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Evolucié en el diagnostic per immunofenotip de les Sindromes

Limfoproliferatives Croniques B a Catlab

Els limfocits son cel-lules del sistema immunitari d'origen hematopoetic,
encarregades de reconeixer i respondre de forma especifica i adaptada davant
diferents agents estranys i d'induir tolerancia front a estructures propies. En termes
generals, dins dels limfocits s’engloben dos grans grups depenent del seu origen i
funcio: els limfocits T i els limfocits B. A més, existeix un tercer grup de cel-lules
limfoides que comparteixen alguns mecanismes efectors de la resposta immune amb

els limfocits T, les cel-lules Natural Killer (NK).

Els limfocits B i T circulants deriven, igual que totes les cél-lules sanguinies, de
les cél-lules mare hematopoétiques del moll de l'os. La cél-lula mare déna lloc, entre
d’altres, als limfoblasts (cél-lules limfoides més immadures) i d’ells, després de
successives etapes maduratives, s'arriba als limfocits. La transformacio neoplasica
d’aquestes cel-lules pot produir-se en qualsevol d'aquestes etapes maduratives del
limfocit i aixd origina els diferents tipus de sindromes limfoproliferatives (SLP). Aquest

fet explica la gran varietat i heterogeneitat biologica i clinica d’aquests tumors.

Les sindromes limfoproliferatives croniques (SLPC) constitueixen un grup
heterogeni de malalties oncohematologiques caracteritzades per I'expansio clonal de
cel-lules limfoides d’aspecte madur que reflecteixen les caracteristiques de diferents

subpoblacions normals de limfocits dels que deriven.

Des del punt de vista fenotipic i d’acord amb el seu origen, les SLPC es
classifiqguen en SLPC-B, T i NK. No obstant, a la classificacié actual de I'Organitzacio
Mundial de la Salut (OMS), les SLPC-T i NK es consideren sovint de forma conjunta,
degut a que alguns tipus de SLPC-T i NK presenten caracteristiques cliniques,
morfologiques i evolutives similars, independentment de la natura de la cél-lula

expandida, i clarament diferents de les neoplasies de limfocits B madurs.
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A la practica, les SLPC-B presenten una incidencia clarament superior a la de
les SLPC-T i son rars els casos de SLPC-NK. Segons diferents autors, les SLPC-B
representen més del 90-95% de totes les malalties limfoproliferatives croniques. Tan
mateix, cal destacar que les SLPC-B son un grup ampli d’entitats diferents, clinica i
biologicament ben definides, mentre que el nombre de SLPC-T i NK és

significativament més reduit.

Classicament, davant la sospita de la possible existencia d’'un procés leucémic
ifo limfomatos, el rastreig diagnostic i la caracteritzacié de les hemopaties malignes
s’ha basat en els estudis citomorfologics i histopatologics de sang periférica (SP), moll

de I'os (MO), organs limfoides i altres teixits.

A les ultimes decades, s’han introduit noves eines de recolzament al diagnostic
hematologic, de les que han resultat especialment Utils: en una primera fase, els
recomptes cel-lulars automatitzats pels comptadors hematologics (de sang periférica i
moll de I'os) i la punci6-aspiracié d’agulla fina (PAAF) de teixits amb sospita d’infiltracié
tumoral, i en una segona etapa, la caracteritzacio fenotipica, citogenética i molecular

de les cél-lules neoplasiques.

A partir de finals dels anys 80, la informacio fenotipica i genetica s’ha anat
incorporant progressivament i de forma massiva a la practica diagnostica diaria a
través de les noves classificacions de consens, d’'us estés en el diagnostic i la

classificacio de les hemopaties malignes.
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Tot aix0 ha portat que a la classificacié actual de les hemopaties malignes de la
Organitzacié Mundial de la Salut (OMS), classificacio de referéncia (inicialment
publicada a I'any 2001i amb actualitzacions al 2008 i 2016), la definici6 de la gran
majoria de les diferents entitats incloses dins de cada subgrup d’hemopaties clonals
tingui en compte simultaniament criteris citomorfologics, histopatologics,
immunofenotipics, genetics-moleculars, a més del comportament clinic de la malaltia.

Es el que avui coneixem com diagnostic integrat.

En el cas de les técniques immunofenotipiques, I'evolucid ha estat
especialment notable en els Gltims anys, sobretot a partir del moment en que s’han
comencat a utilitzar a la rutina dels laboratoris clinics marcatges simultanis amb
quatre, sis, buit i fins a dotze anticossos marcats amb diferents fluorocroms i analitzats
per citometria de flux (CMF). Amb ells s’ha pogut demostrar que les técniques
immunofenotipiques proporcionen un recompte fiable, altament especific, sensible i
reproduible de les diferents subpoblacions cel-lulars presents a una mostra biologica,
sempre i quan aquesta Ultima estigui constituida per suspensions unicel-lulars
(cél-lules individualitzades). Inclus permeten distingir, dins d’'un compartiment cel-lular
concret, entre cél-lules neoplasiques i la seva contrapartida normal, quan ambdues

coexisteixen en una mateixa mostra.

L'exit dels analisis multiparametrics per CMF ha estat particularment evident en
el rastreig diagnostic de les sindromes limfoproliferatives croniques tant en SP, com en
MO, gangli limfatic, o en diferents liquids corporals com el liquid cefalorraquidi (LCR),
especialment en el rastreig diagnostic de la clonalitat B en les SLPC-B i la preséncia
de caracteristiques fenotipiques aberrants a les cél-lules B neoplasiques, també (utils
per a I'avaluacio d'infiltracio tissular al diagnostic i pel seguiment de malaltia minima

residual després del tractament farmacologic.

Els avencos en el coneixement de les diferencies fenotipiques existents entre
les cel-lules B normals i neoplasiques, juntament amb la disponibilitat d’'un nombre

creixent de fluorocroms i d’equips (citdometres digitals amb dos o més lasers) capagos
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de detectar multiples fluorescéncies simultaniament, han fet que la citometria es
converteixi en la técnica d’eleccid pel diagnostic i han requerit que es modifiquin les

estrategies d’analisi.

Les cel-lules neoplasiques de les SLPC-B mostren caracteristiques de diferents
subpoblacions de cél-lules B normals, aturades en estadis maduratius concrets. Per
tant, el fenotip de les cel-lules B normals és un referent imprescindible per a la correcta
caracteritzacio fenotipica de les cél-lules B neoplasiques i per identificar el grau
maduratiu de la clona neoplasica. Se sap que aquestes presenten patrons d’expressid
de proteines alterats (aberracions fenotipiques), probablement degut a alteracions
genetiques i moleculars adquirides per la cél-lula neoplasica i/o la seva interaccié amb
el microambient tissular. Aixo suposa que cada patré fenotipic sigui caracteristic de
cada grup diagnostic de SLPC-B. Encara que s’ha de tenir present I'existéncia de cert
grau de solapament en els perfils immunofenotipics entre les diferents entitats, fet que

dificulta el diagnostic i resta especificitat a la CMF a I'hora de classificar les SLPC-B.

En aquest sentit, Euroflow (consorci cientific independent patrocinat per la
comissio europea, que col-labora amb 'Associacié Europea d’Hematologia (EHA) i
amb expansié mundial i que té com a objectiu la innovacio i estandaritzacio del
diagnostic hematologic per citometria i biologia molecular) ha desenvolupat protocols
d’estandarditzacio i optimitzacié dels equips (SOP), i ha incorporat nous marcadors en
els panells d’anticossos amb l'objectiu de diferenciar de forma més eficac les cel-lules
limfoides normals i les cel-lules neoplasiques, i a la vegada perfeccionar la classificacié
d’aquestes Ultimes en categories de la OMS. La classificacio actual de les neoplasies

limfoides madures de la OMS (WHO) inclou les seglients entitats (figura 1):
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Table 1. 2016 WHO classification of mature lymphoid, histiocytic,
and dendritic neoplasms

Mature B-cell neoplasms
Chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic lymphoma
Monoclonal B-cell lymphocytosis*
B-cell prolymphocytic leukemia
Splenic marginal zone lymphoma
Hairy cell leukemia
Splenic B-cell lymphoma/leukemia, unclassifiable
Splenic diffuse red pulp small B-cell lymphoma
Hairy cell leukemia-variant
Lymphoplasmacytic lymphoma
Waldenstrém macroglobulinemia
Monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS), IgM*
n heavy-chain disease
v heavy-chain disease
a heavy-chain disease
Monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS), IgG/A*
Plasma cell myeloma
Solitary plasmacytoma of bone
Extraosseous plasmacytoma
Monoclonal immunoglobulin deposition diseases*
Extranodal marginal zone lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue
(MALT lymphoma)
Nodal marginal zone lymphoma
Pediatric nodal marginal zone lymphoma
Follicular lymphoma
In situ follicular neoplasia*
Duodenal-type follicular lymphoma*
Pediatric-type follicular lymphoma*
Large B-cell lymphoma with IRF4 rearrangement*
Primary cutaneous follicle center lymphoma
Mantle cell lymphoma
T-cell/histiocyte-rich large B-cell lymphoma
Primary DLBCL of the central nervous system (CNS)
Primary cutaneous DLBCL, leg type
EBV' DLBCL, NOS*
EBV* mucocutaneous ulcer*
DLBCL associated with chronic inflammation
Lymphomatoid granulomatosis
Primary mediastinal (thymic) large B-cell lymphoma
Intravascular large B-cell lymphoma
ALK™ large B-cell lymphoma
Plasmablastic lymphoma
Primary effusion lymphoma
HHV8" DLBCL, NOS*
Burkitt lymphoma
Burkitt-like lymphoma with 11q aberration®
High-grade B-cell lymphoma, with MYC and BCL2 and/or BCL6 rearrangements*
High-grade B-cell lymphoma, NOS*
B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between DLBCL and
classical Hodgkin lymphoma

Figural.Classificacio de les SLPC-B de la OMS.
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Aixi doncs, I" incorporacié d’'un nombre creixent de marcadors Utils per establir
patrons fenotipics altament caracteristics de cada entitat, fa que la dificultat a I'hora
d’interpretar els patrons fenotipics complexes i variables de cada cas, sigui cada
vegada més gran. Aquest fet podria afectar negativament la reproductibilitat dels
resultats i per aquest motiu, €s necessari el disseny i la implementacié de noves
estrategies d’analisi de les dades obtingudes per citometria de flux. S’ha d’aconseguir
una avaluacié més objectiva de I'eficacia dels panells d’anticossos emprats per a la
classificacio de les SLPC-B, i a la vegada facilitar informacié sobre la contribucié dels

diferents marcadors a la classificacié diagnostica.

Els esforcos encaminats d’Euroflow a solucionar aguests problemes s’han
centrat primer, en identificar nous marcadors que fossin informatius i a ser possible
especifics de cada entitat, creant panells d’anticossos cada vegada més amplis.
Posteriorment, els esforgos s’han centrat en I'estandarditzacié dels procediments
necessaris per obtenir resultats optims. Es formulen recomanacions i directrius pel que
fa a les técniques especifiques pel processament de les mostres, als marcadors més
informatius considerats d’'us obligatori per a classificar certes entitats i, s’estableixen
sistemes de puntuacio per a la definicio de les diferents categories diagnostiques. Tots
aquests esfor¢os han millorat la reproductibilitat dels resultats immunofenotipics a
expenses d’augmentar progressivament la complexitat en la interpretacio de les dades

obtingudes per CMF.

D’aquesta manera, I'estratégia convencional d’analitzar manualment les dades
obtingudes basada en la visualitzacio bidimensional dels parametres mesurats per
poder identificar i caracteritzar la poblacié d’interés, certament subjectiva, ha passat a
ser una estratégia objectiva i reproduible basada en I'aplicacio d’algoritmes diagnostics
supervisats i orientats per experts que permeten una classificacio més acurada de les

SLPC-B i altres neoplasies hematologiques.
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L’eina que Euroflow ha desenvolupat juntament amb Cytognos (companyia de
diagnostic clinic per CMF) per poder fer la fusié i estimacié de les dades en arxius i
poder-les explotar ha estat el software d’analisi Infinicyt™, que és capa¢ de guardar
patrons d’expressio coneguts (imatges de referéncia) i emmagatzemar estrategies
d’analisi multivariant per a ser aplicades en série a altres mostres utilitzant sempre el

mateix criteri.

Per a la identificacio, enumeracio i caracteritzacié de limfocits atipics, davant la
sospita d'una SLPC, i la seva discriminacio respecte a limfocits normals i reactius és
necessari una serie de eines de cribratge i panells per poder establir un diagnostic

final.

A Catlab, apliquem l'estratégia que el grup Euroflow recomana aplicant

I'algoritme diagnostic que es pot veure a la figura 2.
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Figura 2. Diagrama de flux d’Euroflow amb I'estratégia per a la caracteritzacio

immunofenotipica de neoplasies hematoldgiques.
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Per poder arribar a aquest diagrama, el consorci Euroflow ha hagut de validar
la combinacié d’anticossos emprats (Clusters de Diferenciacié “CD”), les clones
seleccionades, els fluorocroms conjugats i establir uns marcadors antigenics (CD)
columna per als tubs de screening i per cada tub de cada un dels panells de cada
categoria diagnostica, basant-se en les mitjanes d'intensitat de fluorescencia (MFI) que
expressen les clones neoplasiques i realitzant estudis multivariants de totes les
possibles combinacions. Aixo ha permés la fusié d’arxius i un analisi objectiu i
reproduible, amb visualitzacié de la separacié automatica de poblacions (APS) que

ens facilita el software Infinicyt™, per obtenir un diagnostic fiable.

Seguint aquest diagrama, el primer que fem per saber si la mostra que volem
estudiar presenta alguna poblacio limfocitaria amb fenotip aberrant de cél-lules
madures B, T o NK o bé sén limfocits madurs normals o reactius, es fer el tub de
screening de SLP anomenat Lymphoid Screening Tub (LST) (versié 7) que es tracta
d’un Unic tub de 8 colors (fluorocroms) amb una combinacié de 12 anticossos per
poder discernir si la mostra d'interes es tracta d'una cosa o un altre en funcié de

I'expressié o absencia d’expressié dels diferents marcadors.

La combinacié del tub dissenyat per Euroflow és la seglent (fluorocroms a la part

superior i anticossos marcats a la fila inferior):

Pacific Blue™ OC515™ FITC PE PerCP-Cyanine5.5 PE-Cyanine7? APC APC-C750
CcDs8 CD56 CD19
CD20+CD4 CD45 aF T CDS + SmCD3 CD38

SmigLambda SmiIgKappa TCRyd
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Segons les directrius del diagrama per a descartar una SLPC-B ens centrarem en la

jerarquia marcada en taronja a la figura 3.
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Figura 3. Estrategia a seguir per les SLPC-B.

Amb el patré fenotipic obtingut de I'analisi dels resultats d’aquest tub, seguirem
I'estudi cap a una banda o altra o bé, ja no procedira continuar I'estudi si no veiem un

fenotip aberrant que sigui suggestiu de SLPC-B, T o NK.

En el cas de les SLPC-B, en aquest primer tub LST el més comu es detectar
un percentatge significatiu de limfocits B (positius pel CD19 i CD20) que poden ser
positius o no pel CD5 (Pan-T) o pel CD38, monoclonals per a la cadena lleugera
Kappa o per a la cadena lleugera Lambda amb una intensitat de fluorescencia
determinada. Veiem un exemple de SLPC-B CD19+, CD20+, CD5+, monoclonal

Kappa+ a la figura 4.
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Figura 4. Sang periférica infiltrada per limfocits B patoldgics (en vermell) amb expressié de
CD19+, CD20+, CD5+, monoclonals Kappa+.

Si el CD5 és positiu, ja orienta a algunes entitats com la Leucémia Limfatica
Cronica B (LLC-B) o el Limfoma de la Zona del Mantell.

Si aquests limfocits B monoclonals s6n CD5- pero expressen CD38+,
aleshores ho orientarem a altres tipus de limfoma com poden ser el Limfoma de Burkitt
(LB), el Limfoma Fol-licular (LF), etc...

Per completar I'estudi i poder filiar millor la poblacié atipica B detectada,
apliqguem el panell anomenat B-Cell Chronic Lymphoproliferative Diseases (B-CLPD)
d’Euroflow. Aquest panell consta de 4 tubs de 8 colors i presenta 3 marcadors columna
comuns a tots els tubs per facilitar la caracteritzacié de la poblacié aberrant amb la
fusio d'arxius. Aquests anticossos sén el CD20 (Pan-B cell), el CD45 (Pan Leucocitari)
i el CD19 (Pan-B cell).
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La selecci6 de la resta d’anticossos s’ha basat en la contribucié que cadascun
d’ells aporta a cada categoria diagnostica establerta per la OMS, en funci6 de les MFI
gque cada marcador expressa pel diagnostic diferencial de cada entitat dins de les
SLPC-B.

La combinacio final (versio 5) proposada d’anticossos i fluorocroms dels 4 tubs és

aquesta:

Pacific Blue™ OCS515™ FITC PE PerCP-Cyanine5.5 PE-Cyanine7 APC APC-C750
Tub 1 CD20 CD45 CD23 CD10 CD79b CD19 CD200 CD43
Tub 2 CD20 CD45 CD31 LAIR1 CDl1lc CcD19 suplgM CD81

Tub3 | cp20 | cpas | CD103 | CD95 CD22 CD19 | CXCR5(CD185) | CD49d

Tub 4 CD20 CD45 CD62L CD39 HLA-DR CcD19 CD27

D’aquesta manera, en el primer tub discriminem la LLC-B del Limfoma del
Mantell (MCL) amb la reactivitat del CD200 per la LLC-B i la manca d’expressio

d’aquest marcador per les cel-lules del Limfoma del Mantell.

Si es tracta d’'una LLC ja no cal continuar la bateria de la resta de tubs perque

ja queda classificada.

Pel que fa a I'expressio de CD10+, aquest es restringeix forca al Limfoma
Fol-licular (LF), al Limfoma de Burkitt (LB) i al Limfoma B Difus de Cél-lula Gran
(LBDCG).

Altres marcadors com el CD95 i el CD200 han estat inclosos en el panell per
identificar malalties del centre germinal i per distingir els casos de MCL d’altres entitats

dins dels SLPC-B, respectivament.
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Els anticossos CD305 (LAIR1), CD11c i CD103 s’han incorporat pel diagnostic
diferencial del limfoma Hairy Cell Leukemia (HCL). De forma que amb aquests
anticossos meés el CD200 i el CD22 podem discriminar un HCL d'un Limfoma de la
Zona Marginal (LZM).

Addicionalment, s’han inclos els CD62L, CD39, HLA-DR i CD27 pels casos de
meés dificultat en el diagnostic diferencial entre la Leucemia Prolimfocitica (LPL), el
Limfoma de la Zona Marginal (LZM), el Limfoma Fol-licular (LF) i el Limfoma B Difus de
Cel-lula Gran (LBDCG).

En definitiva, aquest panell juntament amb el LST, permeten amb la
combinacio de 26 marcadors diferents, I' identificacio de la clona neoplasica B i la
caracteritzacio fenotipica de la mateixa per poder-la classificar en una categoria o

entitat de la OMS en la majoria dels casos.

Els patrons immunofenotipics més frequents per a cada entitat els podem

observar a les seguents taules (1,2):

CD5 CD19 CD38 CD20 CD23 CD10 CD79b CD43 CD1lc IGM CD103 Cb22
B-CLL + lo hi lo + lo lo
MCL +
HCL hi hi -/+ -/+ hi hi  hi
MZL lo -/+
LPL lo oy
FL lo +
LDBCL + /4
LDBCL P
BL hi lo + + hi

Taula 1
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CD200 CD31 CD305 CD81 CDI5 CXCR5 CD49d CD62L CD39 CD27
B-CLL hi hi -/+ lo -
MCL lo -/+ -
HCL hi  hi lo + -
MZL lo
LPL
FL lo lo lo - -
LDBCL o
LDBCL  + .
BL lo lo hi - - -

Taula 2

Intensitat de fluorescéncia: (+) positiu; (-) negatiu; hi (high); lo (low); -/+: neg/pos

En conclusié, podem dir que les estratégies desenvolupades pel consorci
Euroflow pel diagnostic de les Sindromes Limfoproliferatives Croniques B, aixi com per
la resta de neoplasies hematologiques madures i immadures, ha estat un gran avang
tot i la seva complexitat, com a eina de treball estandarditzada a instaurar en el

laboratori clinic assistencial.

La finalitat d’aquests estudis és obtenir resultats i diagnostics objectivables,
reproduibles i fiables.

Amb aquesta estrategia s’aporten dades més fiables pel diagnostic que

repercuteixen directament sobre la seguretat del pacient.

A l'estandarditzar marcadors, processos i algoritmes obtenim resultats
tracables que poden facilitar I'intercomparacio i poden ser la base de I'acreditacio de la

técnica segons la norma de qualitat ISO 15189.
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