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Actualizacion en Linfomas

0

 Impacto de las nueva Clasificacion de la OMS 2009
 Nuevas lineas: miRNA y linfomas

* Investigacion molecular: Arrays de ADN

« Linfomas y citopatologia:

* Nuevas téecnicas: Citometria de flujo

www.quiron.es

« ¢Hay lugar parala PAAF?

« Conclusiones
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PARADIGMAS DEL HEMATOPATOLOGO EN 2011

 Certeza 1: Igual que nacemos, es seguro que moriremos algun dia
 Certeza 2: Algun dia caeremos en las redes del amor

« Certeza 3: Aunque opongamos una tenaz resistencia, pagaremos
Impuestos

e Certeza 4: La clasificacion de los linfomas va a cambiar.

www.quiron.es

Ortiz Hidalgo, C. Patologia 2009; 47: 1.
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CLASIFICACION OMS 2008

)

« Linfomas B:

— 36 entidades (6 provisionales:
variantes de LDCGB y pediatricos)

« Linfomas T:
— 23 entidades (4 provisionales)

« SLP post-transplante:
— 6 entidades

. www.quiron.es

« Linfoma de Hodgkin
— 5 subtipos
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CLASIFICACION OMS 2008

« Entidades provisionales limitrofes: “Linfomas de la zona gris”

— LDCGB-LHC:
« Borderline LH-Linfoma Primario B mediastinico
» Varones, agresividad clinica

— LDCGB-LB:
« Agresivos
» Criterios incompletos para Burkitt
» Alteraciones en MYC Yy bcl-2

* Proliferaciones clonales / lesiones in situ e indolentes

— Expansiones clonales T o B sin progresion
» Alteraciones genéticas en sujetos sanos: t(14;18), bcr-abl,
» Proliferaciones foliculares clonales en nifios
« Linfoma folicular y marginal pediétrico
« Linfomas in situ: folicular y manto.
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CLASIFICACION OMS 2008

« Entidades con fuerte correlacion clinica: localizaciéon anatomica, edad
— Linfoma folicular duodenal
— Linfomas de células B maduras pediatricos: folicular y marginal
— Linfomas esplénicos

— Subtipos de LDCGB:
* Linfoma cutaneo primario tipo pierna
« LCG-B del SNC
- LDCGB asociado alaedad (EBV)

« Otros aspectos de interes:
— Subclasificacion citogenética en linfoma B linfoblastico
— Gradacion del linfoma folicular

— Distincion fenotipica del LDCGB
* Subtipo centrogerminal: CD10, bcl-6
» Subtipo de célula B activada: MUM-1, CD138

| QUIRON
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NUEVA CLASIFICACION OMS 2008

)

DEFINCION DE ENTIDADES
— Base clinica

— Base histologica

— Inmunofenotipo

— Genética

« PUNTOS DE MEJORA:

— Heterogeneidad clinica en algunas
entidades: LLC, LDCGB, LAM

— Consenso en factores prondsticos

— Adaptacion al progreso en
conocimientos sobre patogenia

. www.quiron.es
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PATOGENIA: PERFILES DE EXPRESION GENICA

Linfoma Difuso de Células Grandes B:

Caracteristicas Bioldgicas

Comportamiento clinico

R1IT8GHQPCO5 Rev.2

Alizadeh AA et al. Nature 2000; 403: 503

UL | Univenidad
Europea
de Madrid

0
(b}
c
o
>
O
a - - — -
P S All patients__ . 1.04 All patients 1.0-Low.clinical risk patients
GC B-like DLBCL Activated B-like DLBCL o 1 GC B-like
e~ T+, GG Blike g, Sinical riek L
2 ~L - 2 = ] 14 patients, 3 deaths
] y, 19 patients, 6 deaths =1 24 patients, 9. deaths 5 1
T 0544 @ 0.5 & .57 PAUCNLS, D dealh @ 0.5efessssdmusrannsnnanrasanseene
o & -8 ‘8 Activated B-like
a . - o . - o 10 patients, 6 deaths
—— ‘\\ﬁco“‘itf'd B-like High clinical risk P
e 21 patients, 16 deaths 14 patients, 11 deaths
AT DONLOOTOOUANNDNALTD DO r AN ON OO OANNOT - OANO = D ©
FAOANNTrrONIrNONOD, . HONOANNOrTANrONNNTO - >FrOONOT — X I O P=0.01 P =0.002 P=0.05
OO 0000000 T0000000EOO0000000009000000 ITO00003 000 0.0 | S S S | 0.0 T T T 1 0.0 T T
PRI APPRRO RO ERRR PR RRRRR PR RRRRRRIRRS
I R S B R SR 94444_14_1444_1444_14_1484444446444 0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
9988989882999999 £99999999999998999979999889%6989 Overall survival (years) Overall survival (years) Overall survival (years)
[slafalalalafalalalialalaYalal=liJalalaYalalaYalalafalala)ala¥alalaYalialalalalaYa i aYaYa)
Q
[0

Quiron

GRUPO HOSPITALARIO



PERFILES DE EXPRESION GENICA

IGmn T * Linfoma Difuso de Células Grandes B
« 3tipos por firma genética:
- GC-like

0 .
Q — Cyclin D2 — ABC-like
= = [FFa L
= \Chaa — Intermedio: similar a ABC
5] | Tees ] « 17 genes predicen subtipo y

Subgroup of diffuse large-B-cell lymphoma , )
% L — pronostico

025 050 1.00 2.00 4.00

« Ungen (REL) predice el subtipo
« Heterogeneidad de casos ABC like

Relative level of expression (x median value)

Oncogeni_c

abnormality No. of samples « Genes derespuestainmune
c-rel amplification 17 0 0

bel-2 t(14;18) 26 0 0

Rosenwald A et al. N Eng J Med 2002, 346:1937
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PERFILES DE EXPRESION GENICA

100
ABC DLBCL 907
probability 79

B 60
GCB DLBCL 4518-
probability gg:

. Linfoma Difuso de Células Grandes B

 Predicciéon de subgrupo por una
firma de 27 genes:

0

= — 87% delos casos asighados
% correctamente

2 — Heterogeneidad del grupo

% intermedio

e Buenacorrelacidon entre distintas
plataformas de analisis de GEP

DO
GCB DLBCL

Wright G. Et al. Prc. Nat. Acad. Sci USA 2003; 100: 9991.
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PERFILES DE EXPRESION GENICA: PROBLEMAS

OBJETIVO:
— Grupos de pacientes de interés definidos por grupos de genes
* NuUmero razonable de parametros
* Reproducibilidad de los resultados

PROBLEMAS:
— Validacion técnica inter e intraplataforma, etc.

HIPOTESIS:
— gen (MRNA) = proteina (AcM): inmunohistoquimica

www.quiron.es
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LDCGB: SUBTIPOS POR IHQ

. Hans et al, Blood 2004: 103: 275
- Bcl-6, CD10, MUM-1
- Subtipo GCy no GC

. Parker et al. (RCP, London, UK 2011):
- Bcl-6,CD10, MUM-1
— Subtipos ABC-like y GC-like
— Casos indeterminados

www.quiron.es

. Otros: Chang et al. Am J Surg Pathol
2004: 28: 464.

- Bcl6/CD10y MUM-1/CD138
- Grupos A(CG),By C (ABCQC)
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PERFILES DE EXPRESION GENICA

Activated B-like DLBCL

GC B-like DLBCL
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DLCL-
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DLCL-
DLCL-
DLCL-
GC centroblasts

Osborn C. Et al. Histopathology 2011: 58: 106

LINFOMAS DE CELULAS GRANDES B:

Subgrupos de interés prondstico
* CG-likey ABC-like
Predicciéon de supervivencia
Biologia de los LDCGB: nuevas terapias
Identificacién de vias oncogénicas

Linfoma de Burkitt:

Firma genética (25 genes) y delimitacion de la
entidad

MYC en linfomas no Burkitt

Linfoma folicular:

Papel de larespuesta del huésped
Respuesta a radioterapia

Linfomas T:

Consolidacion de subtipos
NF-kB

Busqueda de dianas terapeduticas:

Enzastaurina: inhibidor de PKC-B en LDCGB
Imatinib en linfomas T (casos PDGFRA+)
Thalidomida y Bevacizumab en LTAI
Rapamicina en LACG (Akt-mTOR)
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MIRNA Y LINFOMAS
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http://www.mirbase.org

MIRNA Y LINFOMAS

miR-181

miR-28

miR-17~92 (miR-17-5p, miR-18a, miR-92a-1)
miR-15b

miR-25 miR-93 miR-106b

miR-363 miR-20b miR-106a

miR-30

iR 150 - FIRMA miRNA: mirNome
miR-320 . -
miR-29b, miR-29¢ — Patron de expresion de
miR-101 MIRNA

o @ o @ . CELULAS B MADURAS:

%)
O} Immunoblast Lymphoplasmacytoid i .
= /v ool Plasma cell — miR-155:
2 @ * Neoplasias linfoides y
= Nave sélidas
C_T B cell miR-17-5p
miR-20b .
% o @ iR 93 | Su_p}resor tumoral
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miR-30
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— miR-17=92: Bim, PTEN.
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miR-34a OX| .
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MIRNA Y LINFOMAS

Disease miRNAs Target Specifics

CLL miR-15a/16-1 | BCL-2 13914 del
miR-34a | P53 mutant

Fludarabine refractory

miR-29¢ 1 Unmutated Vy genes
miR-223 |
miR-181 | Disease progression
miR-21 T

DLBCL  miR-155 T SHIP1, SMAD  ABC phenotype
miR-17~92 T Bim/p21 GCB phenotype
miR-222 Prognostic marker

FL miR-155 T
miR-221 T
miR-21 T

MCL miR-17~92 cluster T Bim/p21 Prognostic marker
miR-29 family | CDKé Prognostic marker
miR-150
miR-155 T

Auer R. Histopathology 2011: 58: 39
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CITOMETRIA DE FLUJO

)
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CITOMETRIA DE FLUJO

% de células positivas para FL1
(=% de células CD45+)

% de células positivas para FL2
(=% de células CD3+)

www.quiron.es

% de células positivas para FL3
(=% de células CD8+)

Incubacion 20’ Analisis en el
citObmetro

% de células positivas para FL4
(=% de células CD4+)

‘W
FL1
A
FL2
AL
FL3
‘W
FL4
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CITOMETRIA DE FLUJO

FACSCalibur Optical Layout

| 81 |
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P5sc 48810
FL2  s585/42 90/10 Beam Splitter
FL4 661/16 | DM 5605P
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CITOMETRIA DE FLUJO

Ab FITC +
Ab PE +

Ab PE
(rojo)

. www.quiron.es

Ab FITC -
Ab PE -

CDS8

Ab FITC

' i0'4' - (verde)
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CITOMETRIA DE FLUJO
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CITOMETRIA DE FLUJO: CASO 1

0

« MNFC, mujer, 61 anos
« Sin antecedentes de interés

 Adenopatia cervical izquierda alta, de 2 meses de evolucion, dura, de 2
cm.

« PAAF y citometria de flujo

www.quiron.es
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CITOMETRIA DE FLUJO: CASO 1
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. Linfocitos B CD19+ complejos, CD20+, CD5-, 20%
CD23-, CD10-, CD38+
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CITOMETRIA DE FLUJO

hd

g =
e »
o [
r~ -—

(2]
) ~
c O
o e
=
-
o
% Pc_. .-
‘- I v """'I v 'l""'l v l"""l T LA A g— T -------| T T "--'-I T ™ -v-ul T T T™TrTrTTT
100 101 102 103 104 100 101 102 103 104
CcD10 PE-= Kappa PE -»
43906.002 43906.006

Linfocitos B CD19+ complejos, CD20+, CD5-, 20%
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CITOMETRIA DE FLUJO: CASO 2

0

« PMS, varon de 62 ainos de edad, sin antecedentes de interés.

 Adenopatias cervicales y supraclaviculares de hasta 2cm en cuello y de
3 cm en fosa supraclavicular desde hace varios meses.

 Fiebre vespertina desde hace 6 meses.
« PAAF de ganglio supraclavicular.

www.quiron.es
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CITOMETRIA DE FLUJO: CASO 2
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CITOMETRIA DE FLUJO: CASO 2
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B Linfocitos B CD19+, CD20+, CD5-, 20% CD23, CD10+, CD38+, policlonales
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CITOMETRIA DE FLUJO

« VENTAJAS:
— Analisis masivo
— Estimacion cuantitativa con alta sensibilidad
— Facilidad metodolégica

— Obtencion por procedimientos no invasivos
« PAAF
» Biopsiapor puncién

www.quiron.es

« INCONVENIENTES:
— Fuerte dependencia tecnoldgica
— Representatividad de la muestra:
« Limitada al punto de latoma: linfomas transformados

» Caracteristicas del tumor: Linfoma de Hodgkin, Otros
* Localizacion de la muestra: médula 6sea

— Limitada a moléculas de superficie

! Q)UIRON
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PAAF EN LINFOMAS

« La PAAF ha demostrado su papel en el triaje de adenopatias, PERO...

. TIENE TODAVIA ALGUN PAPEL EN EL DIAGNOSTICO DE LINFOMAS?

« Hehn ST. Et al. J Clin Oncol 2004, 22: 3046: “La PAAF es un método
deplorablemente inadecuado y potencialmente engafioso para el
diagnéstico de linfomas”.

— Analisis de centros en EEUU
— < 50% de casos con fenotipo
— 30% de casos con diagnostico ajustado a un esquema valido

« Division de opiniones:
— Tani E. Lymphoproliferative disorders: who needs histopathology
when we have cytology?. J Cytopathol 2005; 16(suppl): 16.

QuiroN
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PAAF EN LINFOMAS

0

« PREGUNTAS BASICAS:

— ¢Puedey debe hacerse el diagndstico de linfoma con PAAF,
iIncluso con el apoyo de la CF?

En caso afirmativo:

— ¢Puede hacerse la subclasificacion de un linfoma (en especial el
diagnostico inicial) basado en la PAAF de manera rutinaria y
reproducible?

— ¢Debe limitarse la PAAF al papel de herramienta de triaje de los
pacientes de linfoma?

— ¢Deben ser hematopatologos los responsables del diagndéstico de
estas PAAF?

www.quiron.es

Wakely PE. Cancer Cytopathol 2010; 118: 238.
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PAAF EN LINFOMAS

0

- DIAGNOSTICO INICIAL:
— Masa accesible: biopsia

— Masas profundas: biopsia quirdrgica, BAG o PAAF
 Bloque celular
» Técnicas adicionales: CF, FISH, PCR

 Problemas que limitan la PAAF en el diagnadstico inicial
Complejidad de la patologia

— Escasa familiarizacion/¢interés? de los citopatologos
— Logistica complicada

— Necesidad de técnicas adicionales

— Imposibilidad de archivar material

— Facilidad de la biopsia

www.quiron.es
I

Wakely PE. Cancer Cytopathol 2010; 118: 238.
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PAAF EN LINFOMAS: POLITICA

0

PACIENTE
TRIAJE: DIAGNOSTICO DEFINITIVO:

» “Infiltrado linfoide atipico” PAAF
o “Probable linfoma” Citometria
(@]
§ “Sospechoso de linfoma” FISH
%’ “Linfoma maligno” PCR

“Linfoma B” Blogues celulares

BIOPSIA QUIRURGICA Eventual Biopsia
> Sensiblidad > Especificidad
< Especificidad Alta dependencia del patélogo/medios
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ACTUALIZACION EN LINFOMAS: CONCLUSIONES

 Patologia de gran complejidad
« Avances en conocimientos basicos = Mejoras en clasificacion, tto. etc
 Importancia de la clinica
« Elevados y crecientes requerimientos técnicos:
— Estudio morfoldgico: pieza central

wn .
o — Fenotipo:
[
% « Inmunohistoquimica
S « Citometria: limitaciones
% — Genética:

* Convencional

* FISH

— Expresion génica: RNA
« Conjuntos limitados de genes: QT-PCR % IHQ
« miRNA: QT-PCR

— PAAF: trigje inicial
« Combinada con CF y/o Bloque celular

! Q)UIRON

R1IT8GHQPCO5 Rev.2 Loweea GRUPO HOSPITALARIO




|

»
<

SERVICIO DE ANATIOMIA PATOLOGICA:
Dr. Agustin Acevedg
Dr. Carlos F

e

AR ATORIO DE CITOME TRIA D
Dra. M. Carmen Castellanos
Dr. Carlos Cuesta

Dra. Carmen Fernandez Ranada

GRUPO HOSPITALARIO



