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The most common sub-type of non-Hodgkin lympho-
mas (NHL) is diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL),
a genetically and clinically heterogeneous disease.
The standard treatment has now evolved to include
the anti- CD20 B-cell antibody rituximab in addition
to CHOP (R-CHOP-cyclophosphamide, doxorubicin,
vincristine, prednisone), curing about 50-60% of pa-
tients, while the remaining 40-50% of DLBCL patients
(~15000 patients/year) still succumb to the disease®.
Therefore, novel molecular targets and therapeutic
approaches are urgently needed to improve outcome
and cure these patients. Achievement of these goals
will only be possible by better understanding DLBCL
pathogenesis.

Marked advances in understanding DLBCL patho-
biology have been made by applying standard and
novel biological methodologies such as cytogenetic
analyses, evaluation of genes involved in chromosom-
al translocations, epigenetic studies, mice modeling,
gene expression arrays, comparative genomic hybrid-
ization and single nucleotide polymorphisms arrays,
siRNA library screens and “next” generation sequenc-
ing. These studies demonstrated that the pathogene-
sis of DLBCL represents an intricate multi-step pro-
cess that involves collaboration between biological
programs of normal B cells utilized by transformed
malignant cells and multiple acquired genetic and mo-
lecular lesions (e.g. chromosomal translocations, so-
matic mutations and gene amplifications and dele-
tions). Application of gene expression arrays has led to
identification of previously unrecognized DLBCL sub-
types - germinal center B cell-like (GCB) and activat-
ed B cell-like (ABC) DLBCL, characterized by different
outcomes®?. This DLBCL tumor classification has also
demonstrated that while some genetic and molecu-
lar lesions occur in both GCB-like and ABC-like DL-
BCL subtypes (e.g. TP53 mutations), many oncogen-
ic pathways are predominantly or exclusively used by
only one subtype. For example, constitutive activation
of the STAT3 and NEF-kB and signaling pathways and
mutations affecting proteins regulating the latter path-
way are more common in the ABC-like DLBCL, while
mutations in proteins controlling genes’ transcription
and expression (e.g. EZH2, CREBBP and EP300) are
more common in the GCB-like DLBCL. Several recent

reviews have summarized the reported acquired ge-
netic and molecular lesions in DLBCL®?).

In my laboratory, we took different methodologi-
cal approaches to better understand the pathobiolo-
gy of DLBCL. We have hypothesized that identifying
molecular biomarkers associated with improved out-
come of DLBCL patients may not only be clinically
useful for patients’ outcome prediction and facilita-
tion of patient stratification for enrollment into clini-
cal trials, but may also contribute to identifying novel
pathogenetic mechanisms. Furthermore, it is current-
ly clear that microRNAs serve important functions in
post-transcriptional regulation of gene expression and
thus may play important roles in the regulation of key
genes involved in DLBCL pathogenesis. Finally, bio-
logical events transforming normal cells are frequently
executed by kinases, that may also contribute to drug
resistance. Consequently, comprehensive analysis of
DLBCL kinome may unveil novel DLBCL pathegenet-
ic mechanisms. Herein, [ will briefly summarize and
give examples of the results obtained by using each of
these approaches.

From prognostic biomarkers
to novel functions - The story of HGAL

A search of gene expression data for expression se-
quence tags (ESTs) that correlated with DLBCL pa-
tient outcomes identified UniGene cluster 49614
-Clone 814622,GI: 2210537 as one of the best predic-
tors of overall survival. We have cloned the full-leng-
th cDNA of this EST from both sorted germinal cen-
ter (GC) lymphocytes and from the Ramos cell line
and termed the gene, Human Germinal Center As-
sociated Lymphoma (HGAL)®. HGAL is located on
chromosome 3q13 and encodes a 178 amino acid (aa)
protein, with 51% identity to the murine M17 pro-
tein expressed in GC lymphocytes. The HGAL gene
product had a hydrophilic profile with no predicted
transmembrane domain and lacked a nuclear locali-
zation sequence. A potential contact site to SH2 do-
mains is present at aa positions 102 to 105 (YENV)
which may mediate HGAL interactions with other
proteins. HGAL contains a modified immunorecep-
tor tyrosine-based activation motif termed ITAM (D/
EX7D/EX2YX2LX7YX2L,) that plays a role in signal
transduction in B and T lymphocytes. Indeed, we de-
monstrated that HGAL may be phosphorylated follo-
wing stimulation with IL-67). Studies in M17 knock-
out mice revealed that this protein is dispensable for
GC formation, immunoglobulin somatic hypermuta-
tion, class-switch recombination and for mounting T-
cell-dependent antibody responses. However, in con-
trast to its wild-type littermates, M17 deficient mice
exhibited reduced-sized Peyer’s patches®.
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HGAL is expressed at high levels only in GC lym-
phocytes and in GC-derived lymphomas, such as fol-
licular lymphoma, lymphocyte predominant Hodgkin
lymphoma (HL), 70% of classic HL; meanwhile, its ex-
pression is heterogeneous in DLBCL specimens®. The
correlation between high expression of HGAL mRNA
and protein and prolonged OS and progression free
survival was confirmed in independent cohorts of DL-
BCL patients and demonstrated in multivariate analy-
sis to be independent of the international prognostic
index (IPI)6'%. High HGAL expression also correlat-
ed with improved HL patient prognosis in two inde-
pendent cohorts®1?. In DLBCL patients, HGAL pro-
tein expression correlated with limited disease stage
and less frequent extranodal involvement, suggest-
ing it may play a role in tumor spreading”. Our stud-
ies indeed demonstrated that HGAL decreases in vi-
tro spontaneous and chemotaxis-induced motility of
normal and lymphoma lymphocytes”. HGAL affects
lymphocyte motility by at least two distinct molecular
mechanisms”'3'%. HGAL directly and independently
binds to both actin and myosin II proteins, increas-
ing binding between F-actin and myosin II and inhib-
iting the ability of myosin to translocate actin by re-
ducing the maximal velocity of myosin head/actin
movement. HGAL does not affect actomyosin ATPase
activity and the rate of actin polymerization from G-
actin to F-actin. In addition, HGAL inhibits migration
of GC B-cells and HGAL-expressing lymphoma cells
by activating the RhoA signaling pathway (Figure 1).
HGAL's effect on RhoA is mediated by its direct in-
teraction with RhoA-specific guanine nucleotide ex-
change factors (RhoGEFs) PDZ-RhoGEF and LARG
that stimulate the GDP-GTP exchange rate™. Interest-
ingly, HGAL induces RhoA effects not only on cell mi-
gration but also on gene expression as well as its abil-
ity to induce transformed foci formation in NIH 3T3
cells(13). This observation may suggest that HGAL
may also have a role in cell transformation. Transgen-
ic HGAL mice studies are presently ongoing in collab-
oration with Dr. Isidro Sanchez-Garcia.

microRNAs in DLBCL

microRNAs are short (21-24 nucleotides) non coding
RNA sequences able to bind to partially complemen-
tary sequences in the 3" UTR of mRNAs, preventing
protein translation or leading to accelerated mRNAs
degradation. microRNAs are thought to post-trans-
criptionaly regulate expression of at least one third
of human genes and are thus implicated in multiple
processes, including oncogenesis. For example, ove-
rexpression of miR-155 in murine B cell precursors
leads to B cell leukemic malignancy and this microR-
NA is frequently expressed in ABC-like DLBCL®>19,
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In contrast, the miR-17-92 cluster, located at 13g31-
q32, is frequently amplified in the GCB-like DLBCL®.
We have shown that this cluster is also highly expre-
ssed in normal GC lymphocytes®®. Selective overex-
pression of cluster miR-17-92 in mouse lymphocytes
leads to lymphoproliferative disease and autoimmu-
nity". The miR-17-92 cluster may cooperate with
MYC in lymphomagenesis, since lymphoid malig-
nancy development in Ep-myc mice which overexpre-
ss MYC from B cell precursor stages was accelerated
when cluster miR-17-92 was also overexpressed@. It
was demonstrated that MYC can induce E2F1, contri-
buting to its effects on the enhancement of transcrip-
tion of cluster miR-17-92@Y. However, at large the role
of micoRNAs in lymphomas is unknown.

To better understand miRNAs’ potential role in DL-
BCL pathogenesis, we initially examined microRNA
expression during normal peripheral differentiation
of B lymphocytes®. We have demonstrated that the
global miRNA expression pattern changes remarkably
between successive stages of peripheral B cell differen-
tiation particularly due to the highly specific microR-
NA expression pattern of the GC cells. The specific-
ity of microRNA expression in the GC cells allowed
us to find a signature of 39 microRNAs whose expres-
sion was able to differentiate these cells from naive
and memory B cells. Distinct expression patterns of
specific microRNAs between GCB-like and ABC-like
cell lines were also demonstrated. We next examined
whether expression of specific microRNAs can corre-
late with outcomes of DLBCL patients treated with R-
CHOP®. The expression of miR-18a correlated with
OS, with increased expression of this microRNA was
associated with a shorter OS. The expression of miR-
181a and miR-222 correlated with PES, with increased
expression of miR-181a and decreased expression of
miR-222 associated with longer PFS, respectively. A
multivariate Cox regression analysis including the IPI,
the 6-gene model-derived Mortality Predictor Score®
and expression the of miR-18a, miR-181a, and miR-
222, revealed that all variables were independent pre-
dictors of survival except the expression of miR-222
for OS and the expression of miR-18a for PES. These
observations suggest that these and other microRNAs
may have important functions in normal and lympho-
ma B cells. We have demonstrated that miR-181a di-
rectly regulates expression of FOXP1 and indirectly
regulates expression of MGMT — two proteins im-
plicated in DLBCL pathogenesis and drug resistance
to alkylating agents, respectively®. We also demon-
strated that miR-125b down-regulates the expression
of IRF4 and PRDM1/BLIMP1 — transcriptional factors
that play important roles in B cell differentiation and
DLBCL oncogenesis'®. Furthermore, we showed that
miR-223 down-regulates the expression of LMO2(9 —
an important DLBCL prognostic factor implicated in
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Figure 1. HGAL-induced activation of RhoA signaling pathway. Exposure of lymphoid cells to LPA or fibronectin leads to activation of
RhoA-specific GEFs: PDZ-RhoGEF and LARG, resulting in formation of activated GTP-bound RhoA. HGAL binds to PDZ-RhoGEF and
LARG, enhancing activation of RhoA and its downstream effectors. RhoA activates its downstream effectors, such as ROCK and
others (not shown), leading to phosphorylation of myosin light chain (MLC) and inhibitory phosphorylation of myosin PPTase,
resulting in increased myosin contractility. It also leads to phosphorylation of cofilin, inhibiting its function and contributing to actin
polymerization. These effects result in reorganization of myosin-actin cytoskeleton, contributing to increase myosin contraction and

cell attachment. GPCR-G protein coupled receptor.

DLBCL pathogenesis (unpublished observations). Fur-
ther studies on the roles of these and other microR-
NAs in DLBCL are ongoing.

DLBCL kinome studies

Protein phosphorylation is a fundamental mechanism
for numerous important aspects of cell physiology in
both healthy and disease states. Indeed, many criti-
cal events transforming normal cells are executed by
kinases. To examine the potential role of the kinome
in DLBCL pathogenesis, we collaborated with ActivX
Biosciences. This company developed a chemical pro-
teomics platform “KiNativ” that enables quantitative
assessment of ATP binding site affinity/occupancy
across the majority of kinases present in cellular or tis-
sue lysates?”. Chemical probes comprised of ATP and
ADP linked to desthio-biotin through an acyl-phos-
phate bond were developed (Figure 2). The probes co-
valently modify conserved lysine residues in the ATP
binding site of protein and lipid kinases and can be
used to isolate essentially all kinases in any proteome

for subsequent analysis by mass spectrometry (MS).
Only kinases that are expressed in a specific specimen
and are active (harbor open, unoccupied ATP bind-
ing site) will be measured by this methodology as an
integrated MS signal. Measurement of the integrat-
ed MS signal for each kinase between two or more
specimens allows comparison of the kinase activity/
expression across the analyzed specimens. The quan-
titative accuracy of the KiNativ platform has been ex-
tensively validated by ActivX Biosciences and us by
comparing the results with standard immunoprecip-
itated-based kinase assays and through the profiling
of known kinase inhibitors and comparisons with
RNA microarray and western blots across cell and tis-
sues types. We utilized this methodology to globally
profile kinases in GCB-like and ABC-like DLBCL cell
lines and normal lymphocytes obtained from tonsils.
Cellular lysates were generated, labeled with the ATP
and ADP probes, and the probe-labeled peptides ex-
haustively analyzed by liquid chromatography-tan-
dem MS (LC-MS/MS) using custom software. Brief-
ly, runs to be analyzed were aligned and normalized
in both time and intensity dimensions using MS data
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Figure 2. Profiling kinases in normal versus diseased tissues with the ATP and ADP acyl phosphate probes (KiNativ). (A) Kinase probe
mechanism. The probes contain an ATP or ADP binding group linked to desthio-biotin through an acyl-phosphate bond. Upon binding to
a protein kinase, the acyl phosphate reactive group of the probe is placed in the proximity of a conserved lysine residue in the kinase
active site. The e-amino group of the lysine attacks the carbonyl carbon of the probe, releasing ATP (or ADP) and covalently attaching
the biotin moiety to the kinase. (B) Schematic representation of the Kinativ methodology. Lymphoma (Diseased) and tonsil (Normal) B
lymphocytes cell suspensions are lysed and labeled with the probe. The samples are trypsinized and the probe-labeled peptides are
captured and analyzed by liquid chromatography-tandem MS (LC-MS/MS). Probe-labeled kinase peptides were quantitated by integrating
fragment peaks from the MS/MS spectra. The resulting chromatographic peaks from representative kinases are shown.

obtained from each sample. For ion selection, a “ref-
erence spectrum” concept was used. Aggregate refer-
ence spectra were generated by extracting and aver-
aging the highest scoring spectra (up to 20) for each
peptide to be analyzed from the ActivX historical da-
tabase. Fragment peaks with variable signals across
the reference spectrum set were flagged to prevent
their use in matching and signal extraction functions.
These reference spectra allow for peak assignment
based on both the presence and intensity of expected
ions. Typically, up to four ions were selected for sig-
nal extraction/quantitation based on their presence,
intensity, and correlation to the reference spectrum.
The resulting chromatographic peaks from each run
were then integrated, and the integrated peak areas
used to quantify the relative abundance of targeted
kinase peptides in the different cell lines and normal
B lymphocytes. This approach allows identification
of kinases distinctively active in GCB versus ABC-like
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cell lines as well as identification of kinase cascades
distinctively activated in DLBCL tumors compared
to normal lymphocyte counterparts. These findings
identified novel targets for small molecule, which are
currently developed and studied.

Conclusion

Marked technological advances have contributed to
elucidating DLBCL pathogenesis in the last decade.
These studies demonstrated that clinical heterogene-
ity of DLBCL patients is underlied by profound com-
plexity and variability in pathogenetic mechanisms.
The combination of conceptual and technical progress
will further contribute to improved understanding of
DLBCL pathogenesis and will lead to novel therapeu-
tic approaches that hopefully will further improve pa-
tients’ survival.
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PAPEL ACTUAL DE LA PET-TAC
EN EL LINFOMA DIFUSO
DE CELULAS GRANDES

R.C. DELGADO-BOLTON, J.L.. CARRERAS

Servicio de Medicina Nuclear:
Hospital Clinico San Carlos. Madrid

Introduccion

La PET ®¥F-FDG tiene un papel fundamental en la toma
de decisiones diagndstico-terapéuticas en pacientes
con linfoma. Ha demostrado una eficacia mayor que
los métodos diagndsticos convencionales aportando
una diferenciacién mds precisa entre tejido cicatricial
y tejido tumoral activo. Mltiples estudios han evalua-
do el rendimiento de la PET **F-FDG en la estadifica-
cién pretratamiento y en la monitorizacién de la res-
puesta; en esta Gltima indicacién tiene un papel clave y
ha permitido introducir el concepto de terapia adapta-
da al riesgo. La terapia adaptada e individualizada para
cada paciente segln sus necesidades es una opcion te-
rapéutica que quiza pronto se convierta en el estandar
de tratamiento?.

Estadificacion inicial
Basado en el hecho de que la mayoria de los linfomas

muestran una elevada captacién de ®F-FDG, nume-
rosos estudios que han analizado el rendimiento de
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la PET en la estadificacién de linfomas has demostra-
do una sensibilidad muy alta en pacientes con linfo-
ma Hodgkin (LH) y linfoma no Hodgkin (LNH) de alto
grado. La PET ¥F-FDG mejor6 el rendimiento diagnds-
tico de los métodos convencionales en la deteccién de
afectacién ganglionar y extraganglionar, asi como en la
caracterizacién de lesiones consideradas indetermina-
das por otros métodos®. La informacién adicional su-
ministrada por la PET mejora la precisién en la estadi-
ficacién, resultando en un aumento o disminucién del
estadio®. Por ello, la PET tiene un impacto potencial
en las decisiones, ya que la terapia se basa en el esta-
dio. En este sentido, la llegada de los equipos multimo-
dalidad con la PET-TAC ®F-FDG ha mejorado ain mas
el rendimiento diagnéstico de la PET "F-FDG aislada,
como han demostrado estudios recientes al evidenciar
una mayor especificidad de la técnica combinada®.

Un tema interesante es si debe utilizarse contraste
intravenoso en la PET-TAC. Estudios preliminares su-
gieren que el contraste intravenoso permite una valo-
racién mds precisa del higado y del bazo en compa-
racién con el TAC sin contraste®. Una revisién de la
literatura concluye que una PET-TAC realizado con un
TAC de baja dosis con contraste intravenoso podria
ser una opcién razonable como tnica modalidad de
imagen para la estadificacién de linfomas con avidez
por la FDG®.

Estudios de eficacia han evidenciado un rendimiento
superior de la PET °F-FDG en la estadificacién inicial
de linfomas, aunque existe poca evidencia en cuanto a
su impacto sobre la evolucion. A pesar de ello, la PET-
TAC F-FDG se ha convertido en la piedra angular de
las técnicas de imagen de estadificacién en el estado-
del-arte del manejo de linfomas con avidez por la FDG
(LH y LNH agresivos)®".

Evaluacion de la respuesta al tratamiento
Concepto de terapia adaptada al riesgo

Sin duda, la aplicacién clinica mas novedosa y prome-
tedora ha sido la evaluacién temprana de la respuesta
al tratamiento que ha proporcionado nueva posibili-
dades para la estratificacién del riesgo y la individua-
lizacién del tratamiento basado en los resultados de
una PET ®¥F-FDG temprana®?. El concepto de terapia
adaptada al riesgo en linfoma esta cada vez mas acep-
tado como medio para obtener altas tasas de curacion
con una morbimortalidad minima a largo plazo. La te-
rapia adaptada e individualizada para cada paciente
segun sus necesidades es una opcién terapéutica que
quizé pronto se convierta en el estdndar de tratamien-
to. No obstante, todavia no existe evidencia que de-
muestre que la modificacién del tratamiento basado
en la respuesta temprana en la PET mejore la evolu-
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cién de los pacientes. Por ello, se recomienda que este
concepto se aplique sélo en ensayos clinicos. La infor-
macién funcional de la PET con ®¥F-FDG permite eva-
luar los cambios metabdlicos tempranos en lugar de
los cambios morfoldgicos que ocurren mas tarde. En
linfoma estos cambios metabdlicos tempranos tienen
un alto valor predictivo para la respuesta al final del
tratamiento. La PET realizada tras unos pocos ciclos de
quimioterapia estandar era una herramienta prondsti-
ca fiable para identificar a pacientes con mala respues-
ta al tratamiento. La PET temprana es un herramienta
pronodstica potente cuando se compara con otros para-
metros clinicos bien establecidos en linfoma®?.

Estratificacion del riesgo y evaluacion
qe la respuesta al tratamiento:
Indices prondsticos y métodos de imagen

Tanto en el linfoma Hodgkin (LH) como en el linfoma
no Hodgkin (LNH) existen factores prondsticos pre-
tratamiento ya establecidos que han demostrado te-
ner un valor prondstico y predecir la supervivencia en
estudios prospectivos’. La estrategia terapéutica viene
determinada fundamentalmente por el estadio clinico
y estos factores prondsticos. Sin embargo, la respues-
ta del tumor al tratamiento es un importante sustituto
para otras medidas del beneficio clinico del tratamien-
to, incluyendo la supervivencia libre de progresién
(SLP) y la supervivencia global (SG)®2.

Se han desarrollado varios indices prondsticos para
LH y LNH®. Todos estos indices tienen en cuenta dife-
rentes factores de riesgo para establecer el prondstico
y el riesgo de recidiva. Sin embargo, los valores obte-
nidos se basan en el grupo de pacientes que fue anali-
zado retrospectivamente. Por ello, puede que no refle-
je necesariamente el riesgo en el paciente individual.
Recientemente se ha propuesto el concepto de terapia
adaptada al riesgo individual, basado en que el grado
de quimiosensibilidad del tumor o respuesta tempra-
na al tratamiento en el paciente individual permitiria
estratificar el riesgo y, posiblemente, ayudar a la to-
ma de decisiones terapéuticas al predecir la probabili-
dad de conseguir el control de la enfermedad®29.

En los dltimos afios la PET ®F-FDG ha demostrado
una eficacia superior en comparacién con las técnicas
convencionales en la evaluacién de la enfermedad on-
colégica y, sobre todo, en la valoracién de la respuesta
al tratamiento®?. Mdltiples estudios en los que se rea-
liz6 la PET *°F-FDG tras 1,3 ciclos de quimioterapia en
LNH agresivo y LH” han mostrado que los cambios
metabdlicos tempranos tiene un alto valor predictivo
para la respuesta al final del tratamiento y la SLP®. En
un metaanalisis de Terasawa et al. que analizé el va-
lor prondstico de la PET ®F-FDG en la valoracién de
la respuesta temprana al tratamiento en pacientes con
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LH y LBDCG, la PET presenté una sensibilidad del
78% vy especificidad del 87% en LBDCG. En LBDCG
no se pudieron obtener conclusiones debido a la hete-
rogeneidad®.

Diferencias entre LH y LNH: Repercusion sobre
la evaluacion de la respuesta con PET-TAC ‘°F-FDG

Las caracteristicas anatomopatoldgicas y fisiopatolé-
gicas del tejido neoplasico son diferentes para LH y
LNH. En el LH las células de Reed-Sternberg (RS) cons-
tituyen menos del 1% de las células del tejido neopla-
sico, mientras que en el LBDCG constituyen mas del
90% de la poblacién celular total®. En el LH, las célu-
las acompafiantes no neoplasicas linfomononucleares
producen una red interconectada que funciona como
un amplificador de la capacidad de la PET para de-
tectar la respuesta®!®!). Este compartimento celular
no neoplasico es desconectado muy temprano por la
quimioterapia, dando lugar a un fenémeno conocido
como “remisién completa metabdlica”®1219 En cam-
bio, en el LBDCG la quimioterapia destruye progresi-
vamente una fraccién de las células neopldsicas, sien-
do el porcentaje de destruccién celular predictivo de la
respuesta final a la quimioterapia®. En el LBDCG las
células no neopldsicas acompafantes no parecen tener
un papel en la captacién de *E-FDG®. En este caso
la captacién de ®F-FDG refleja un estado metabdlico
que es el balance entre la muerte celular de los compo-
nentes quimiosensibles y el crecimiento de los com-
ponentes resistentes ‘9. Debido a su cardcter progresi-
vo es probable que el significado y valor predictivo de
la evaluacién temprana de la respuesta sea diferente
en funcién del momento en el que se realiza la PET9.
Tras uno o dos ciclos la PET evalda la quimiosensibi-
lidad, ya que predomina la destruccién de las células
maés quimiosensibles. Sin embargo, tras tres o cuatro
ciclos, la PET evalda la resistencia al tratamiento debi-
do a que la captacién de FDG depende en mayor me-
dida del crecimiento tumoral de los componentes re-
sistentes®!9).

Evaluacion de la PET-TAC **F-FDG:
¢visual o semicuantitativa?

Si nos basamos en las diferencias entre LH y LBDCG
expuestas en el apartado anterior parece preferible una
valoracién visual en el LH (dada su respuesta dicotémi-
ca “si/no”), mientras que el LBDCG parece mas apro-
piado una valoracién semicuantitativa empleando el
SUVmax (dada su respuesta progresiva)®”. Sin embar-
go, cuando se aplica un andlisis semicuantitativo debe
tenerse en cuenta que el SUV depende de muchos fac-
tores (protocolo, equipo, etc.). Por ello, es necesario es-

tandarizar el procedimiento PET "*F-FDG para que sea
comparable®*?).

Consideraciones sobre el concepto
de enfermedad minima residual

El concepto de enfermedad minima residual se ha
definido como la presencia de una captacién leve de
8F-FDG en una localizacién donde previamente exis-
tia enfermedad. Este concepto fue descrito por pri-
mera vez en el 20057 y ha evolucionado hasta que
se alcanzé un consenso en 2009. La evolucién ha sido
revisada por Gallamini er al%¥ y se puede resumir en
tres puntos:

a) En 2005 Hutchings et al. consideraron que la EMR
probablemente era una consecuencia de una reaccién
inflamatoria inespecifica”*”).

b) En 2007 Gallamini et al.© definieron EMR como
una captacién leve de ®F-FDG con una intensidad
igual o ligeramente superior al mediastino®?.

¢) En 2008 Barrington et al.“%*%) definieron EMR como
una captacién de °F-FDG con una intensidad inferior
o igual al higado®¥.

La evolucién de la definicién de EMR ha significa-
do una ampliacién de los limites de lo que se conside-
ra EMR para aumentar la especificidad y reducir la in-
cidencia de falsos positivos en la valoracién temprana
de la respuesta®!¥. Sin embargo, estas modificaciones
han tenido consecuencias, siendo una de las principa-
les que varios ensayos clinicos estaban en marcha con
diferentes criterios para la interpretacién de la PET en
la valoracién temprana de la respuesta®®.

Evaluacion de la respuesta al tratamiento
con PET-TAC *®F-FDG en linfoma ¢ Existe consenso?

Los criterios de evaluacién de la respuesta al trata-
miento con PET-TAC ®F-FDG son diferentes segtn el
momento en el que se realiza la PET.

Evaluacion de la respuesta temprana

Cuando se haaplicado laPET enla evaluacién temprana
de la respuesta al tratamiento, el problema fundamen-
tal era la ausencia en la literatura de criterios uniformes
para la interpretacién de la PET temprana. La relativa-
mente amplia variabilidad en la sensibilidad y especi-
ficidad en la literatura parece deberse a los diferentes
criterios utilizados®. En algunos estudios se aplicaron
los criterios sugeridos por el Internacional Harmoniza-
tion Project, aunque estos criterios fueron propuestos
para la valoracién de la respuesta al final del tratamien-
to*?0. Recientemente se habian puesto en marcha mul-
tiples ensayos clinicos en LH y LBDCG para evaluar el
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impacto clinico de la terapia adaptada al riesgo, basa-
do en los resultados de la PET realizada temprano en
el tratamiento. Los investigadores estaban de acuerdo
en que debian estandarizarse los criterios de interpre-
tacién de la PET para que los resultados de estos estu-
dios fueran reproducibles en todo el mundo®. Por todo
ello, en 2009 se celebr6 la primera reunién internacio-
nal sobre la interpretacién de la PET temprana para es-
tablecer unos criterios consensuados.

Las conclusiones de esta reunién celebrada en Deau-
ville (Francia) en abril de 2009 en el First Internatio-
nal Workshop on Interim PET in Lymphoma se pu-
blicaron recientemente®. Gallamini ez al."'¥ revisan las
conclusiones de esta reunién e indican que los crite-
rios para la interpretacién de la PET temprana en el
tratamiento se pueden resumir en tres declaraciones
principales: a) es preferible la valoracién visual, aun-
que en algunos casos se puede utilizar la medida del
SUVmax; b) la PET temprana debe realizarse compa-
rando el foco de captacién de °F-FDG con los que se
describieron en el estudio basal; y ¢) la intensidad de
la captacién de ®F-EDG debe categorizarse de acuer-
do con una escala de 5 puntos donde el érgano de re-
ferencia es el higado, que es utilizado para definir dife-
rentes grados de captacién®!?.

La escala de 5 puntos propuesta:

1. Ausencia de captacién.

2. Captacién < mediastino.

3. Captacién > mediastino pero < higado.

4. Captacién moderadamente superior a la capta-
cién hepdtica, en cualquier localizacién.

5. Marcado incremento de captacién en cualquier lo-
calizacion y nuevos focos de enfermedad.

Evaluacion de la respuesta al final del tratamiento

El International Harmonization Project (IHP) estable-
cié unos criterios de respuesta estandar para la valora-
cién de la respuesta con PET al finalizar el tratamiento.
Las conclusiones del THP“?% se resumen en las siguien-
tes declaraciones:

1) Utilizacién de la PET en la valoracién de la res-
puesta en linfoma al finalizar el tratamiento: numero-
sos estudios han demostrado el valor de la PET en esta
indicacién en LH y LBDCG®.

2) Requerimientos para el estudio PET basal: La PET
basal pretratamiento no es obligatoria para la valora-
cién de la respuesta al final de tratamiento en pacientes
con LH, LBDCG, y linfomas con avidez por la FDG®.

3) Intervalos de tiempo para la realizacién del estu-
dio PET: se recomienda que la PET se realice 3 sema-
nas después de terminar la quimioterapia y 8 a 12 se-
manas después de completar la radioterapia®.

4) Interpretacién del estudio PET: la valoracién vi-
sual parece adecuada para determinar si una PET es
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positiva o negativa al finalizar el tratamiento y la valo-
racién semicuantitativa no parece necesaria®.

Seguimiento y deteccion precoz de recidiva

La evidencia es muy limitada en cuanto al valor de
la PET en el seguimiento. Por ello, el papel de la PET
en la deteccién de una recaida preclinica no esta cla-
ro, aunque podria plantearse que la PET *F-FDG qui-
za podria permitir a los pacientes recibir un tratamien-
to de rescate cuando presentan enfermedad minima
en lugar de una recaida evidente. Se necesitan mas es-
tudios para valorar esta indicacién®.

Prediccion de la respuesta antes
de quimioterapia de intensificacion y
trasplante autélogo de médula 6sea (TAMO)

La evidencia disponible indica que la PET realizada
tras la quimioterapia de induccién e inmediatamen-
te antes del TAMO puede predecir qué pacientes al-
canzaran una remisién completa duradera. No obstan-
te, se describe una mayor tasa de falsos positivos en
comparacién con cuando la PET es realizada durante
el tratamiento de primera linea. El papel de la PET en
esta indicacién no esta claro y la evidencia disponible
no apoya un cambio en la intencién de tratamiento a
pesar de una respuesta metabdlica subéptima al trata-
miento de induccién®.

Conclusiones

La PET ®¥F-FDG tiene un papel fundamental en la toma
de decisiones diagndstico-terapéuticas en pacientes
con linfoma y se ha convertido en la piedra angular
de las técnicas de imagen de estadificacién en el esta-
do-del-arte del manejo de linfomas con avidez por la
FDG, entre ellos el LBDCG.

La PET tiene un papel fundamental en la monito-
rizacién de la respuesta y ha permitido introducir el
concepto de terapia adaptada al riesgo. El concepto
de terapia adaptada al riesgo en linfoma esta cada vez
maés aceptado como medio para obtener altas tasas
de curacién con una morbimortalidad minima a lar-
go plazo. La terapia adaptada e individualizada para
cada paciente segtn sus necesidades es una opcién te-
rapéutica que quiza pronto se convierta en el estandar
de tratamiento. No obstante, todavia no existe eviden-
cia que demuestre que la modificacién del tratamien-
to tratamiento basado en la respuesta temprana en la
PET mejore la evolucién de los pacientes. Por ello, se
recomienda que este concepto se aplique sélo en en-
sayos clinicos.
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PAPEL DEL TRASPLANTE
HEMATOPOYETICO EN EL
LINFOMA DIFUSO DE CELULAS
GRANDES B
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Hospital Universitario de Salamanca

Introduccion

El linfoma difuso de células grandes B (LDCGB) es el
subtipo maés frecuente de linfoma no Hodgkin (LNH),
comprendiendo aproximadamente el 30% de los ca-
sos nuevos®. La incorporacién del rituximab (R) a los
esquemas de quimioterapia tipo CHOP ha supuesto
una mejoria significativa en los resultados del trata-
miento®, considerandose hoy dia el tratamiento es-
tandar. A pesar de ello, un 40% de pacientes tratados
con la combinacién R-CHOP o similar presentaran
recaida o progresion de la enfermedad. En la presente
ponencia analizaremos el papel del trasplante autélo-
go y alogénico en esta enfermedad.

Trasplante autélogo como terapia de rescate

El trasplante autélogo de progenitores hematopoyé-
ticos (TAPH) continta siendo el tratamiento de elec-
cién para pacientes con linfoma B agresivo refractario
o en recaida quimiosensible. La ventaja de las altas
dosis de quimioterapia seguidas de infusién de pro-
genitores autdlogos sobre la quimioterapia a dosis es-
tandar fue demostrada por Philip y colaboradores en
el ensayo aleatorizado de Parma®. Con esta estrate-
gia, el 30-40% de los pacientes consiguen supervi-
vencias prolongadas.

Hoy dia, el empleo de regimenes de primera li-
nea altamente efectivos que combinan rituximab y
quimioterapia hace que el retratamiento con rituxi-
mab como parte de la terapia de rescate de pacien-
tes con LDCGB refractario o en recaida sea menos
eficaz que en los pacientes que lo reciben por prime-
ra vez. En un reciente estudio retrospectivo multi-
céntrico, el grupo espafiol GELTAMO analizé la in-

haematologica/edicién espafiola | 2011; 96 (Extra 1) | 317 |



LIl Reunién Nacional de la SEHH y XXVII Congreso Nacional de la SETH. Simposios

fluencia de la exposicién previa a rituximab en las
tasas de respuesta y la supervivencia en 163 pacien-
tes con LDCGB refractario o en recaida tratados con
R-ESHAP con fines curativos®. En este estudio, la
exposicién previa a rituximab no tuvo un efecto in-
dependiente sobre las tasas de respuesta a R-ESHAP.
Sin embargo, una elevada proporcién (57,4%) de pa-
cientes que habian recibido previamente tratamien-
to con rituximab presentaron recaida o progresién
de la enfermedad, lo cual se tradujo en una super-
vivencia libre de progresién (17 versus 57% a los 3
afios) y una supervivencia global (SG) (38% versus
67% a los 3 anos) significativamente peores que las
de los pacientes no tratados previamente con rituxi-
mab. Esta observacién fue independiente de otros
factores pronésticos con impacto en la superviven-
cia, como el estado de la enfermedad previo a R-ES-
HAP, el indice pronéstico internacional (IPI) ajustado
ala edad o la respuesta al R-ESHAP.

Los resultados del ensayo aleatorizado CORAL in-
dican también que la exposicién a rituximab antes
del tratamiento de rescate se asocia con peores resul-
tados. Este estudio compara R-ICE con R-DHAP se-
guido de TAPH con BEAM como acondicionamien-
to, y seguido de una segunda aleatorizacién entre
rituximab de mantenimiento versus abstencién, en
pacientes con LDCGB refractario o en recaida. Re-
cientemente se han publicado los resultados del ana-
lisis de 396 pacientes incluidos en el estudio, de los
que 206 fueron trasplantados. La primera conclusién
del estudio es que no existen diferencias significati-
vas en cuanto a eficacia entre los dos esquemas de
rescate. Respecto al impacto de haber recibido o no
rituximab, los pacientes no expuestos previamente
tuvieron una tasa de respuestas globales del 83% y
una supervivencia libre de eventos (SLE) a los 3 afios
del 47%, en comparacién con 51% de respuestas y
21% de SLE en los pacientes que habian recibido tra-
tamiento previo con rituximab®. La SLE a los 3 afios
para aquellos pacientes que habian recibido rituxi-
mab en la induccién y finalmente son trasplantados
es del 26%. Aunque en el analisis multivariante el ri-
tuximab previo fue una de las variables que influye-
ron en la respuesta al trasplante y en la supervivencia,
cuando se analiza si la recaida o progresién ha sido
antes o después de los 12 meses, los pacientes que
progresan precozmente tienen una tasa de respuesta
y una SLE (50% y 20%, respectivamente) significati-
vamente peores que los pacientes que recaen tardia-
mente (80% y 40%, respectivamente).

En comparacién con estos estudios, otros que ana-
lizan los resultados del trasplante en la era pre- y
post-rituximab (es decir, comparan los resultados del
trasplante en pacientes que en algin momento han
recibido rituximab frente a aquellos que nunca lo han
recibido) muestran resultados similares a los de la era
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del rituximab? o incluso mejores®. En nuestro cen-
tro, hemos analizado los 106 pacientes con LDCGB
o transformado que consecutivamente han recibido
un autotrasplante como parte de la terapia de rescate
desde 1990; de ellos, 55 eran rituximab “naive” y 51
habian recibido rituximab en algin momento antes
del trasplante. Como hallazgo interesante, encontra-
mos que los pacientes que habian recibido rituximab
pretrasplante tuvieron una mejor SLP (72% versus
52%, p <0,05) y SG (85% versus 61%, p < 0,05) es-
timadas a los 5 afos que aquellos que no lo habian
recibido (datos no publicados, fueron presentados
como péster en la 11% International Conference on
Malignant Lymphoma).

Factores pronoésticos al trasplante
y nuevos farmacos

Los principales factores prondsticos que condicio-
nan la evolucién postrasplante son el IPI ajustado a
la recaida, el tiempo de la recaida (menor o mayor
de 12 meses) y el rituximab previo. Ademads, la per-
sistencia de positividad en la PET/CT efectuada an-
tes del trasplante conlleva pobres resultados®, por lo
que para pacientes con estas caracteristicas son nece-
sarias otras estrategias terapéuticas.

Entre los nuevos firmacos, destaca la radioinmuno-
terapia con *"Y-ibritumomab tiuxetan (Zevalin®)?. En
el Grupo GELTAMO hemos realizado un ensayo fase
II con Zevalin®-BEAM en 30 pacientes con LBDCG re-
fractarios primarios o en recaida quimiorrefractaria; 21
de los 30 alcanzaron remisién completa (RC) en el dia
+100 y, aunque el seguimiento es atn corto (18 meses
de mediana), la SG es del 59%, resultados muy espe-
ranzadores teniendo en cuenta el mal prondstico de
los pacientes incluidos (datos no publicados).

Trasplante autélogo como parte de la terapia
de primera linea

El papel del trasplante autélogo como parte del trata-
miento de primera linea en pacientes con LDCGB de
alto riesgo no estd definido. Los estudios aleatoriza-
dos publicados se realizaron en la era pre-rituximab
e incluyeron series de paciente muy heterogéneas en
la histologia, en la terapia de primera linea y en la
situacién al trasplante; ademds, dos metaanalisis no
consiguieron demostrar un beneficio significativo del
TAPH®12, Sin embargo, en los estudios que incluye-
ron sélo pacientes de alto riesgo y en los que el TAPH
se realiz tras una terapia de induccién adecuada si
se observaron ventajas en la rama del trasplante?.
En la era del rituximab, a pesar de los buenos re-
sultados que se obtienen con R-CHOP, éstos deben
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ser mejorados aun en los pacientes con IPI elevado,
que muestran una SG del 53% solamente”. Recien-
temente han sido publicados varios estudios fase II
en pacientes de alto riesgo tratados con R-quimiote-
rapia seguido de TAPH como terapia de primera linea
y, al realizar una comparacién histérica con pacien-
tes trasplantados en la era pre-rituximab, se obser-
va una clara mejoria en los resultados®®. El grupo
GELA acaba de publicar un estudio con 209 pacien-
tes que reciben R-ACVBP seguido de TAPH y realiza
una comparacién histérica con un grupo de 181 pa-
cientes que no recibieron rituximab; con una media-
na de seguimiento de 48 meses, la SLP (74% vs 58%;
p = 0,0005) y la SG (76% vs 68%; p = 0,0494) estima-
das a los 4 afios son significativamente mejores en el
grupo que recibe rituximab®?.

Trasplante alogénico

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyé-
ticos es el tratamiento de eleccién en diferentes en-
fermedades malignas y no malignas, pero no es una
indicacién mayor en pacientes con linfoma debido,
entre otras razones, a que muchos pacientes se cu-
ran con quimioterapia, a que el trasplante autélogo
es el tratamiento de eleccién como rescate y a que la
mediana de edad de los pacientes es elevada, lo que
contraindica el trasplante mieloablativo en la mayo-
ria de ellos. Ademas, este tipo de trasplante se asocié
con una elevada toxicidad y mortalidad en las prime-
ras series publicadas, por lo que, hoy dia, la mayo-
ria de trasplantes alogénicos en pacientes con linfo-
ma se realizan con acondicionamientos de intensidad
reducida.

Los excelentes resultados comunicados en 17 pa-
cientes en recaida quimiosensible tras trasplante au-
télogo a los que se realizd trasplante alogénico (SLP
del 95%), sugieren la existencia de un efecto injer-
to contra linfoma®. En otras series publicadas sobre
trasplante alogénico en pacientes con LDCGB, la SLP
estd en torno al 30-40% vy la toxicidad no es desdefia-
ble, ya que la mortalidad no debida a progresién del
linfoma estd por encima del 20%@%. Estos resultados
poco satisfactorios se deben tanto a la elevada tasa de
progresion postrasplante como a la elevada inciden-
cia de enfermedad injerto contra huésped (EICH). Es
interesante resefar que, mientras la positividad de la
PET pretrasplante autélogo es un factor prondstico
desfavorable, este efecto adverso no ha sido observa-
do antes del trasplante alogénico®. No existen estu-
dios comparativos que ayuden a determinar cual es el
mejor régimen de acondicionamiento ni la mejor pro-
filaxis de EICH. En este sentido, la utilizacién de si-
rolimus podria mejorar la supervivencia en pacientes
con linfoma sometidos a trasplante alogénico®?.

Conclusiones

En resumen, el trasplante autdlogo sigue siendo el
tratamiento de eleccién para pacientes en recaida
quimiosensible tras R-CHOP; para aquellos que re-
caen precozmente o con IPI elevado, asi como para
los que muestran persistencia de enfermedad deter-
minada por PET tras el régimen de rescate, son nece-
sarias otras opciones terapéuticas. Si la edad del pa-
ciente y el estado general son adecuados, el trasplante
alogénico debe ser considerado; si no existe un do-
nante familiar idéneo, deben buscarse otras fuentes
alternativas, incluido el cordén umbilical®?. Para los
pacientes quimiorrefractarios, son necesarios nuevos
farmacos para intentar revertir la quimiorresistencia
del tumor antes del trasplante alogénico.

En cuanto al papel del trasplante autélogo como
parte de la terapia de primera linea, a pesar de que
su uso es controvertido, su utilizacién en la era del
rituximab ofrece mejores resultados a los obtenidos
hasta la fecha en pacientes con IPI elevado.
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