.

LLMPP GELCAB
N=147 N=118
Sex (Male/Female) T4/68 6652
Median age (range) 64 ( 22-91) years 62 (19.87) years
Ann Arbor stage 1= 47 4% (65) H1=43.68% (51)
I-IV=51.1% (T0) -IV=56.4% (66)
Extranodal sites
0l £7.8% (33) 90.4% (85)
£ 12.2% (13) 5.6% (9)
IPI score
(-1: Low risk 42% (60) 34.5% (33)
2-3: Low-intermediate risk
High-intermediate risk  48.3% (89) 54.3% (50)
4-5: High risk 9.8% (14) 1.2% (24)
Treatment -
R-CHOP B0.5%% (128) 91.6% (108)
R-CHOP-“like"* 195% (19) 84% (1)

*RCHORke regimens - LLMPP sevies: RONOP (rittoimab, cyclophaspharmide, mitox-
anirane, vincristine, predrisone), 12 cases; FESHAP {rifmamab, efoposide, rethylpred-
nsolone, cviarahine, dsplating, 3; RCFM {randmab, cyclophosphomide, Moo,
methorexate), 4. GELCAB series: Rhigh dose CHOP/RESHAP § cases; RONOP |
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A1

B1

analyzed (pm’). MVD values were grouped in quariles when nec-
essary and considered high or low when above or below the 50
percentile respectively. TMAs were independently scored by 2
observers and discrepancies were resolved over a double-headed
microscope. lo determine whether the angiogenic values scored
using TMA cores were representative of the tumor sample, in 40
cases microvessels were evaluated in whole tissue sections (WTS)
and in TMA cores from the same tumor and compared by linear
regression analysis. Three areas of the size of a TMA core rich in
neoplastic cells were evaluated on each WIS for CD31+ MVD.
The mean value of the three MVD measures in each WIS was
compared to the MVD of the comesponding TMA core by linear

regression analysis.

Statistical analysis

Cartegorical data were compared using Fisher's exact test with
two-sided P values. For ordinal data, non-parametric tests were
used. Spearman’s comelation test was used to analyze the degree
of linear association between MVD and the stromal scores or GEP
data. The multivatate analysis of the vanables predictng response
was performed using a logistic regression analysis. The actuarial
survival analysis was performed according to the Kaplan-Meier
method, and the curves were compared by log rank test. The mul-
tivarate analysis for survival was performed with Cox's stepwise
proportional hazards model

Results

Results in the training series
Microvessel density (MVD)

The microvascular areas of the DLBCL cores showed
great variability (Figure 1). The MVD values ranged
between 0.77x10% and 92.7x107 (mean 14x10-). To deter-
mine whether the results obtained in the TMAs were rep-
resentative of the whole tumor section (WTS), we studied
the MVD in TMA cores and in the corresponding WTS of
40 cases. This comparison showed an excellent correlation
between the MVD wvalues in both types of samples
{(r=0.90; P<0.001).

Figure 1. CD31 staining of DLECL TMA
cores. (Al, A2) High microvessel density
and (B4, B2) low microvessel density. Image
acquisition at x40 (A1, B1) and x100 (A2,
B2) with an Olympus SC20 microscope.

Microvessel density and gene expression profiling

The stromal score had been previously defined as the
component of the multivariate survival model composed
by the difference between the stromal-2 and stromal-1 sig-
nature averages.” In the LLMPP DIBCL cohort, there was
a significant correlation between MVD and stromal score
(r=0.3209; P<0.001) (Figure 2). The entire set of the genes
in the array platform was analyzed for statistical correla-
tion with MVD with none of the genes showing a
stronger correlation than that expected by chance. There
was no statistically significant correlation between CD31
mRNA expression levels and the immunchistochemical
CD31+ MVD.

DLBCL of the GCB type showed MVD mean values
that were significantly lower than ABC type DLECL
(11.8£12.2x107 vs. 15.0+12.4x10% respectively; P=0.05).

The main clinical features of the LLMPP series according
to the MVD (low vs. high MVD) are listed in Table 2.
Patients with advanced Ann Arbor stages showed higher
MVD values than those with early stages (P=0.01). There
was no correlation with other initial clinical characteris-
tics. No significant differences were observed in terms of
CR rates according to MVD values. Sixty-four patients
eventually experienced failure to therapy or relapse with a
4-year PFS of 56% (95%CL 47-650%). Patients with high
MVD in the biopsy had shorter PES than those with low
MVD values (4-year PFS 48% vs. 65%, respectively;
P=0.048) (Figure 3A). MVD and IPI had independent prog-
nostic value for PES (Table 3).

After a median follow up for surviving patients of four
years, 46 patients had died, with a 4-year OS5 of 66%
(95%CI: 58-74%). Patients with high MVD had a signifi-
cantly poorer OS than those with low MVD (4-year OS:
54% vs. 78%, respectively; P=0.004) (Figure 3B). Other
variables predicting poor OS were ABC-type DLBCL as
assessed by GEP (P=0.001), poor performance status
(P<0.001), and high serum LDH levels (P=0.001). As
expected, IF] scores also showed prognostic impact for
PES (P<0.001) and OS5 (P<0.001). A multivariate analysis
was performed, including IPI (low vs. intermediate vs.

haematologica | 2011; 96(7)
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high-risk) and MVD (low vs. high). In the final model,
with 143 cases, both IPI (relative risk (RR) 2.7; P=0.003)
and MVD (RR 1.96; P=0.002) maintained independent
prognostic significance (Table 3). To analyze whether the
prognostic interest of MVD was independent from molec-
ular subtyping (GCB vs. ABC types), MVD (continuous
varable) and molecular type were included in the model
{n=100 cases), with both MVD (RR 1.057; P<0.001) and
molecular subtype (RR 2.21; P=0.024} maintaining their
prognostic value for OS5, Finally, a multivariate analysis
was performed including MVD (low vs. high) along with
molecular type (GCB vs. ABC types) and IPI (low vs. inter-

mediate vs. high-risk}. In the final model, molecular sub-
type (RR 2.65; P=0.004) and IPI (RR 1.6; P=0.025) were the
most important variables to predict OS.

Results in the validation cohort

One hundred and eighteen DLBCL patients of the GEL-
CAB were used to validate the LLMPP results. In this
series, MVD values ranged between 0.37 and 181x10-3
(mean 16x10-3). There was no significant difference
between these values and those found in the training set.
In the validation set, no correlation was observed between
MVD and main clinical features at presentation. The 4-

Table 2. Main clinical features and MVD.

80.00 7
o
60.00 Z
= a
_‘%Ei Median age (years) 64 (23-01) 64 (30-88) 64 (19-87) 61 (22-83)
T E 40.00 Gender (MF) 37736 4373 1525 317
g e Advanced stage 40 62 53 &0
i (V) (%)
o
= 2000 1PI (%)
Low risk 5l 3 19 kil
L or W risk 2 55 4 44
0.00 : : - . High risk 7 12 17 %
-3.00 -2.00 -1.00 0.00 1.00 CR rate (%) i B8 83
Stromal score 4-year PFS {%} I i vl 54
P=0148 P=0.103
Figure 2. Spearman’s correlation test. Linear regression analysis 4year OF (%) 78 54 8] &7
between microvessel density (MVD) and stromal score, P00 PoUI0G
E GELCAB c
= 10 104
= 2
S o0s
$ 06
-4 =
= 04 by
£ 02 202
= A =
= £ L = P=0.03
E & g FOBM ... ¥ e
2 i} 2 4 [ 8§ 10 122 2 10 z2 4 6 8 10 12
ne Years Years Years
D E F
GELCAB - LLMPP + GELCAB LLMPP + GELCAR
= 10k, <10 = 1.0}
= k0 = 2
508 B 208 =08
206 § 06
e 5
g 0.4 z 0.4
E nez =02
£ | P00z = ;
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Flgure 3. Kaplan-Meler survival analysis according to low and high microvessel density (MVD). (A) Progression-free survival (PFS) and (B)
overall survival (0S) for the LLMPP series, (C) PFS and (D) OS5 for the GELCAB series. (E) PFS and (F) 0S In merged analysis of entire series

{LLMPP and GELCAB).
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Tahlle 3. Summary of multivariate analyses in LLMPP and GELCAB
series.

Progression-free survival

MVD (Les. H) 001 16 0.05 189
IPL(Los. los. Hrisk) 0.1 3l <000l 37
Overall survival
MVD (Lo, H) 0,002 19 04016 24
IPI (Los. Los. Hrisk) 0,003 17 <h0 4T

MVID: microvessel density; TPl International Prognostic fndex; L lowe; | intermrediate; H-
high.

year PES of the series was 62% (95%CI: 52-72%). Patients
with high MVD in the biopsy (Table 2) had shorter PFS
than those with low MVD wvalues (4-year PFS 54 vs, 72%,
respectively; P=0.03) (Figure 3C). After a median follow
up for surviving patients of 3.85 years, 35 patients had
died, with a 4-year OS of 68% (957 CIL: 61-71%). Patients
with high MVD showed significantly shorter OS in com-
parison to those with low MVD (4-year OS5 57% vs, 81%,
respectively; P=0.006) (Figure 3D). A multivariate analysis
was performed for the training sample, including IFI (low
vs. intermediate vs. high risk) and MVD (low vs. high). In
the final model with 111 cases, both IPI(RR 4.74; P<0.001)
and MVD (RR 2.4; P=0.016) maintained independent
prognostic importance for OS (Iable 3). Finally, the
merged analysis of both series, training and validation set,
including 265 patients, is shown in Figure 3E and E
Patients with high MVD had shorter PFS than those with
low MVD values (4-year PFS 50% vs. 68%, respectively;
P=0.003) (Figure 3E). Patients with high MVD showed sig-
nificantly shorter OS in comparison to those with low
MVD (4-year OS5 55% vs. 79%, respectively; P=0.0001)
(Figure 3F).

Discussion

In this study, we have shown that differences in the
blood vessel density of DLBCLs have a consistent relation-
ship with the outcome of patients treated with R-CT.
Patients with a high MVD show a significantly poorer PFS
and OS than those with a low MVD. These results were
evident in two independent series of DLBCL patients
treated with R-CT and maintained their independent
prognostic value in a multivariate analysis. Thus, an
increased MVD was able to discriminate patients with
poor-risk DLBCL independently of the IFI risk groups. The
possibility of recognizing patients who have a significant-
ly worse prognosis due to a highly vascularized tumor can
be useful in the light of the many new antiangiogenic ther
apies which are now available and which can be incorpo-
rated into clinical trials.

Increased MVD has also been described as a negative
prognostic factor in solid tumors but has not been
explored in DLBCL treated with R-CT." The prognostic
value of the MVD in our study agrees with previously
published GEP data on DLBCL.” The gene expression sig-
natures ‘stromal 1" and ‘stromal 2, related to extracellular
matrix and angiogenesis-related genes, respectively, were

T.M. Cardesa-Salzmann et al.

synergistic in predicting survival. These two signatures
were combined into the stromal score and high values of
this score predicted an adwverse clinical outcome.’
Interestingly, the MVD measured in our study showed a
statistically significant correlation with the GEP global
‘stromal score” but not with the individual angiogenesis-
related ‘stromal-2’ signature nor with the CD-31 mRNA
expression levels of each case. The fact that there is no
relationship between the MVD and the ‘stromal-2" signa-
ture, which includes CD-31 mRNA expression amongst
other genes specifically expressed in the endothelium,
suggests that vascular density is not just a direct surrogate
of high expression levels of angiogenesis-associated genes.
It may reflect an integration of the interplay between
angiogenesis-related genes and genes of the ‘stromal-1'
signature involved in the remodeling of the extracellular
matrix that modulate the process of neoangiogenesis in
tumors. In fact, the new blood vessels formed in the tumor
stroma tend to be highly irregular and tortuous.** The
MVD measured in this study may capture these morpho-
logical features of necangiogenesis. These findings sup-
port the idea that MVD may be a surrogate biomarker of
the GEF ‘stromal score’ in DLECL and may help to stratify
these patients according to the biological risk associated
with angiogenesis.

In our study, the ABC-type DLBCLs showed a higher
MVD than tumors with a GCB profile. The ABC-type
DLBECL arises from a post-germinal center B cell that is
blocked during plasmacytic differentiation, whereas the
GCB-type DLBCL subtype arises from a germinal center B
cell. These two types of DLBCL alse differ in their profile
of genetic alterations and dysregulation of molecular path-
ways."™" In particular, the ABC type DLECL shows con-
stitutive activation of NF-kB that may be related to the
presence of mutations in multiple genes regulating this
pathway.”* The NF-kB transcription factor has been asso-
ciated with multiple aspects of angiogenesis by regulating
several genes involved in this process such as VECE, IL-3
and several metalloproteinases, among others™"
Therefore, the higher MVD observed in the ABC-type
DLBCL is concordant with the NFkB activation of these
tumors.

Previous reports have focused on the prognostic value of
angiogenesis in DLBCLs *" In those studies, microvessel
density was evaluated in a semi-quantitative manner and
the immunohistochemical markers differed among stud-
ies.*™" Although different methods were used for evalua-
tion, these papers suggest that bath angiogenesis and lym-
phangioéenesis play a role in lymphomas, including
D‘LECL 10te

We approached the evaluation of angiogenesis in
DLBCL using a computerized imaging system. We chose
CD31, the platelet adhesion molecule PECAMI, for the
immunohistochemical ewvaluation of the microvessels,
since it is one of the genes included in the stromal-2 signa-
ture and because it is expressed both on the vascular and
lymphatic endothelium as opposed to other markers such
as CD34 or FVIII, that are mostly expressed in the vascular
endothelium.” In our study, we have seen that the total
microvascular area rather than the number of vessels per
area determines the outcome of our patients. This
approach captures the biclogical significance of angiogen-
esis in DLBECLs and agrees with experimental studies sug-
gesting that the function of the vasculature is more impor-
tant than the vessel count."*
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In conclusion, the biological insights gained from this

study provide a new perspective for future clinical trials

incorporating antiangiogenics. On the basis of the results
of both the previous GEF study and the current immuno-
histochemical MVD analysis, it is possible to suggest that
the new antiangiogenic therapies may benefit in particular
a subgroup of patients with aggressive DLBCL character-

ized by a high tumor blood vessel density.
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RESUMEN

Los factores bioldgicos que predicen supervivencia en pacientes con LDCG como célula de
origen y “signaturas” estromales fueron descubiertos por estudios de expresidn génica.

El objetivo del estudio fue intentar simular estos hallazgos y crear un nuevo modelo prondstico
bioldgico basado en inmunohistoquimica.

199 pacientes con LDCG de novo tratados con R-CHOP u otras combinaciones de
inmunoquimioterapia (125 en una cohorte de entrenamiento, 74 en una cohorte de
validacién) fueron incluidos en el estudio. A partir de tejido parafinado se construyeron arrays
de tejidos y a cada factor prondstico adverso se le concedié un punto (subtipo no-GCB, SPARC
<5%, densidad microvascular elevada). Este modelo usando los tres marcadores bioldgicos
demostré ser altamente predictivo de supervivencia global y de supervivencia libre de
enfermedad tanto en la cohorte de entrenamiento como en la cohorte de validacion tras
ajustar para el IPI.

Este nuevo modelo identifica a dos grupos de pacientes, uno con una puntuacion bioldgica
baja (0-1) y un prondstico favorable y otro con una puntuacién biolégica elevada (2-3) y
prondstico desfavorable. Este modelo prondstico bioldgico puede usarse conjuntamente con el

IPI para estratificar a pacientes para tratamientos ajustados a su riesgo biolégico.
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A new biologic prognostic model based on immunohistochemistry predicts

survival in patients with diffuse large B-cell lymphoma
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Biologic faciors that predict the survival
of patients with a diffuse large B-cell
lymphoma, such as cell of origin and
stromal signatures, have been discov-
ered by gene expression profiling. We
attempted to simulate these gene expres-
sion profiling findings and create a new
biologic prognostic model based on im-
munohistochemistry. We studied 199 pa-
tients (125 in the training set, 74 in the
validation set) with de novo diffuse large
B-cell lymphoma treated with rituximab

and CHOP (cyclophosphamide, doxorubi-
cin, vincristine, and prednisone) or CHOP-
like therapies, and Immunchistochemical
stains were performed on paraffin-
embedded tissue microarrays. In the
model, 1 point was awarded for each
adverse prognostic factor: nongerminal
center B cell-like subtype, SPARC (se-
creted protein, acidic, and rich In cys-
teine) < 5%, and microvascular density
quartile 4. The model using these 3 blo-
logic markers was highly predictive of

overall survival and event-free survival in
multivariate analysis after adjusting for
the International Prognostic Index in both
the training and validation sets. This new
model delineates 2 groups of patients,
1 with a low biologic score (0-1) and good
survival and the other with a high score
(2-3) and poor survival. This new blologic
prognostic model could be used with the
International Prognostic Index to stratify
patients for novel or risk-adapted thera-
ples. (Blood. 2012;120(11):2290-2296)

Introduction

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) comprises 30%-40% of
all non-Hodgkin lymphoma (NHL) cases in the developed world
and consists of a heterogeneous group of tumors both morphologi-
cally and clinically.! The addition of rituximab to the standard
chemotherapy protocol of CHOP (cyclophosphamide, doxorubicin,
vincristine, and prednisone) has significantly improved the survival
of patients with DLBCL.*7 One of the most important clinical
predictors of survival in these patients is the International Prognos-
tic Index (IPD.% Although some authors have suggested that the TP
has lost predictive power in the rituximab era. it remains a valuable
tool for risk stratification of DLBCL patients. 52

Gene expression profiling (GEP) can also stratify DLBLC
patients into 2 biologic prognostic groups, the germinal center
B cell-like (GCB) and activated B cell-like (ABC) subtypes.!*12
Because genome-wide GEP requires frozen tumor tissue, various
immunohistochemical algorithms have been developed for paraffin-
embedded tissue to reproduce the GEP findings and predict the cell
of origin and survival in DLBCL. One of the most widely accepted
methods is the Hans algorithm which uses antibodies against

CD10, BCL6, and MUML. ™ Several other algorithms have re-
cently been proposed. including the Choi algorithm which has
proven to be a sensitive and specific predictor of cell of origin and
survival.'*® Recently, the cellular composition of the tumor
microenvironment has also been shown to be a powerful predictor
of survival in patients with DLBCL. Lenz et al performed GEP on a
farge series of DLBCL patients treated with rituximab (R —CHOP
and defined 2 important stromal signatures, stromal-1 and stromal-
2.16 The stromal-1 signature reflects extracellular matrix deposition
and histiocyte infiltration, and portends a good prognosis. Meyer et
al recently attempted to reproduce the stromal-1 signature using an
antibody against SPARC (secreted protein. acidic. and rich in
cysleine) lo evaluate expression in stromal cells and histiocytes in
the tumor microenvironment.” They showed that patients with
SPARC positivity in the tumor stroma had a significantly longer
survival than those without significant SPARC expression. The
stromal-2 signature largely reflects angiogenesis and blood vessel
density in the wmor stroma, and portends a poor prognosis.
Cardesa-Salzmann et al recenlly attempted to reproduce the
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stromal-2 signature by measuring microvessel density (MVD) in
DLECL, and found high MVD to be an adverse prognostic factor.'®
Therefore, we attempted to simulate the GEP findings'® and
create a biologic prognostic model (BPM) based on immunohisto-
chemistry that incorporates the cell of origin and surrogates for the
stromal-1 and stromal-2 signatures. This model would potentially
facilitate risk stratification of DLBCL patients for whom only
paraffin-embedded tissue was available for study.

Methods

Patients

Two hundred thirty-five patients with de novo DLBCL treated with
rituximab and CHOP or CHOP-like thernpies were studied by the Leukemia
and Lymphoma Molecular Profiling Project (LLMPP) consortium, and a
training set of 125 patients was derived from this cohort based on the
patients having complete immunohistochemical data (see “Construction of
the prognostic model™). The validation set consisted of 74 patients from the
Nebraska Lymphoma Study Group who were also treated with rituximab
(R} and CHOP or CHOP-like therapies. The total of 199 patients from the
training and validation sets was treated as follows: R-CHOP (166 patients,
#3%); R-CNOP (cyclophosphamide, mitoxantrone, vineristine and predni-
sone; 31 patients, 16%); and R-ESHAP (etoposide. methylpredisolone,
cytarahine, and cisplatin; 2 patients. 1%). The following sites participated in
the study: Nebraska Lymphoma Study Group, Omaha, Nebraska (60 cases);
British Columbia Cancer Agency, Vancouver, British Columbia (51 cases);
Norwegian Radium Hospital, Oslo, Norway (43 cases); University of
Barcelona, Barcelona, Spain (30 cases): Cleveland Clinic Foundation,
Cleveland, Ohio (20 cases); Oregon Health Sciences Center, Portland,
Oregon (14 cases); University of Anzona, Tucson, Arizona (12 cases); and
the University of Witrzburg, Wiirzburg, Germany (5 cases). This study was
approved by the institutional review boards of the respective institutions,
and all patients gave written informed consent in accordance with the
Declaration of Helsinki.

The data used in this study ongisated from 3 previously published
studies517.3% that examined the same cohort of patients. The classification
of DLBCL into GCB and non-GCB subtypes was done by Meyer et al,¥
and expression of SPARC in the tumor microenvironment was evaluated in
2 separate article by Meyer et al.”" Cardesa-Salzmann et al evaluated the
MVD in the same group of patients."

Tissue microarray immunohistochemistry

Hematoxylin and eosin-stained sections from a representative formalin-
fixed, paraffin-embedded tissue block were used to define diagnostic tumor
areas, and | to 3 representative tissue cores, 0L6-1.0 mm in diameter. were
obtained from esch case and insenied into recipient paraffin blocks in a grid
pattern using a tissue arrayer (Beecher Instruments). Paraffin-embedded
sections S-pm thick were then cot and stained according to previously
described procedures with anmtibodies against GCETL. CDI0, BCL#,
MUM]1, FOXPI, CD31, and SPARC (supplemental Table 1, available on
the Blood Web site; see the Supplemental Materials link at the top of the
online article). ™71 The immunaoperoxidase stains, except for CD31, were
performed on either a Benchmark XT (Ventana) or Autostainer Plus
(DAKO). The cutoffs for tumor positivity were 80% for GCET1, MUMI,
and FOXPI, and 30% for CDI0 and BCLG as defined by the Choi
algorithm. ™ The sconng of these antibodies was estimated visually in 10%
increments by 2 authors (A.M.P. and PN.M.). and the DLBCL cases were
classified as either GCB or non-GCE subtype.’® The number of stromal
cells and histiocytes in the tumor microenvironment that expressed SPARC
was also estimated by 2 authors (AM.P. and PN.M.) in each case and
graded in 5% increments. The number of positive cells ranged from
09-30%, and 2 groups were defined: SPARC < 5% and SPARC = 5%.7
The agreement between the 2 scoring authors was 909%. Any discrepancies
were resolved by joint review over a double-headed microscope. Immuno-
peroxidase staining for CD31 was performed according to a previously

BIOLOGIC MODEL INDLBCL = 2201

described method.™ The CD31 stains were performed on an automated
Bond Max immunostainer (Vision BioSystems).

Blood vessel density measurement

The MVD was quantified by analyzing digitalized images of the CD31-
stained tissue microarray cores with Olympus Cell B Basic Imaging
Software. Microvessel areas were defined as vascolar areas delineated by
CD31-positive staining, and the MVD was calculated as the sum of all
microvessel areas (um®) divided by the total area of the core analyred
(wm?). The MVD values were then grouped in quartiles (first quanile:
0-0.00635; second quanile: 0.00635-0.01047; third quartile: 0.01047-
0.01509; fourth quartile: 0.01509-0.08270). The TMAs were independently
scored by 2 observers (T.MUC.-S. and L.C.), and discrepancies were
resolved by joint review over a double-headed microscope.™®

Construction of the prognostic model

Of the 235 cases, only 125 cases with complete immunohistochemical data
were used to form the training set. These 125 cases were compared with the
other 110 cases not used in the analysis to assess whether there were any
clinical differences between the 2 groups, and none were found
{supplemental Table 2). Univariate and multivariate analyses were then
performed on the 25 patiems. Becawse all 3 parameters (Chot
algorithm, SPARC, and MVD) were previously shown to be significant
predictors of survival,"*!™'% they were reevaluated in this cohort and
used to tally a BPM score. One point was awarded for each adverse
progaostic marker: non-GBC subtype, SPARC < 5%, and MVD quartile
4. This BPM was then tested in multivariate analysis after adjusting for
the IPL The BPM was also validated in another multivariate analysis of
74 other patients (validation set} trested with rituximab and CHOP or
CHOP-like therapies by the Nebraska Lymphoma Study Group. The
immunohistochemical studies of the validation set were scored using
lissue microarrays as previously done in the training set. The clinical
characteristics of patients in the training and validation sets were also
compared for any significant differences.

Statistical analysis

The Kaplan-Meier method was used to estimate overal] (08) and event-free
survival (EFS) distnbutions. Overall survival was defined as the ime from
initial diagnosis to death from any cause or last contact. Event-free survival
was defined as the time from initial diagnosis to the date of progression,
relapse, death, or last contact. Patients who were alive and relapse-free at
the time of last follow-up were treated as censored. The log-rank test was
used to compare the survival distributions. The association between the
BPM and certain clinical characteristics including age, sex. performance
score, clinical stage, elevated serum lactate dehydrogenase (LDH),
number of extranodal sites, 1Pl score. and response to initial therapy was
evaluated by using the 2 test or the Fisher exact test for small samples.
Comparison of clinical characteristics between the training and the
validation sets was evaluated using 7 tests. Cox regression analysis was
used to compare prognostic factors in multivanate analysis after
adjusting for the IPL Model fit of the Cox regression models was
examined using vanous residual plots, and it was determined that there
was no serious lack of fit of the models.

Validation of the BPM was assessed using discrimination and calibra-
tion information. Discrimination of the model was measured with the
concordance index where, in a randomly selected pair of patients, if the
patient with the worse outcome (ie, dies or has the event first) has the worse
predicted outcome by the model, then the resull is said to be concordant. A
random prediction would result in a concordance index of 0.3 and perfect
prediction results in an index of 1.0. The concordance index with a
05% confidence interval (CI) is calculated for the both the training and
validation sets for OS and EFS using the SAS macro SurvCsTD by the
method of Kremers." Calibration of the model was assessed by comparing
the predicted probability of survival from the training set to the observed
probability of survival from the validation set along with 95% Cls. The
survival probabilities were compared for both (S and EFS at 1-, 2-, 3-, and
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Table 1. Univariate analysis of the three biologic factors and the IPI
in the fraining set of patients with DLBCL

Overall survival Eveni-free survival
Hazard Hazard
ratio  95% Cl P ratio  95% Gl P

Choi algorithm

GCB 1.0 003G 1.0 o021

Mon-GCRB 25 1349 24 1.3-41
SPARCH calls

=5% 10 0148 1.0 D41

<H% 21 1.1-38 17 1.0-3.0
Microvascular density

Quartiles 1-3 1.0 0013 1.0 o011

Quartila 2 27 1450 25 14-43
1P score

Low {0-2) 1.0 0023 1.0 ot

High {3-5) 29 1558 232 1.2-4.0

IP! indicates Intemational Prognostic Index; DLBCL, diffuse large B-cell lym-
phoma; Cl, confidence interval; GCE, germinal center B call-dike; and SPARC,
secretad protein, acidic, and rich in cystaine.

S-year time points for the combined groups vsing the biologic prognostic
model score. The analysis was conducted with SAS software (SAS Institute
Inc). P values less than .03 were considered statistically significant,

BLOOD, 13 SEPTEMBER 2012 + VOLUME 120, NUMBER 11

Results

The training set included 125 patients with complete immunohisto-
chemical data, including 70 (56%) men and 55 (44%) women
(supplemental Table 2). The median age of the patients was
62.6 years (range, 22-92 years), and 57 patients (46%) were
younger than 60 years of age. Al the time of analysis, 83 patients
were alive and 42 had died. The median follow-up of the surviving
patients is 3.8 years (range, (.3-11.3 years).

Univariate analysis of the prognostic factors in this cohort
showed that the Choi algorithm, SPARC expression, MVD, and the
IPI were all significant predictors of OS and EFS (Table 1: Figure
1). Multivariate analysis showed that SPARC, MVD, and the IPI
were independent predictors of O8, whereas the Choi algonithm
was a borderline predictor (P = .056). The Choi algorithm, MVD,
and the IPI were also independent predictors of the EFS, whereas
SPARC was a borderline predictor (P = .068; Table 2).

Because the Choi algorithm, SPARC, and MVD were all shown
to be independent predictors of survival, they were used to create a
BPM score by awarding | point for each adverse prognostic
marker; 4 survival curves were generated corresponding to scores
of 0. 1, 2. and 3 (Figure 2A-B). The curves were compared 0 assess
the differences in survival between the groups and there was no
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Table 2. Multivariate analysis of the 3 biologic factors and the IP1 in
the training set of patients with DLBCL

BIOLOGICMODEL INDLBCL 2203

Tabie 3. Clinical features of patients with DLBCL in the training set
of the biologic prognostic model

Owerall survival Event-free survival

Hazard Hazard
ratio  05% Cl P ratio  95% Cl P

Choi algorithm

Mon-GCE 21 1.044 056 20 1.1-3.0 033
SPARCt cells

<5% 2z 11-45 03 18 1.0-32 088
Microvascular density

Quartils 4 28 1.4-58 0043 28 1450 .D028
1P| score

High {3-5) 26 1.352 0066 2.0 1136 027

IPI indicates Intemational Prognostic Index; DLBCL, diffuse large B-cell lym-
phoma; Cl, confidence interval; GCB, germinal center B-cell-like; and SPARC,
socreted protein, acidic, and rich in cystene.

significant difference in OS or EFS between the 2 groups with low
{0, 1) scores (P = 52 and .13, respectively). The same was true for
the 2 groups with high (2, 3) scores (P = .14 and 41, respectively).
Based on these results, 2 prognostic groups were formed, group (-1
{n = 75) and group 2-3 (n = 5(), and compared to assess whether
there were any clinical differences between these 2 groups (Table
3). The only significant difference between the 2 groups was a
higher proportion of patients with advanced-stage disease in group
2-3. The new BPM using the 3 factors was highly predictive of OS
(P = 0001) and EFS (P < 0001) in multivariate analysis afier
adjusting for the IP1 (Table 4). and patients with low (0-1) BPM
scores had significantly better survival than those with the high
(2-3) scores (Figure 2C-D).

The validation set included 74 patients with complete immuno-
histochemical data. There were 42 (57%) men and 32 (43%)
women, and the median age was 63 years (range, 19-80 years). At
the time of analysis, 48 patients were alive and 26 had died. The

Group0-1, N =75 Group 2-3, N = 50

n % n % P
Mala 43 57 37 54 |
Age.y
=60 38 51 12 38 A8
=60 i 40 9 a2
Stage
1l 40 a6 15 33 012
(11 3t 44 31 a7
Missing 4 4
No. of extranodal sites
=2 56 a0 34 v 064
=2 ] 10 10 23
Missing 13 ;]
Serum LDH
Normal az 49 7 40 a7
Elevated 2] 51 a5 50
Missing 10 g
Performance score
=70 60 85 34 T4 a1
=70 10 14 iz 26
Missing 5 4
1Pl score
Low, -2 45 73 29 a7 I |
High, 3-5 17 27 18 43
Missing 13 ]
Response to initial therapy
Complete responss 80 a8 32 a0 25
Partial response 5 7 2 5
Stable disease 2 3 4 10
Progressive disease 1 2 2 5
Missing 7 10

DLBCL indicates diffuse large B-gsll lymphoma; LDH, lactate dehydrogenase;
and IPl, International Prognostic index.
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Table 4. Multivariate analysis of the BPM in the training and the
validation sets of patients with DLBCL

Owverall survival Event-fraa survival
Hazard Hazard
ratio 95% Cl P ratio  95% Cl P

Training set

BPM score 2-3 413 2180 0001 36 1866 = 000

Pl score 3-5 27 1353 0052 1138 .8
Validation set

BPM scors 2-3 5.3 23123 0002 35 1774 _ooaa

IPl score 3-5 35 1878 0026 26 1254 01

EPM indicates biologic prognostic model; DLBCL, diffuse large B-coll lymphoma;
Cl, confidence interval; and IP1, Infematicnal Prognostic Index.

median follow-up of the surviving patients is 7.9 years (range,
1.4-12 years). There were no significant differences in the clinical
characteristics of the training and the validation sets. Similar to the
training sel, the BMP was highly predictive of OS (P = .0002) and
EFS (P = .0008) in multivariate analysis after adjusting for the IPI
(Table 4), and patients with low (0-1) BPM scores had significantly
better survival than those with the high (2-3) scores (Figure 2E-F).

Patients in the training and validation sets were combined into
1 eohort and then divided into 3 prognostic groups according to [PT
scores: low risk (0-1), intermediate risk (2-3), and high risk (4-5).
The BPM was highly predictive of OS and EFS in both the low-risk
and intermediate-risk IPI groups (Figure 3). This survival analysis
was nol done for the high-risk IPI group because of the small
number of patients (N = 15).

The biologic prognostic model validation showed good concor-
dance in both the training and validation datasets. The concordance
index for the training set was 0.75 (95% CL: 0.67-0.83) for OS and
(172 (95% CIL: 0.65-0.79) for EFS. The concordance index for the
validation set was 0.73 (95% CI: 0.62-0.84) for OS and 0.69 (95%
CI: 0.59-0.78) for EFS. Calibration of the data showed excellent
agreement between the predicted probability and the observed
probability for OS in the 0-1 risk group in the validation set
(supplemental Table 3). There was also good agreement belween
the predicted and observed probability for OS in the 2-3 risk group,
with the 93% confidence intervals for the observed probability
containing the predicted probabilities. The EFS data also showed
good agreement between predicted and observed probabilities for
each group at each time point.

>
w
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Discussion

Diffuse large B-cell lymphoma is a biologically helerogencous
disease which is reflected in the varied response to therapy and
survival of individual patients. The IPI is the most widely used
prognosticator in DLBCL, yet patients with the same IPI score may
have quite different responses to treatment and survival outcomes.
Prediction of the outcome of patients with DLBCL is important for
multiple reasons including the selection of the best initial therapy,
enrollment in clinical trials, and evalvation of novel therapeutic
agents. 0

Gene expression profiling stodies have identified 2 biologic and
prognostic subtypes of DLBCL based on the cell of origin, the
GCB and ABC subtypes.!™2 More recently, GEP has also defined
2 prognostic signatures in the tumor microenvironment of DLBCL,
stromal-1 and stromal-2."* The stromal-1 signature predicts a
favorable outcome and reflects extracellular matrix deposition and
histiocyte infiltration. In contrast, the stromal-2 signature carres a
poor prognosis and reflects angiogenesis and blood vessel density
in the tumor stroma. We attempted to reproduce these GEP findings
using paraffin-embedded tissue from DLBCL patients treated with
standard immunochemotherapy.

In this study. we used data from 3 previously published studies
of a cohort of DLBCL patients treated with rituximab and CHOP or
CHOP-like regimens.'>'71® Meyer et al'® classified the cases of
DLBCL into GCB and non-GCB subtypes using the Choi algo-
rithm.'* In a separate study, Meyer et &l examined the expression of
SPARC in the umor microenvironment in an attempt to simulate a
stromal-1 signature.” SPARC is a glycoprotein expressed in a
variety of normal cells, including a specific population of macro-
phages associated with tissue injury or certain tumors.?! They
found that high SPARC expression by cells in the microenviron-
ment of DLBCL, specifically macrophages and fibroblasts, por-
tends a good prognosis.”’ Concurrently, Cardesa-Salzmann et al
attempted to simulate the stromal-2 signature in the same cohort of
patients by measuring the MVD.!® They used an antibody against
CD31 (PECAMI} to stain the tumor vessels because this was one
of the genes included in the stromal-2 signature originally de-
scribed by Lenz et al.!® This was the first study in the rituximab era
to look at MVD in DLBCL. with high MVD predicting a poor
clinical outcome. '#
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Figure 3. Survival analyses of patients with DLBCL
according to biologic prognostic model score in the

1Pl groups. Overall and event-free survival in the
(A-B) low and {C-D) intermediate |P| groups.
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One hundred twenty-five patients from this cohort with com-
plete immunohistochemical data were used in our study to form the
training set of patients. Univariate analysis of these patients
showed that the cell of origin, SPARC expression, MVD, and the
IPI were all significant predictors of survival, and multivarniate
analysis demonstrated that all 4 factors were also independent
predictors of survival. Based on these results, we constructed a
BPFM using the 3 factors derived from immunohistochemistry done
on paraffin-embedded tissue. One point was awarded for each
adverse prognostic factor (non-GCB subtype, SPARC < 5%, and
MVD quartile 4) and survival curves were generated for scores of
0. 1, 2, and 3. Because the curves for scores of 0 and 1 overlapped,
and the curves for scores of 2 and 3 also overlapped, they were
grouped together, respectively, and 2 prognostic groups were
formed: group 0-1 and group 2-3. The BPM was then tested in a
multivariate analysis and was found to be highly predictive of both
05 and EFS after adjusting for the IPL. We found that patients with
a low BPM score (0-1) had asignificantly better survival than those
with a high BPM score (2-3). The BFM was then validated by
multivariate analysis of a separate set of 74 patients, and was again
predictive of OS and EFS after adjusting for the IPL. Furthermore,
the BPM was highly predictive of OS and EFS in the low-risk (0-1)
and intermediate-risk (2-3) IP1 groups when the training and
validation sets were combined, identifying patients with more
agpressive disease within each of these clinical groups.

Multiple individual biomarkers, as well as prognostic models,
have been evaluated in patients with DLBCL using different
technigues. Some of the models are based on mRNA expression by
GEP or by RT-PCR technology, and provide a quantilative measure-
ment of gene expression.” These techniques are highly accurate
and predictive of outcome, bul are impractical for routine use
because they are expensive, nol generally available, and usually
require fresh or cryopreserved tumor tissue. However, Malumbres
et al® have created a paraffin-based, 6-gene prognostic model in
R-CHOP-treated DLBCL patients using RT-PCR. The genes they
used included LMO2, BCLG, FNI, CCND2, SCYA3, and BCL2. and
their model divided patients into low- and high-nisk groups based
on a mortality predictor score that was independent of the IPL
Another study analyzed the expression of 36 genes with the
ArrayPlate assay in CHOP- and R-CHOP—treated DLBCL patients
using formalin-fixed tissue.™ The best prognostic model in their
study was a 2-variable model using the MYC and HLA-DR genes.
This model was also shown to be complementary to the IPI in
stratifying patients with regard to prognosis. Recently, Alizadeh et
al proposed a 2-gene model based on the expression of LMO2 and
the tumor microenvironment marker TNFRSF9 in patients with
DLBCL.? This study used the quantitative real-time PCR and was
performed on formalin-fixed tissue. The 2-gene model was an
independent predictor of survival in multivariate analysis. How-
ever, none of the lechnologies used in these models are simple to
use¢ or commercially available. In contrast, our method using
immunchistochemistry performed on paraffin-embedded tissue
offers another approach to evaluate the prognosis of DLBCL
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patients. Immunostaining is inexpensive, simple to perform, and
routine in most clinical laboratories. However, each of these new
BPMs will need to be validated in prospective trials in the future.
One potential challenge for our model is the use of multple
antibodies with different cutoffs which could lead to increased
variability in interobserver scoring. However, with the trend toward
personalized therapy of hematolymphoid neoplasms, incorporation
of multiple markers to prognostic panels is to be expected.

Our BPM based on tissue immunohistochemistry is the first
model in the rituximab era to combine the cell-of-origin and
stromal signatures into 1 prognostic score. Although the reproduc-
ibility of immunohistochemical stains and algorithms has been
questioned in the literature, in our experience, the Choi algorithm
and SPARC immunohistochemical stains are easy to score and
highly reproducible > Furthermore, we have previously demon-
strated the reproducibility of the Choi algorithm !4 Although
microvessel density assessment by image analysis is not currently
available in most laboratories. as with all new technologies in
medicine, it is critical to evaluate the potential contribution of
image analysis in advancing our diagnostic and prognostic capabili-
ties. As image analysis becomes more widely available, patholo-
gists would have the option of performing or outsourcing this
ancillary study, as is routinely done with other laboratory tests.
Moreover, with the imminent onset of virtual microscopy imaging,
access o these analytical wols will inevitably become more
widespread in academic and tertiary care institutions, Therefore, in
the future, our biologic prognostic model could be uvsed in
conjunction with the IPI o stratify patients in clinical trials for
novel or risk-adapied therapies.
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IV_DISCUSION

Los trabajos que integran esta tesis han permitido profundizar en la evaluacién y validacion
mediante estudios inmunohistoquimicos de las “signaturas” estromales obtenidas a partir de
los estudios de expresidn génica en LDCG.

En el primer trabajo titulado “La densidad de microvasos elevada determina un
prondstico desfavorable en pacientes con LDCG tratados con rituximab mas quimioterapia”
demostramos que diferencias en la densidad vascular tisular de LDCG guardan una relacidn
consistente con el pronéstico de pacientes tratados con inmunoquimioterapia. Los pacientes
con una alta densidad de microvasos presentan una supervivencia libre de progresién vy
supervivencia global significativamente peores a los pacientes con baja densidad de
microvasos a nivel tumoral. Estos resultados fueron evidentes en dos series independientes de
LDCG tratados con rituximab mds quimioterapia y mantuvieron su valor prondstico
independiente en el andlisis multivariante. Una densidad microvasular elevada es capaz de
discriminar a pacientes de mal prondstico de forma independiente al IPl. La posibilidad de
identificar a pacientes con un prondstico significativamente peor por presentar un LDCG
altamente vascularizado puede ser util, dada la existencia de multiples terapias
antiangiogénicas que se estan evaluando en el marco de ensayos clinicos.

Una alta densidad de microvasos también se ha descrito como factor prondstico negativo en
pacientes con tumores sdélidos, pero hasta ahora no se habia descrito como factor prondstico
desfavorable en LDCG tratado con rituximab mas quimioterapia. (Mucci 2009) El valor
prondstico de la densidad de microvasos en nuestro estudio estd en consonancia con los
resultados publicados previamente a partir de estudios de expresién génica. (Lenz 2008)

Las “signaturas” de expresion génica “estromal tipo-1” y “estromal tipo-2”, relacionadas con
genes involucrados en la remodelacion de la matriz extracelular y en angiogénesis,

respectivamente, fueron sinérgicos en predecir supervivencia. Estas dos “signaturas” fueron

I “« IM

combinadas en el “score estromal” (resta de “estromal-2” menos “estromal-1") para predecir

supervivencia, siendo predictivos de supervivencia baja los valores elevados del “score

estromal”. Un aspecto a destacar es que la densidad de microvasos en nuestro estudio

I “« IM

demostré una relacidn estadisticamente significativa con el “score estromal” pero no con la

” u

“signatura” “estromal tipo-2” ni con los niveles de m-RNA de CD31 para cada uno de los casos.

” u

El hecho de que no exista relacion entre la densidad de microvasos y la “signatura” “estromal
tipo- 2”, que incluye expresién de CD31, sugiere que la densidad vascular no solo es resultado
directo de la expresidn elevada de genes relacionados con angiogénesis, sino que refleja una

integracion de la interrelacidn existente entre la expresion de genes relacionados con
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angiogénesis y de genes de la “signatura” “estromal tipo-1”, implicados en la remodelacion de
la matriz extracelular, que modula el proceso de neoangiogénesis tumoral. Estos hallazgos
refuerzan la hipétesis de que la densidad microvascular es un marcador del “score estromal”
en LDCG y puede ayudar a estratificar a estos pacientes de acuerdo a su riesgo bioldgico
relacionado con angiogénesis.

En nuestro estudio, el subtipo ABC, clasificado de acuerdo a resultados de estudios de
expresion génica, presentaba una mayor densidad de microvasos que los tumores con un perfil
GCG. Estos dos tipos de LDCG difieren en sus mecanismos moleculares patogénicos, con
diferencias en sus alteraciones genéticas y en las vias moleculares disreguladas. (Bea 2005)
(Davis 2010) (Rosenwald 2002) (Tagawa 2005) El subtipo ABC presenta una activacion
constitutiva de la via de NF-kB, que se asocia con multiples vias implicadas en angiogénesis,
regulando genes como VEGF, IL-8 y multiples metaloproteinasas. (Huang 2001) (Popov 2006)
(Tabruyn 2008) Por ello, la densidad de microvasos mas elevada observada en el subtipo ABC
es concordante con la relacion existente entre la activacion de via de NFkB en este subtipo y la
estimulacién de la angiogénesis.

Publicaciones previas han reportado el valor prondstico de la angiogénesis en LDCG. (Ganjoo
2009) (Gratzinger 2008) En dichos estudios, la densidad microvascular se evalué de forma
semicuantitativa y los marcadores inmunohistoquimicos diferian entre los diferentes estudios.
(Jorgensen 2007) (Gratzinger 2008) (Ganjoo 2009) Mdiltiples publicaciones, aunque con
metodologias diferentes, sugieren que tanto la angiogénesis como la linfangiogénesis tienen
un papel prondstico en los linfomas no Hodgkin, incluyendo el LDCG. (Farinha 2010) (Taskinen
2010) (Gratzinger 2008) (Gratzinger 2010) (Pazgal 2007)

En este estudio la evaluacion de la angiogénesis en LDCG se realizé mediante un sistema de
evaluacidon de imagen computarizado. La medicion de la densidad microvascular estd en
consonancia con estudios experimentales que demuestran que a nivel funcional la densidad
microvascular es mas importante que el recuento de vasos totales. (Jain 2003)

Para la tincion inmunohistoquimica de los microvasos se escogié CD31, el factor de adhesion
plaguetar PECAM1, uno de los genes incluidos en la signatura estromal que se expresa tanto
en el endotelio vascular como linfatico, a diferencia de otros marcadores vasculares como
CD34 vy FVIII, que se expresan predominantemente en el endotelio vascular. (llan 2003)

En resumen, basado en los resultados de los estudios de expresidn génica y del andlisis de
microvasos mediante inmunohistoquimica, se puede sugerir que nuevas terapias
antiangiogénicas pueden beneficiar a un subgrupo de pacientes con LDCG agresivo, con una

alta densidad de microvasos.
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En el segundo trabajo, titulado “Nuevo modelo bioldgico prondstico basado en
inmunohistoquimica que predice supervivencia en pacientes con LDCG”, el objetivo fue
reproducir mediante inmunohistoquimica los subtipos bioldgicos y las “signaturas” estromales
de valor prondstico identificados en estudios de expresidon génica. (Alizadeh, 2002) (Lenz
2008). Se usaron datos de tres estudios previamente publicados de cohortes de pacientes con
LDCG tratados con R-CHOP. (Meyer 2011) (Meyer 2011) (Cardesa-Salzmann 2011): La
prediccién de grupo GCB versus ABC de acuerdo a estudios de expresidn génica basado en el
algoritmo inmunohistoquimico de Choi (Meyer 2011), la expresién de SPARC en el
microambiente tumoral como marcador de la signatura estromal tipo-1 y la densidad
microvascular como indicador de mal pronéstico asociado a un score elevado de la “signatura”

estromal tipo-2.

SPARC es una glicoproteina expresada en una variedad de células normales,
incluyendo una poblacidon especifica de macrdofagos asociados a lesidn tisular y también
presente en algunos tumores. (Arnold 2009) La expresion elevada de SPARC en células del
microambiente del LDCG, especificamente en macréfagos y fibroblastos, confiere un
prondstico favorable. En la misma serie de pacientes con LDCG tratados con
inmunoquimioterapia se evalud la densidad microvascular CD31 (+) como marcador de la
signatura estromal tipo-2. 125 casos de pacientes con LDCG tratados con R-CHOP se incluyeron
como cohorte de entrenamiento. El andlisis univariante demostrd que la célula de origen, los
niveles de expresiéon de SPARC, la densidad de microvasos asi como el IPl fueron todos
predictores significativos de supervivencia y el andlisis multivariante demostré que los cuatro
factores también fueron todos ellos predictores independientes de supervivencia. Basado en
los resultados con estos tres elementos, se construyd un modelo de prediccion bioldgica
basado en inmunohistoquimica en tejido parafinado. A cada factor prondstico adverso
(subtipo no-GCB, SPARC < 5% y densidad microvascular elevada) se le adjudicé un punto,
generando curvas de supervivencia para las puntuaciones 0, 1, 2 y 3. Dado que las curvas de 0
y 1y de 2y 3 se sobreponian, se agruparon, quedando dos grupos prondsticos formados por 0-
1y 2-3. Este score fue testado en un andlisis multivariante y resulté ser fuertemente predictivo
de supervivencia global y libre de eventos tras ajustarse al IPI. Los pacientes con score bajo (0-
1) presentan una supervivencia significativamente mas alta que aquellos con un score
bioldgico elevado (2-3). Este sistema de puntacidon biolégico se validé mediante analisis
multivariante en una cohorte independiente de 74 pacientes y fue nuevamente predictivo de

supervivencia global y libre de enfermedad tras ajustarse al IPI.
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Adicionalmente, el sistema de puntuacién bioldgico fue altamente predictivo de supervivencia
global y libre de enfermedad en los grupos IPI de bajo riesgo (0-1) y de riesgo intermedio (2-3),
identificando a pacientes con enfermedad agresiva dentro de estos grupos clinicos.

Mudltiples marcadores prondsticos han sido evaluados en pacientes con LDCG mediante
diversas técnicas. Algunos de los modelos se basan en expresion de mRNA mediante estudios
de expresién génica o mediante RT-PCR, son altamente fiables para predecir supervivencia,
pero son caros, requieren tejido en fresco o criopreservado y no son practicos para el uso
rutinario. Mediante RT-PCR, extrayendo m-RNA de tejido parafinado de LDCG de pacientes
tratados con R.CHOP (Malumbres 2008), se ha creado un modelo prondstico basado en 6
genes (LMO2, BCL6, FN1, CCND2, SCYA3, y BCL2) que divide a los pacientes en grupos de bajo y
alto riesgo de forma independiente al IPI. Otro estudio analizé la expresion de 36 genes con un
ensayo ArrayPlate en muestras parafinadas de pacientes tratados con CHOP y R-CHOP. (Rimsza
2008) El mejor modelo pronéstico en su estudio fue un modelo con dos variables usando los
genes MYC y HLA-DR, que demostré ser complementario al IPI en la estratificacién prondstica
de los pacientes. En otro trabajo se propone un modelo prondstico basado en la expresion de
dos genes (LMO2 y TNFRSF9) (Alizadeh 2011) mediante RT-PCR a partir de tejido parafinado.
No obstante, estos métodos no son universalmente asequibles ni simples.

El modelo predictor biolégico basado en inmunohistoquimica ofrece una herramienta barata y
simple para evaluar de rutina el prondstico de los pacientes con LDCG en la mayoria de los
laboratorios clinicos. Una potencial dificultad para el uso del modelo predictor bioldgico es el
uso de multiples anticuerpos con diferentes puntos de corte que podrian conducir a una
elevada variabilidad interobservador.

Sin embargo, la incorporacién rutinaria de multiples marcadores prondsticos en la evaluacion
de los tumores hematopoyéticos es esperable. El modelo prondstico biolégico creado es el
primero en incorporar la célula de origen y las “signaturas” estromales. La clasificacién de
grupos segun célula de origen fue validada (Choi 2009), aunque en otras publicaciones mas
recientes la clasificacion de grupos de Choi asi como también otras clasificaciones de grupo no
se correlacionan de forma adecuada con los resultados de subgrupos basados en estudios de
expresion génica (Gutierrez-Garcia, 2011). La evaluaciéon de la densidad de microvasos
mediante analisis de imagen no es actualmente una técnica disponible en la mayoria de los
laboratorios, aunque el andlisis de imagen computarizado se esta extendiendo vy podria ser
mas accesible en centros académicos y terciarios un futuro préximo.

Por ello, en el futuro, este modelo prondstico biolégico podria ser usado en conjuncidn con el
IPI para estratificar a pacientes para su inclusidon en ensayos clinicos con farmacos nuevos o

para tratamientos acordes a su grupo de riesgo.
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V_ CONCLUSIONES

1. La densidad de microvasos CD31 (+) en LDCG de novo tratados con

inmunoquimioterapia tiene valor prondstico.

a.

La densidad de microvasos CD31 (+) elevada confiere un peor prondstico de
supervivencia global y de supervivencia libre de eventos.

Estos resultados mantienen su valor prondstico independiente al IPI.

El valor prondstico de la densidad de microvasos ha sido confirmado en tres
series independientes de pacientes con LDCG tratados con rituximab mas
quimioterapia.

Los conocimientos obtenidos de estos estudios sugieren un beneficio de
tratamientos antiangiogénicos para pacientes con LDCG con alta densidad de

microvasos.

2. La densidad de microvasos CD31 (+) en LDCG de novo tratados con R-CHOP se

correlaciona con el “score estromal” de las “signaturas” de expresion génica.

La densidad de microvasos en nuestro estudio ha demostrado una relacién

estadisticamente significativa con el “score estromal” pero no con la

” u

“signatura” “estromal tipo-2” ni con los niveles de m-RNA de CD31 para cada

uno de los casos. El hecho de que no exista relacion entre la densidad de

” u

microvasos y la “signatura” “estromal tipo- 2”, que incluye expresién de CD31,

sugiere que la densidad vascular no solo es resultado directo de la expresién
elevada de genes relacionados con angiogénesis, sino que refleja una

integracion de la interrelacién existente entre la expresién de genes

n u

relacionados con angiogénesis y de genes de la “signatura” “estromal tipo-1”,

implicados en la remodelacion de la matriz extracelular, que modula el proceso

de neoangiogénesis tumoral. Estos hallazgos refuerzan la hipdtesis de que la

densidad microvascular es un marcador del “score estromal” en LDCG y puede

ayudar a estratificar a estos pacientes de acuerdo a su riesgo bioldgico.

3. El subtipo ABC, clasificado por estudios de expresién génica, presenta una mayor

densidad de microvasos que los tumores con un perfil GCG. La densidad de microvasos

mas elevada observada en el subtipo ABC concuerda con la relacién existente entre la

activacion de via de NFkB en este subtipo y la estimulacidn de la angiogénesis.
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4. La medicion de la densidad de microvasos CD31 (+) en TMAs de LDCG mediante un

sistema de evaluacidn de imagen computarizado es un método de cuantificacion de

densidad vascular objetivo para LDCG.

Los resultados de densidad de microvasos en TMAs de LDCG se correlacionan
de forma estadisticamente significativa con la densidad de microvasos en
secciones completas de tejidos y también con el “score estromal” de los
estudios de expresidon génica.

El valor prondstico de la densidad de microvasos CD31 (+) evaluado en TMAs
mediante un sistema de evaluacién de imagen computarizado se ha validado

en tres series independientes.

5. EI modelo prondstico biolégico, basado en factores prondsticos adversos

independientes al IPI (subtipo no-GCB, SPARC < 5% y densidad microvascular elevada),

permite identificar mediante inmunohistoquimica a pacientes con enfermedad

agresiva dentro de los diferentes grupos clinicos.

a.

El modelo prondstico bioldgico estd validado en dos cohortes independientes
de pacientes.

Este modelo predictor ofrece una herramienta barata y simple para evaluar de
rutina el prondstico de los pacientes con LDCG en la mayoria de los
laboratorios clinicos. Por ello, en un futuro, este modelo prondstico bioldgico
podria ser usado en conjuncidn con el IPIl para estratificar a pacientes para su
inclusién en ensayos clinicos con farmacos nuevos o para tratamientos

acordes a su grupo de riesgo.
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Tabla1

Subtipos de LDCG

LDCG rico en células T/histiocitos

LDCG primario del SNC

LDCG primario cutaneo de extremidades

LDCG EBV positivo de los ancianos

Variantes morfolégicas comunes

Centroblastico

Inmunoblastico

Anaplasico

Subgrupos inmunohistoquimicos

LDCG CD5(+)

LDCG tipo célula B del centro germinal

(GCB)

LDCG no-GCB

Subgrupos moleculares

LDCG tipo célula B del centro germinal

(GCB)

LDCG tipo célula B activada (ABC)
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Tabla 2

Nuevos agentes biologicos en LDCG con su mecanismo de accion y subgrupo de accion

preferencial

Farmaco Mecanismo de accién Subgrupo de accion
preferencial
Bortezomib NF-kB ABC
Fostamatinib Syk ABC
Ibrutinib (PCI-32765) BTK ABC
Cal-101 PI3K ABC
Enzastaurin PKC ABC
Navitoclax (ABT-263) and | Bcl2 GCB
ABT-737
EZH2 inhibitors EZH2 GCB
Bevacizumab VEGF Estromal-2

Lenalidomide

Angiogenesis, NF-kB

Estromal-2, ABC
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Tabla 3

Factores prondsticos moleculares en pacientes tratados con R-CHOP

Marcador molecular

Impacto prondstico

BCL2 Adverso (LDCG tipo GCB)

MYC Adverso (en conjuncidn con BCL2)
LMO2 Favorable

p53 mutado Adverso

VEGFR2 Adverso

HIF-1 Favorable

Ki-67 Adverso

p21 Favorable

Densidad de microvasos elevada Adverso

CD5 Adverso




