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ABREVIATURAS

Ac: Anticuerpo.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

aSHM: “aberrant Somatic Hyper-Mutation”. Hipermutacidon somatica aberrante.
BCR: “B-Cell Receptor”. Receptor de la célula B.

BTK: “Bruton’s Tyrosine Kinase”. Tirosina quinasa de Bruton.

B2M: B2-microglobulina.

CGA: Campo de gran aumento.

CISH: “Chromogenic In Situ Hybridization”. Hibridaciéon cromogénica in situ.
CMF: Citometria de flujo.

dNTPs: Desoxinucledtidos trifosfato.

FAV: Frecuencia alélica de la variante.

FDA: “Food and Drug Administration”. Administracion de medicamentos y alimentos.
FFIP: Fijado en formol e incluido en parafina.

FISH: “Fluorescent in situ hybridization”. Hibridacidn fluorescente in situ.

GMSI: Gammapatia monoclonal de significado incierto.

H&E: Hematoxiloina-eosina

Ig: Inmunoglobulina.



IgH: “Immunoglobulin heavy chain”. Cadena pesada de inmunoglobulina.

IHQ: Inmunohistoquimica.

IGV: “Integrative Genomics Viewer”. Visor Gendmico Integrado.

IPI: indice prondstico internacional.

IPSS: “International Prognostic Scoring System”. Sistema prondstico internacional.

LBDCG: Linfoma B difuso de célula grande.

LDH: Lactato deshidrogenasa.

LF: Linfoma folicular.

LH: Linfoma de Hodgkin.

LLC/LLCP: Leucemia linfocitica crénica/linfoma linfocitico de células pequefias.

LLP: Linfoma linfoplasmacitico

LNH: Linfoma no Hodgkin.

LPB: Linfoma plasmablastico

LZM: Linfoma B de la zona marginal.

MAT: Macrofagos asociados al tumor.

MHCII: “Major Histocompatibility Complex class 11”. Complejo de histocompatibilidad

principal clase Il.

MM: Mieloma multiple.

MW: Macroglobulinemia de Waldenstrom



NGS: “Next Generation Sequencing”. Secuenciacion de nueva generacion.

PCR: “Polymerase chain reaction”. Reaccidén en cadena de la polimerasa.

PD1: “Programmed cell death 1”. Proteina de muerte celular programada 1

PD-L1: “Programmed Death-ligand 1”. Ligando 1 de la proteina de muerte celular

programada.

PLP-B: Proceso linfoproliferativo B.

SG: Supervivencia general.

SNC: Sistema nervioso central.

SNPs: “Single Nucleotide Polymorphisms”. Polimorfismos de nucleético Unico.

TMA: “Tissue Microarrays”. Micromatriz tisular.

VEB: Virus de Epstein Barr.

VHC: Virus de la hepatitis C.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.

WES: “Whole Exome Sequencing”. Secuenciacién del exoma completo.

WGS: “Whole Genome Sequencing”. Secuenciacion del genoma completo






RESUMEN DE LA TESIS DOCTORAL

El objetivo de esta investigacidn, es describir el perfil mutacional del linfoma B con
diferenciacién plasmocelular del tipo linfoma B linfoplasmacitico y linfoma

plasmablastico.

Los objetivos secundarios son: 1) estudiar la relacion existente entre el perfil mutacional
y el fenotipo de los linfomas con diferenciacion plasmocelular y 2) caracterizar el
microambiente tumoral en los casos de linfoma plasmablastico, asi como la expresidn

de proteinas relacionadas con la inmunovigilancia tumoral.

Para ello, se dispone de muestras de linfoma linfoplasmacitico, gammapatia monoclonal
de significado incierto IgM vy linfoma plasmabldstico. Realizamos técnicas de
inmunohistoquimica para el estudio del fenotipado y técnicas de hibridacién in situ (FISH
y CISH), secuenciacion dirigida del exoma mediante NGS, secuenciacién directa de tipo
Sanger y PCR cuantitativa alelo especifica para el estudio del perfil genético. En los casos
de linfoma plasmablastico realizamos una cuantificacion de las poblaciones inmunes
asociadas al tumor (macréfagos y poblaciones de células T) y de la expresidon de
marcadores implicados en la inmunovigilancia antitumoral: la proteina de muerte
celular programada 1 y su ligando (PD-L1, PD1) y el complejo de histocompatibilidad

principal clase Il.

Los resultados obtenidos demuestran que el linfoma linfoplasmacitico presenta un perfil
mutacional simple y relativamente uniforme, con mutaciones recurrentes en
MYD88pL265P y ocasionales mutaciones somaticas en CXCR4, KMT2D, PRDM1/Blimp1,
MYC e ID3. El perfil mutacional del linfoma plasmablastico es heterogéneo y esta
relacionado con la presencia del virus de Epstein Barr (VEB). Las alteraciones genéticas
en MYC, STAT3 y PRDM1/Blimp1 son mas frecuentes en casos VEB positivos. De forma
ocasional se identifican mutaciones en la via MAPK (i.e BRAF). Los reordenamientos de
MYCy las mutaciones en el dominio SH2 de STAT3 producen una sobreexpresién de MYC
y STAT3-P, respectivamente. El microambiente tumoral del linfoma plasmablastico

presenta un enriquecimiento de macréfagos asociados al tumor y linfocitos T PD1.



Este proyecto de investigacidn contribuye, en el aspecto cientifico- técnico, al desarrollo
de paneles de secuenciacion dirigida para el diagndstico molecular de linfomas B. La
identificacion de alteraciones en la via de JAK/STAT y MAPK es caracteristica de los
linfomas plasmablasticos y puede servir de base para terapias dirigidas en este tipo de

linfoma.



ABSTRACT

The aim of this research, is to describe the mutational profile of a series of B cell
lymphoma with plasma cell differentiation, including lymphoplasmacytic B cell

lymphoma and plasmablastic lymphoma.

The secondary aims of this investigation are: 1) The study of the relationship between
the mutational profile and the phenotype and 2) The characterization of the tumor
microenvironment as well as the expression immune checkpoint related proteins in

cases of plasmablastic lymphoma

To this end, samples of lymphoplasmacytic lymphoma, IgM monoclonal gammapathy of
uncertain significance and plasmablastic lymphoma were subjected to a comprehensive
analysis including immunohistochemistry, in situ hybridization, targeted NGS
sequencing, Sanger sequencing and Allele specific Quantitative PCR. A detailed
characterization of the immune populations (macrophages and T cells) as well as the
expression of immune checkpoint markers (PD-L1, PD1 and MHCIl) was done in

plasmablastic lymphoma cases.

Our results show that lymphoplasmacytic lymphoma is characterized by a simple
mutational profile, with a recurrent mutation in MYD88pL265P and occasional somatic
mutations in CXCR4, KMT2D, PRDM1/Blimp1, MYC and ID3. In contrast the mutational
profile of plasmablastic lymphoma is heterogeneous and associated with EBV infection.
Genetic lesions in MYC, STAT3 and PRDM1/Blimp1 are more frequent in EBV positive
tumors. In some cases, MAPK pathway mutations such as BRAF are detected. Both MYC
rearrangements and STAT3 SH2 mutations lead to overexpression of MYC and Phospho-
STAT3, respectively. An enrichment in TAM and PD1 reactive T lymphocytes is found in

the microenvironment of plasmablastic lymphoma.

In conclusion, targeted NGS methods are suitable for the molecular diagnosis of B
lymphomas. The identification of characteristic recurrent mutations in JAK/STAT and
MAPK pathway in plasmablastic lymphomas may offer new therapeutic options for

these aggressive neoplasms.






I.  INTRODUCCION:

1. LINFOMAS CON DIFERENCIACION PLASMOCELULAR

La diferenciacién plasmocelular es una caracteristica propia de algunos subtipos de
linfoma no Hodgkin-B (LNH-B), como el Linfoma linfoplasmacitico (LLP) y el linfoma
plasmablastico (LPB). Las alteraciones genéticas que definen estos subtipos de linfoma
B estan solo parcialmente descritas y no explican totalmente el fenotipo observado en

estos tumores.

1.1. LINFOMA LINFOPLASMACITICO:

Definicion:

El LLP es una neoplasia clinicamente indolente, de células linfoides B pequenas,
linfocitos plasmocitoides y células plasmaticas, que generalmente afecta a la médula

Oseay, a veces, a los ganglios linfaticos y bazo (Swerdlow SH et al, 2017).

La macroglobulinemia de Waldestrom (MW) se define por la combinacién de LLP con un
componente monoclonal IgM, independientemente de la cantidad de la paraproteina
monoclonal (Swerdlow SH et al, 2017). Se denomina MW “smouldering” o asintomatica

a casos con diagnéstico de LLP y ausencia de manifestaciones clinicas de MW.

- Gammapatia monoclonal de significado incierto IgM (GMSI-IgM):

Esta categoria se aplica a aquellos casos con menos del 10% de infiltracidon por LLP en la

médula dsea, < 3 g/dL de proteina monoclonal IgM en suero y ausencia de anemia,



sintomas constitucionales, hiperviscosidad, linfadenopatias, hepatoesplenomegalia, u

otros dafios organicos relacionados el proceso linfoproliferativo.

La GMSI-IgM se considera una condicion precursora que puede progresar a un linfoma,

tipicamente LLP/MW o a amiloidosis (Swerdlow SH et al, 2017).

Epidemiologia y etiologia

El LLP es una entidad poco frecuente, que representa el 3% de todas las gammapatias
monoclonales, y el 6% de los procesos linfoproliferativos de células B (PLP-B) leucémicos

(Wang H et al, 2012).

Se observa predominantemente en adultos, con una edad media en la séptima década
de la vida, y muestra un ligero predominio masculino. Se han reportado casos en la
literatura de predisposicion genética familiar, en pacientes jovenes (Swerdlow SH et al,

2017).

Caracteristicas clinicas

Las manifestaciones clinicas se deben a la infiltracion tisular por el tumory a la cantidad
y propiedades especificas de la paraproteina circulante y su depdsito en los tejidos

(Kapoor et al, 2015).

Los sintomas que se asocian con la infiltracion del tejido hematopoyético incluyen
citopenias, siendo lo mas frecuente anemia normocitica normocrémica, que provoca
debilidad y fatiga. En un 15-30% de los pacientes se observa esplenomegalia,

hepatomegalia y/o adenopatias y de forma menos frecuente ndédulos pulmonares o



derrame pleural, y el sindrome de Bing-Neel, que se debe a la infiltracion del sistema

nervioso central (SNC) (Bing J et al, 1936).

Los sintomas clinicos debidos a la paraproteina monoclonal estan principalmente
relacionados con la hiperviscosidad, reportandose en un 30-35% de los casos de LLP.
Estos incluyen sangrado muco-cutdaneo, trastornos visuales, cefalea, alteraciéon del
fondo de ojo y mareos entre los mas frecuentes. En un 20% de los casos se ha descrito
crioglobulinemia o fenédmenos autoinmunes. Se ha descrito que la complicaciéon
neuroldgica mas frecuente es la neuropatia periférica, que podria deberse a la
reactividad de la paraproteina IgM con antigenos de la vaina de mielina (Levine T et al,

2006) y al depdsito de amiloide.

Otros sintomas que se han descrito son coagulopatias, sintomas gastrointestinales y

sintomas a nivel de la piel (Kapoor et al, 2015; Swerdlow SH et al, 2017).

La mayoria de los pacientes con LLP presentan paraproteina IgM y cumplen criterios de
MW, pero minoritariamente pueden presentar otro tipo de paraproteina (IgG o IgA) o
no presentar paraproteina o de forma ain mas infrecuente presentar mas de un tipo.
Se ha descrito que los casos de LLP IgA, muestran caracteristicas clinicas y patoldgicas
heterogéneas, siendo de utilidad para el diagndstico los hallazgos histopatoldgicos en
médula dsea y la demostracion de la mutacion MYD88pL265P. La evidencia disponible
sobre las caracteristicas bioldgicas de LLP IgA y LLP I1gG apoya la inclusion de estos casos

en el espectro del LLP (Cao X et al, 2016; King RL et al, 2016; Urquieta Lam M et al, 2019).

Histopatologia e inmunofenotipo

Clasicamente se ha descrito, que la afectacion de la médula dsea, se caracteriza por un
patron de infiltracion nodular, difuso y/o intersticial. Sin embargo, los estudios mas
recientes describen un patrdon de infiltracion combinado predominante paratrabecular

asociado a otro patron intersticial (Bassarova A et al, 2015).



El infiltrado neopldsico usualmente se caracteriza por linfocitos pequefios, linfocitos
plasmocitoides y un nimero variable de células plasmaticas. Otras caracteristicas que
se han descrito, son el aumento de células mastocitarias, la presencia de cuerpos de
Dutcher (pseudoinclusiones intranucleares de inmunoglobulina, PAS positivas), y la
presencia de histiocitos salpicados, algunos de ellos cargados con pigmento

hemosiderinico.

Figura 1. Infiltracién en médula ésea por linfoma linfoplasmacitico (H&E, x60).

Detalle histoldgico de biopsia de médula ésea en un caso de LLP. El infiltrado caracteristico del
LLP se compone principalmente de células linfoides, células plasmocitoides y células
plasmaticas. Es caracteristica la presencia de cuerpos de Dutcher, histiocitos salpicados cargados
de hemosiderina, y un aumento de células mastocitarias.



Fenotipicamente, el LLP expresa marcadores de linfocitos B; como: CD19, CD20, CD22 y
CD79a, y marcadores de células plasmaticas: CD138, CD38, con negatividad para CD5,
CD10, CD123, CD23, ciclinaD1 y BCL6. A pesar de que la mayoria de LLP muestran
negatividad para CD5, CD10 y/o CD23, se ha descrito en la literatura que un 17% de los
casos con diagndstico de LLP eran CD5 +y un 16% CD10 + (Lin P et al, 2011).

La mayoria de las células expresan inmunoglobulina de superficie, y las células
plasmaticas con restriccién de cadenas ligeras expresan inmunoglobina citoplasmatica;
en la mayoria de los casos IgM, y de formas mas infrecuente IgG e IgA (Swerdlow SH et

al, 2017; Urquieta Lam et al, 2019; King RL et al, 2016; Cao X et al, 2016.)

| Kappa 8, 4 .

Figura 2. Fenotipo caracteristico del linfoma linfoplasmacitico.

El LLP se caracteriza por la expresion de marcadores de células B (CD20) y marcadores de células
plasmaticas (CD138). Se puede detectar inmunoglobinas citoplasmaticas (caracteristicamente
IgM) y muestran restriccién de cadenas ligeras (en la imagen, restriccidon de kappa).




Desde el punto de vista histopatolégico el LLP se debe diferenciar del linfoma B de la
zona marginal (LZM). El término linfoma B de célula pequefia con diferenciaciéon
plasmacitica se ha sugerido para casos con fenotipo no concluyente. Sin embargo, el
diagndstico diferencial con otros linfomas B de célula pequefia es relevante para la
eleccidn de la terapia 6ptima. En este sentido el patron de infiltracion en médula dsea
en casos de LLP se ha caracterizado en series retrospectivas de casos (Bassarova A et al,
2015; Fang H et al, 2018). El articulo de Bassarova A et al, 2015, describe que los
pardmetros que permiten un diagndstico adecuado de LLP frente al LZM u otras
neoplasias de células pequenas con diferenciacidn plasmacitica son: una infiltraciéon
neopldsica paratrabecular, la presencia de células linfoplasmocitoides, la presencia de
células con cuerpos de Dutcher, un mayor nimero de mastocitos y la presencia de la

mutacion MYD88pL265P.

Perfil genético

Desde el punto de vista genético la mutacidn somatica L265P en el gen MYD88
(MYD88pL265P) situado en el cromosoma 3, que da como resultado un cambio de
leucina a prolina en el aminodcido 265, se detecta en la mayoria de los casos (>90%)

(Hunter ZR et al, 2014; Treon SP et al 2012-2014).



Microambiente

SN SYK

~
~
~
~
~
~
~
~
. ~
\
|

ERK1/2 ‘3 VAKT

IRAK1/4

1

Figura 3. Representacion esquematica via de la via TLR/MYD88. (modificada de Munshi M et
al, Blood Cancer Journal 2020).

La proteina MYD88 mutada activa NF-kB a través de vias divergentes las cuales incluyen a los
mediadores IRAK1/4 y BTK. También Induce la transcripcidn y activacién de HCK y SYK, que a
su vez activan STAT3 y AKT. Estas vias promueven el crecimiento y la supervivencia celular del
LLP/MW.

Se ha visto que los casos con la mutaciéon MYD88pL265P se asocian con una mayor carga
tumoral, aumento de la poblacion linfoide y aumento de infiltrados de mastocitos en la
biopsia de médula dsea en comparacion con los casos MYD88 wild type. No se han
observado diferencias histopatoldgicas entre los casos MYD88pL265P mutados y los

casos MYD88 wild type (Fang H et al, 2018).

Respecto al perfil mutacional de los LLP; ademas de la mutacidn MYD88pL265P, se ha
descrito mediante secuenciacién del exoma completo que la segunda mutacién

somatica mas comunmente encontrada es CXCR4.



Hunter ZR et al, analizaron el gen CXCR4 en casos de MW demostrando que las
mutaciones somadticas activadoras en el dominio carboxi-terminal del gen CXCR4
(receptor de quimiocinas C-X-C tipo 4) se detectan en el 30-40% de los pacientes con
MW, usualmente asociadas a la mutacién MYD88pL265P. Se han descrito mas de 30
mutaciones diferentes en el dominio C terminal del gen CXCR4. Las mutaciones
somaticas incluyen mutaciones con desplazamiento o cambio del marco de lectura y

mutaciones sin sentido (Hunter ZR et al, 2014, Poulain S et al, 2016).

Treon SP et al, describen que los pacientes con mutaciones en CXCR4, muestran una
forma de presentacion clinica mas agresiva, con un mayor porcentaje de infiltracién
tumoral en médula dsea, niveles séricos de IgM mas elevados y clinica sintomética, en

particular sindrome de hiperviscosidad (Treon et al, 2014).

Otras mutaciones que han sido descritas recientemente en un porcentaje menor de los
casos son ARID1A (17% de los casos) CD79B, MYBBP1A, TP53 y KMT2D (Hunter ZR et al,
2018).

El perfil mutacional de los casos de GMSI-IgM es similar al descrito en los casos de LLP.
Aproximadamente la mitad de los casos son positivos para MYD88pL256P y el 20% para
CXCR4 (Xu L et al, 2016).

Por otro lado, en relacidén a alteraciones citogenéticas que han sido descritas en los LLP;
la delecién que involucra el brazo largo del cromosoma 6 (6q), se describe en mas de la
mitad de los casos (Chang H et al, 2007) aunque no es un hallazgo especifico, ya que se
encuentran entre las alteraciones estructurales mas comunes en otros tipos de linfoma

B no Hodgkin (LNH-B).

La delecion 6q ha demostrado estar asociada con algunos parametros clinicos
desfavorables como: anemia, hipoalbuminemia, B2-microglobulina (B2M) elevada y
baja produccion de IgM, considerandose un factor de mal prondstico (Chang H et al,
2007; Nguyen-Khac F et al, 2013). Otras alteraciones citogenéticas que se han descrito

son deleciones de 13g14, trisomia del 18, trisomia del 4, y deleccion de 17p.



Pronostico

La MW tiene un curso crénico y progresivo, con una supervivencia media superior a 5
afios y con al menos un 30% de pacientes vivos a los 10 afios del diagndstico. Su
evolucidn es variable, con un curso de enfermedad heterogéneo, describiéndose casos
que permanecen estables durante afios y otros con un comportamiento clinico mas

agresivo (Garcia-Sanz R et al, 2001).

Una herramienta cominmente usada para el prondstico, en los casos sintomaticos es el
Sistema Pronéstico Internacional (IPSS), que incluye los siguientes pardmetros: edad
mayor a 65 afios, nivel de hemoglobina, conteo de plaquetas, nivel de B2M vy
concentracion de proteina monoclonal en suero. Ese sistema consiste en asignar 1 punto
a cada parametro, excepto a la edad, que se le atribuyen 2 puntos. La puntuacion total
de cada paciente al momento del inicio de la terapia los situa en la categoria de bajo
(puntuacién <1), intermedio (puntuacién =2) o alto riesgo (puntuacion >3) (Morel P et

al, 2009).

La media de supervivencia de pacientes con LLP/MW ha mejorado en la Gltima década.
Los ultimos estudios sugieren que el factor pronéstico mas importantes es la edad en el

momento del diagndstico (Treon SP et al, 2014-2018).

La transformacién de MW a linfoma B difuso de células grandes (LBDCG) ocurre en hasta
el 10% de los pacientes y se asocia con un peor pronostico y menor supervivencia desde
el momento de la transformacién (Lin P et al, 2003). El estado de MYD88 no mutado es
un factor de riesgo asociado de forma independiente a transformacién en casos con

diagndstico de MW (Zanwar S. et al, 2019).

En este sentido, Jiménez C et al, realizaron WES para estudiar el fenémeno de
transformacion de MW a LBDCG vy estudiar las alteraciones genéticas que pueden estar
implicadas en dicho proceso. En sus resultados describen que el fendmeno de
transformaciéon muestra un patrén genético heterogéneo y complejo, que depende de
la frecuencia y la especificidad de las variantes adquiridas. Encuentran mutaciones
implicadas en ambas entidades como son MYD88 y CD79. MYD88plL265P al estar

presente en mas de un 90% de los casos de MW no se puede demostrar su implicacién



en el fendmeno de transformacién a LBDCG, en cambio si se observa una incidencia
mayor de mutaciones en CD79B en casos de MW con transformacién a LBDCG, que en

casos no transformados.

Por otra parte, no todos los eventos serian igual de importantes, aunque no se ha
encontrado un patrén comun, describen alteraciones que estan presentes en una alta
proporcién de células tumorales clonales y que se conservan durante la transformacién
a LBDCG, lo que sugiere que pueden tener un papel clave como mutaciones precursoras.
Ademas, describen que se ganan otras mutaciones durante el proceso (FRYL, HNF1B,
PIM1) pudiéndose tratar de eventos cooperadores en el fendmeno de transformacion a

LBDCG (Jiménez C et al, 2013).

Tratamiento y nuevos agentes terapéuticos

La indicacion de terapia esta mejor establecida en pacientes con MW, que presentan
sintomatologia como: sintomas constitucionales, anemia, linfadenopatias vy
esplenomegalia sintomatica y progresiva, sintomas de hiperviscosidad, crioglobulinemia

sintomatica, neuropatia y amiloidosis.

En general, se recomienda que el tratamiento se reserve para pacientes con sintomas o
signos atribuibles a la MW. El inicio de la terapia no debe basarse Unicamente en los
niveles de IgM, ya que pueden no correlacionarse con la carga de enfermedad, la

sintomatologia o el prondstico.

Los pacientes con GMSI-IgM o LLP asintomatico, aunque no presentan sintomas

relacionados con la enfermedad, deben ser monitorizados (cada 3-4 meses).

Dentro del protocolo terapéutico, se incluyen: agentes alquilantes, analogos de
nucledsidos, inhibidores de proteasoma e inmunodeladores, que se combinan a

menudo con rituximab u ofatumumab.

Como nuevos agentes terapeuticos, destaca ibrutinib (inhibidor de la tirosina quinasa

de Bruton, BTK) ya que actualmente, es el Unico agente aprobado por la administracion
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de alimentos y medicamentos (FDA) de primera linea y en recaida en pacientes con
LLP/MW. lbrutinib es un inhibidor oral de BTK irreversible y muy potente, que se une
covalentemente a un residuo de cisteina-481 en el sitio activo de BTK, dando como
resultado una fuerte inhibicion de la actividad quinasa (Wilson WH et al, 2015; Kim JH

et al, 2016; Castillo JJ et al, 2016).

La BTK, es un componente de la via de sefalizacion del receptor de la célula B (BCR). El
BCR estd implicado en la tumorigénesis de la MW, pero también constituye un regulador
importante de otras vias de supervivencia de las células B que median la apoptosis, la
adhesiodn, la migracién y el anidamiento celular. En pacientes seleccionados se realizard

trasplante autélogo de células madres.

El tratamiento sintomatico incluye plasmaféresis para el sindrome de hiperviscosidad,
sintomas de crioglobulinemia, neuropatia, amiloidosis y nefropatia por cadenas ligeras,

y corticoesteroides para la anemia hemolitica autoinmune o trombocitopenia.

El tratamiento de los pacientes debe ser individualizado segun las caracteristicas de la
enfermedad (niveles de IgM, presencia de citopenias, complicaciones inmunoldégicas de
la IgM, volumen de enfermedad), del paciente (edad fisioldgica, estado funcional,
comorbilidades y preferencia por la terapia oral frente a la parenteral) y los objetivos de
la terapia, ya que no todos requieren una respuesta inmediata con un tratamiento

intensivo (Leblond V et al, 2016; Kastritis E et al, 2016).
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1.2 LINFOMA PLASMABLASTICO:

Definicion

El LPB fue inicialmente descrito como una variante clinico-patoldgica de linfoma de
célula grande, que afectaba predominantemente la cavidad oral en pacientes
inmunodeprimidos por virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Delecluse HJ et al,
1997). Hoy en dia se considera una entidad dentro del grupo de Linfoma B difuso de

célula grande.

El LPB se define como una neoplasia linfoide de patrén difuso de células grandes
(plasmablastos e inmunoblastos) que presentan un fenotipo plasmocelular (Swerdlow

SH et al, 2017).

Epidemiologia y etiologia

Es una neoplasia infrecuente, que ocurre predominantemente en adultos con
inmunodeficiencias; usualmente VIH, constituyendo aproximadamente un 2% de los
linfomas relacionados con VIH. También se ha descrito en pacientes post- trasplantados
y con trastornos autoinmunes, y en pacientes de edad avanzada. Puede ocurrir en nifios

con inmunodeficiencias, principalmente VIH (Swerdlow SH et al, 2017).

En la patogenia del LPB influyen el estado de inmunodeficiencia y factores genéticos.
Estudios recientes han identificado la presencia de reordenamientos en el gen MYC en
las células neoplasicas (Valera A et al, 2010) y su asociacién con la infeccidén por el VEB
como importantes mecanismos patogénicos. Recientemente se ha demostrado que lo

reordenamientos de MYC (identificados en un 70% de los LPB) conducen a la

12



sobreexpresidon de la proteina MYC y se asocian frecuentemente con mutaciones en
PRDM1/Blimp1. La sobreexpresion de MYC detectada por inmunohistoquimica (IHQ)
parece no estar restringida, sin embargo, a los casos con traslocacién de MYC. Estos
datos sugieren que la sobreexpresidon de MYC tiene un papel central en la patogenia del
LPB pero se desconocen otros posibles genes implicados en la patogénesis de los casos

gue no muestran lesiones estructurales en el gen MYC (Montes-Moreno et al, 2017).

Caracteristicas clinicas

El LPB es mas frecuente en hombres, con una edad media al diagndstico de 50 afios. La
edad de presentacién es menor en pacientes con VIH, con una edad media al diagnéstico

de 40 aios (Lépez et al, 2018).

La mayoria de los casos se presentan como una masa en regiones extraganglionares de
la cabeza y el cuello, en particular en la cavidad oral y senos paranasales, siendo el 90%
de estos pacientes VIH. La segunda localizacién en frecuencia es el tracto

gastrointestinal.

Otras localizaciones extraganglionares descritas en > 1% de los casos incluyen el hueso,

partes blandas y piel y el SNC.

Histopatologia e inmunofenotipo

El LPB muestra un patrén difuso y cohesivo de células de tipo plasmablasto e
inmunoblasto. La célula de tipo inmunoblasto se caracteriza por un citoplasma amplio,
un nucleo vesicular redondo central con nucléolos prominentes. Las células de tipo
plasmablasto, se caracteriza por un citoplasma basdfilo, un nicleo redondo excéntrico,

halo perinuclear y nucléolo prominente.
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Son frecuentes las figuras mitdticas y células apoptoticas. Es frecuente el patrén en cielo
estrellado, con macrdéfagos con cuerpos tingibles. Pueden observarse areas de necrosis

confluente (Swerdlow SH et al, 2017; Castillo JJ et al, 2015).

Figura 4. Caracteristicas histoldgicas del linfoma plasmablastico. (H&E, x60).

Imagen de un caso de nuestra serie de LPB, donde se observa una morfologia caracteristica. Se
identifican células de tipo plasmablasto que muestran un citoplasma amplio baséfilo, niucleo
excéntrico, nucléolo prominente y halo perinuclerar. Se observa en la imagen macréfagos con
cuerpos tingibles y figuras mitéticas.

El perfil IHQ caracteristico del LPB, demuestra una expresidon de CD20 ausente y una
expresién reducida / ausente de PAX5. CD79a es positivo en el 40% de los casos. Son
positivos en la mayoria de los casos los marcadores de diferenciaciéon de células
plasmaticas como CD138 (61%) CD38 (59%), MUM1 / IRF4 (96%) y los factores de
transcripcion inductores de la diferenciacién plasmocelular PRDM1 / Blimp1 (80%) y
XBP1s (54%). En el 57% de los casos se observa un inmunofenotipo plasmablastico
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completo que consiste en la pérdida de marcadores de células B con expresién de dos

marcadores de células plasmaticas (Montes-Moreno et al, 2010).

La restriccion de cadenas ligeras generalmente puede ser demostrada mediante IHQ. La
proteina MYC se sobreexpresa en la practica totalidad de los casos estudiados (~100%)
con intensidad variable. En la gran mayoria de los casos el indice de proliferacion celular
Ki67 suele ser>90%. CD10, CD56 y CD30 son positivos en 20-30% de los casos y BCL6 en
un 16%.

La hibridacion in situ para EBER es mas frecuentemente positiva en pacientes con VIH
(82% positivos para EBV-EBER) que en el resto de individuos (40-60%). EBV-LMP1 suele
ser negativo (6%) (Montes-Moreno et al, 2010; Montes-Moreno 2017). No se detecta
expresion de la proteina ALK ni de HHV-8-LANA1, por definicién (Swerdlow et al,
referencia OMS 2017).

Caracteristicas del microambiente tumoral

Recientemente se ha descrito, que el LPB desarrolla varias vias de escape inmune que
implica la expresion de puntos de control inmune como PD-1y PD-L1, que se expresa en
las células tumorales y del microambiente (Laurent C et al, 2016). Esto genera un
microambiente tolerogénico. Lauren C et al, 2016, describen en su serie de casos
expresion de PD1, PD-L1 Y CD163 en las células del microambiente tumoral, mientras
gue en las células neoplasicas identifican positividad inmunohistoquimica para PD1 en
un 22,5% de los casos y para PD-L1 en un 5%. Describen por otra parte que la positividad
para VEB en LPB se asocia a un aumento de expresion de la proteina PD-L1 y otros

marcadores de inmuno-checkpoint.

El estudio de la proteina del complejo de histocompatibilidad principal clase Il (MHC II)
/HLA DR en LPB, ha sido reportado por Schmelz M et al, donde describen en la mayoria
de los casos la ausencia de expresidon inmunohistoquimica de la proteina en los LPB

(Schmelz M et al, 2012).
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Perfil genético

En el caso del LPB, han sido descritas en la literatura alteraciones genéticas que
consisten en traslocaciones en el gen MYC. El gen MYC generalmente se reordena con
genes de las IG (inmunoglobina), y en el contexto de cariotipos complejos (Valera A et
al, 2010). Otra alteracidon genética, recientemente identificada, son las mutaciones
puntuales en PRDM1/Blimp. Estas mutaciones pueden contribuir a la oncogenidad del

gen MYC (Montes-Moreno et al, 2017).

Otras alteraciones genéticas no han sido reportadas hasta el momento, por lo que el

perfil genético de los linfomas plasmabldsticos no esta totalmente caracterizado.

Recientemente, se ha descrito que el LPB tiene un perfil transcripcional distinto del
LBDCG, con diferencias en la activacion de la sefializacion de BCR y factores de

trascripciéon MYC, MYB y de diferenciacién plasmocelular (Chapman J et al, 2015).

Prondstico

El prondstico es generalmente malo, con una media de supervivencia de 9 meses a 3
afos en las series publicadas. Una revision sistematica reciente de 300 pacientes,
mostro una mediana de supervivencia global (SG) de 8 meses (Castillo JJ et al, 2015). La
mayoria de los estudios publicados hasta ahora describen que la infeccién por VIH se
asocia con mejor prondstico, teniendo peor prondstico los pacientes inmudeprimidos

VIH negativos (Liu JJ et al, 2011).

El indice prondstico internacional (IPl), en linfomas agresivos incluye: la edad, el estado
funcional, los niveles de lactato deshidrogenasa (LDH), afectacion extranodal y el estadio
clinico. Los factores pronésticos no estan del todo claro en las series descritas. Algunos
autores describen que la edad y los niveles de LDH, son los factores prondsticos mas

importantes, asocidndose estos con un peor prondstico (Schommers P et al, 2013),
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mientras en otra serie retrospectiva (Colomo L et al, 2004) la edad, los niveles de LDH, y
la afectacidon de la médula 6sea no son considerados factores de peor prondstico. Mas
recientemente, Loghavi et al, describen que los factores de peor prondstico son una
edad mayor a 50 aios, estadios lllI-IV de la enfermedad y la afectaciéon de ganglios
linfaticos, sugiriendo que pacientes jévenes, con estadio limitados y tratados con

quimioterapia pueden tener un prondstico favorable (Loghavi et al, 2015).

Los reordenamientos y ganancias en MYC han sido asociados con peor prondstico y una

supervivencia mas corta (Morscio J et al, 2014).

Tratamiento y nuevos agentes terapéuticos:

No hay un protocolo terapéutico establecido; algunos autores recomiendan de primera
linea un tratamiento basado en 6 ciclos de infusién EPOCH ajustado a la dosis (con o sin
bortezomib), profilaxis intratecal con cada ciclo de EPOCH, trasplante autélogo de

células madre en primera remision para candidatos apropiados.
Los pacientes VIH, se benefician de terapias antrirretrovirales combinadas (HAART).

Dentro de los nuevos agentes terapéuticos que se han descrito en los ultimos anos; se
encuentra bortezomib, un inhibidor de la proteasoma que actla a su vez inhibiendo la
via NF-KB, utilizado en el tratamiento del mieloma multiple, describiéndose también su
actividad en linfomas como el LBDCG o linfoma del manto. También se han descrito
agentes antivirales o inmunomodulares, inhibidores del brodominio extratermial (BET),
Ac monoclonales y conjugados (brentuximab, daratumumab) y Ac anti- IL6 (siltuximab)

(Lopez A et al, 2018; Castillo JJ et al, 2015).
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2. NUEVAS ESTRATEGIAS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR EN LINFOMA.

Hoy en dia las técnicas de diagndstico molecular, son una herramienta que nos permiten

analizar diferentes biomarcadores a nivel genémico, transcriptémico y protedmico.

La secuenciacién del ADN permite identificar patrones de variacién genética asociados
a determinados fenotipos clinicos. Los desarrollos en la dltima década de nuevas
técnicas de secuenciaciéon genética han supuesto un avance en el diagndstico,

prondstico y tratamiento de enfermedades de base genética como el cancer.

La NGS, que se basa en lectura en paralelo de millones de secuencias mediante equipos
de ultima generacién, ha demostrado su coste-efectividad y esta siendo integrada en las
rutinas diagndsticas. Ademas, estas técnicas tienen el potencial para detectar diversos

tipos de variaciones genéticas en un unico analisis.

Existen tres estrategias para abordar el diagndstico molecular empleando

secuenciacion masiva:

-Secuenciacién del genoma completo (WGS): cubre casi completamente la informacion
codificada en el ADN de una muestra, incluyendo regiones exdnicas, intrénicas y

reguladoras.

-Secuenciacién del exoma completo (WES): incluye las regiones codificantes (exones) de

todos los genes, corresponde aproximadamente con el 1,5% del genoma.

-Secuenciacidn dirigida del exoma: se secuencian una seleccidn de genes relevantes en

determinada patologia.

Los paneles de secuenciaciéon dirigida, analizan un nimero limitado de genes, con una
cobertura suficiente en regiones de interés. Esta aproximacidn asegura una profundidad
de lectura mayor que permite la deteccidn de variantes con baja frecuencia alélica. Este

disefio también facilita el posterior analisis de datos.
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La mayoria de estudios de genotipado en procesos neoplasicos han utilizado paneles de
secuenciacion masiva del genoma o exoma que utilizan muestras de tejido en fresco,
congelado y/o tejido fijado en formol e incluido en parafina (FFIP). La implementacion
clinica de secuenciacién dirigida del exoma utilizando muestras FFIP, es hoy en dia un
desafio, ya que es necesario generar datos de alta calidad y crear algoritmos de

interpretacion de los mismos, con resultados robustos y reproducibles.
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. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

2.1. HIPOTESIS

La rdpida evolucidn de las técnicas de secuenciacidén masiva, tanto en aumento del
rendimiento como en reduccion de costes, ha cambiado radicalmente la
investigacion biomédica en campos como el diagndstico molecular o la medicina

personalizada.

La secuenciacion mediante paneles dirigidos, utilizando muestras de tejido FFIP,
supone hoy en dia una poderosa herramienta de diagndstico molecular. Su
implementacion en los laboratorios de diagndstico clinico, sigue siendo un reto

tanto a nivel técnico como en el manejo de datos.

El conocimiento del perfil mutacional, las vias de sefializacion implicadas en la
patogenia de los linfomas con diferenciacién plasmocelular (LLP y LPB), y el estudio
del microambiente tumoral en el caso de los LPB, podria suponer un gran avance

en el desarrollo de nuevas terapias dirigidas.

La hipdtesis es que; las técnicas de secuenciacidn de nueva generacién mediante
paneles dirigidos en muestras FFIP en casos con diagndstico de linfomas con
diferenciacién plasmocelular (LLP y LPB) permiten identificar una firma genética

especifica.
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2.2. OBIJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral es la descripcion del perfil mutacional
de linfomas B con diferenciacidon plasmocelular: LLP Y LPB, mediante paneles de

secuenciacion dirigida del exoma, utilizando muestras clinicas FFIP.

Los objetivos especificos son:

- Estudiar la relacién existente entre el perfil mutacional y el fenotipo de los

linfomas con diferenciacién plasmocelular (LLP y LPB).

- Descripcidn del microambiente tumoral en casos de LPB y de la expresién

de proteinas relacionadas con el control inmunitario.
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1. MATERIAL Y METODOS:

3.1. SELECCION DE CASOS

Linfoma B linfoplasmacitico

-Se realiza una recogida retrospectiva de casos desde el 2009 al 2018. En total se
dispone de 28 casos, 24 con diagndstico de LLP y 4 con diagnéstico de GMSI-IgM, del
archivo del servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla. Se dispone de un total de 31 muestras de tejido FFPI de biopsias de

médula ésea, las cuales fueron revisadas para su inclusién en el estudio.

En todos los pacientes se disponia de biopsia de médula ésea pre-tratamiento.
Aparte de la biopsia de médula dsea, algunos pacientes tenian disponible material
de bloque celular (coagulo) procedente de aspirado de MO. Se obtuvo aspirado de
médula dsea en todos los pacientes y este fue analizado mediante morfologia

convencional, citometria de flujo (CMF) y FISH/cariotipo.

Los datos clinicos de todos los pacientes se revisaron y se recogieron y anotaron para
su posterior estudio. Se recogieron en todos los casos; el sexo, la edad y signos y
sintomas relacionados con MW/LLP, como son: anemia, astenia, pérdida de peso y
fiebre, dolor de cabeza, alteraciones visuales, sintomas relacionados con la
hiperviscosidad, depédsito de amiloide, neuropatia, esplenomegalia palpable,
afectacion nodal y extranodal, crioglobulinemia e infeccidn por virus de la hepatitis

C (VHC) (tabla 1).

Por ultimo, para realizar un correcto diagndstico diferencial con otros linfomas B de
célula pequefia que pueden tener diferenciacion plasmacitica, se incluye una serie
de 47 biopsias de médula 6sea con diagndstico de LZM (24 casos) y leucemia linfatica

cronica (LLC) (23 casos), en los cuales se estudidé las caracteristicas morfoldgicas,
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estudiando los diferentes patrones de infiltracion neoplasica en médula dsea, asi

como sus caracteristicas fenotipicas (tabla 2).

Linfomas plasmablasticos

- Se realiza una recogida retrospectiva de casos con diagndstico de LPB. En el estudio
se han incluido 42 casos con diagndstico de LPB, de los cuales 28 fueron obtenidos
de los archivos del servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla. Diez casos fueron recibidos del archivo Departamento de
Hematopatologia de MD Anderson Cancer Center (Houston) y 4 casos del
departamento de Patologia del Hospital San Bortolo (Vicenza, Italia). Los acuerdos
de transferencia de material fueron firmados por el IDIVAL y las instituciones

colaboradoras.

En todos los casos se confirmd el diagnédstico histopatoldgico siguiendo los criterios
diagnodsticos de la OMS (Swerdlow SH et al, 2017), los cuales incluyen entre otros la
negatividad para marcadores pan B (CD20), HHV-8 y ALK y la expresion de

marcadores de diferenciacion plasmocelular.

Se han recogido en todos los casos los datos clinicos. Se revisé y anoté en todos los
casos: sexo, edad, localizacion de la biopsia, infeccién por VIH, trasplante previo u
otras inmunodeficiencias, sintomas CRAB que se relacionan con el mieloma
multiples (lesiones dseas, anemia, problemas renales, hipercalcemia), componente

M, e infiltracidn neoplasica en médula ésea (tabla 3).

El estudio y la recolecciéon de muestras fueron aprobadas por el comité de ética local
(CEIC, Cantabria) y cumple con la declaracion de Helsinki. Se ha obtenido el

consentimiento informado por escrito cuando fue necesario.
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3.2. HISTOLOGIA E INMUNOHISTOQUIMICA

El diagndstico histopatoldgico de LLP y LPB se establece siguiendo los criterios
diagnodsticos vigentes en la OMS, mediante el estudio morfoldgico, fenotipico y

molecular de todos los casos estudiados (Swerdlow SH et al, 2017).

Para el estudio histoldgico se realiza técnicas de tincion mediante hematoxiloina-
eosina (H&E) que consiste en una mezcla de colorantes, que permite visualizar y

diferenciar la estructura de los tejidos.

La IHQ es un método que permite, mediante el uso de anticuerpos (Ac) marcar las

proteinas y evaluar su expresion a nivel celular.

El método de conjugacidon que se utiliza en IHQ es un método de conjugacién
indirecto, donde el marcador va unido a un Ac secundario. El Ac primario se une por
medio de sus fragmentos Fab al antigeno, siendo reconocido su fragmento Fc por un
Ac secundario. Este dominio Fc es igual para todos los Ac de una misma especie
determinada, por lo que un mismo Ac secundario serad capaz de unirse a distintos

tipos de Ac primarios.

Sefial v

quimioluminiscente _—-| Anticuerpo

secundario

Anticuerpo primario \

— Proteinade interés

Figura 5. Inmunohistoquimica indirecta.
Al afiadir el sustrato de la enzima, se genera un producto visible donde se encuentra el
elemento tisular buscado (mas el Ac y la enzima) permitiendo a su vez identificar su
localizacién dentro de la muestra tisular.
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Las técnicas de IHQ, se realizaron siguiendo los procedimientos convencionales
automatizados en todos los casos (tabla 4).

-Para el diagndstico de LLP se utilizaron los siguientes Ac: CD20, PAX-5, CD138,
MUM1, Kappa, Lambda, Triptasa, IgM, DBA-44.

-Para el diagndstico de LPB se utilizaron los siguientes Ac: CD20, PAX-5, CD138,
CD38, IRF4/MUM-1, Blimp-1, Kappa, Lambda, BCL-6, BCL-2, CD10, KI67, C-MYC,
HHV-8, EBV-LMP1, CD30, ALK, p53, Phospho-STAT3 (Tyr705), PD-L1 (clon 22C3), PD1,
CD3, CD4, CD8, CD163 y HLA-DP/DR.

Micromatrices de tejido, (del inglés Tissue Microarrays, TMAS)

El microarray de tejido (o micromatriz tisular) se construye adquiriendo muestras
cilindricas de tumores o zonas de interés a partir de los bloques de parafina. Todos
los cilindros asi obtenidos se incorporan a un bloque de parafina receptor, que es a

su vez cortado en multiples secciones para la realizacidn de técnicas de interés.

El microarray de tejido tiene varias ventajas y aplicaciones, nos permite analizar el
perfil de expresién de nuestros Ac de interés en multiples tejidos normales y
tumorales al mismo tiempo, asegurando la homogenicidad del protocolo y
consiguiendo una comparacién fiable de los resultados inmunohistiquimicos en

menor tiempo.
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Figura 6. Procedimiento de elaboracion de micromatrices de tejido.

Se realiza mediante la obtencidon de muestras cilindricas en zonas relevantes para el estudio
en los bloques de parafina seleccionados y su posterior incorporacion en un bloque de
parafina receptor, que puede ser cortando en multiples secciones permitiéndonos realizar
técnicas IHQ o FISH, de forma homogénea y de manera mas rapida.

Realizamos en las muestras de LPB un TMA para la realizacién de técnicas de IHQ y
FISH para MYC. Un subgrupo de casos procedentes del centro MD Anderson Cancer
Center (Houston) se incluyeron en un TMA adicional. Se realizaron diecinueve cortes
de los TMA, para las siguientes técnicas de IHQ: C-MYC (x2), Phospho-STAT3(x2),
HLA-DP, CD163, PD-L1 (22C3), PD1, CD2, CD3, CD8, CD4, CD56, CD57, TIA-1,
TCRDELTA, TCRBF1, GranzimaB, Perforina. En aquellos casos en los que no se
disponia de suficiente tejido para realizar TMA se realizo el estudio IHQ y FISH en

secciones completas del bloque FFIP original.
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3.3 HIDRIDACION IN SITU CROMOGENICA, HIBRIDACION IN SITU
FLUORESCENTE Y CARIOTIPO CONVENCIONAL.

La hibridacion in situ, es un método para localizar acidos nucleicos en un tejido,

mediante la hibridacién de sondas complementarias marcadas.

La FISH utiliza sondas que emiten fluorescencia (ADN complementario marcado)
para encontrar los fragmentos diana por hibridacién. Puede utilizarse para detectar
alteraciones en cromosomas incluyendo deleciones de genes, amplificaciones,

traslocaciones y fusiones.

Para la detecciéon de la delecién de 6g mediante FISH usamos una sonda XL
6q21/6g23/6cen, Metasystems. La sonda especifica de locus XL 6g21 / 6923 / 6cen
detecta deleciones en el brazo largo del cromosoma 6. La sonda marcada en verde
se hibrida con una regién especifica en 6g21 que incluye el gen SEC63. La sonda
marcada con naranja hibrida especificamente con la regién del gen MYB en 6q23.
Una sonda marcada en azul que hibrida con el centrémero del cromosoma 6
funciona como una sonda de referencia. Para interpretar los resultados, se considerd

positivo un caso cuando presentaba delecion de 6q en al menos el 10% de las células.

Existen dos estrategias diferentes para estudiar los reordenamientos mediante FISH,
cada una con un tipo de sonda de locus especifico diferente: las sondas de doble

fusidon o colocalizacidon y las sondas de separacion.

En nuestro trabajo utilizamos en un primer paso sondas Dual Color Break Apart, que
involucran la region especifica del gen MYC en el cromosoma 8q24. (Abbott
Molecular). Se basa en el empleo de dos sondas especificas de locus que flanquean
el punto de ruptura de gen a estudio. Al menos un 10% de células con sefial break
apart fueron requeridas para considerar un caso reordenado y al menos un 15% de
células con copias extra para el gen MYC, fueron necesarias para considerar un caso

positivo para ganancias del niumero de copias del gen MYC.

También se utilizardn sondas Dual Fusion Translocation que nos permiten detectar
la yuxtaposicion del locus de cadenas pesadas de inmunoglobulinas (IgH) y la regién

del gen MYC en interfase.
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Figura 7. FISH, para estudio de reordenamientos en el gen MYC, con sondas Dual Color Break
apart y Dual Fusion Translocation.

En la imagen de la izquierda(A) se muestra una imagen de un caso con traslocacién de MYC. Las
células normales muestran un patrén con dos sefales de fusién, mientras que células con
traslocacion que implica al gen MYC, presentan una sefal roja, una seial verde y una sefial de
fusion. En la imagen de la derecha (B) se muestra una imagen de un caso con reordenamiento
IgH-MYC. En una muestra normal el patrén de hibridacion con esta sonda es de dos sefales rojas,
dos sefiales verdes. Cuando existe translocacion t(8:14) reciproca aparece un patrén de una
sefial roja, una sefial verde, dos sefiales de fusion.

Para la deteccién del VEB se realizd hibridacion in situ cromogénica (CISH), que utiliza
sondas marcadas con haptenos, en vez de sondas marcadas con fluorocromos. Los
hibridos se detectan por métodos de IHQ, produciendo una reaccion colorada visible
al microscopio dptico. Se utilizé una sonda anti ARN viral de EBV (EBER) y un KIT de
deteccion PNA ISH (Dako Cytomation). Una vez obtenidos los resultados, EBER fue
considerado positivo cuando habia mds de un 80% de células grandes atipicas

positivas.

28



Figura 8. Hibridacidon cromogénica in situ (CISH), con sondas anti RNAs de EBV (EBER).
Imagen de un caso de nuestra serie de LPB, en el cual se identifican mas del 80% de
células neopldsicas positivas para EBER.

3.4. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE MARCADORES
INMUNOHISTOQUIMICOS Y FACTORES DE TRANSCRIPICON.

En los casos de LPB, se realizé una cuantificacion de la expresion de marcadores IHQ
y factores de transcripcion, con el objetivo de estudiar qué células inmunitarias estan
implicadas, asi como la activacidén de vias oncogénicas. Para la cuantificacién de las
poblaciones celulares del microambiente tumoral y la expresion de factores de
transcripciéon hemos desarrollado un método que nos permite la cuantificacion de
las diferentes subpoblaciones celulares. Realizamos las siguientes técnicas IHQ: CD3,
CDS8, PD1, CD163, PD-L1 (clon 22C3) y MHCII/HLA DP/DR, para identificar las
diferentes poblaciones celulares y MYC y P-STAT3 para el estudio de factores de

transcripcion.

En cada caso, se realizo fotografias de 3 campos representativos de gran aumento
(CGA) (40x.) usando microscopio modelo Leica (DM2000LED) con cdmara (Leica
ICC50W). Se seleccionaron las areas con mayor positividad (hotspots) en cada una

de las técnicas.
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Todos los marcadores de IHQ se cuantificaron y se calculdé la media de células
positivas en los tres campos seleccionados. Se tuvo en cuenta la localizacién
subcelular del antigeno (i.e de membrana con CD3 o nuclear con C-MYC). Para la
cuantificacién de marcadores como PD-L1, se cuantificd la poblacién tanto en las
células neoplasicas como en las células del microambiente tumoral. La técnica IHQ
MHCII/HLA DP/DR Unicamente se cuantificé en las células neoplasicas. El patrén de

tincidn se anotd como tincidn citoplasmatica o de membrana.

Figura 9. Cuantificacion del microambiente tumoral en linfoma plasmablastico.

Imagen representativa de la cuantificacion en un campo de gran aumento (40x) de la
expresion de PD1. Se contabilizaron 14 células (linfocitos T) con tincién positiva para PD1 en
un campo de gran aumento. Se calculé la media de expresion en tres campos de gran
aumento de las dreas mas positivas (hot-spots).
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Figura 10. Imagen inmunohistoquimica de la expresion MHCII/HLA (DP, DR).

Se identificaron dos patrones de tincién mediante MHCII/HLA (DP, DR), en la imagen se
observa un caso de nuestra serie de LPB que muestra una tincidn citoplasmatica granular y
de membrana.

3.5. PCR ALELO-ESPECIFICA PARA LA DETECCION DE MUTACIONES
EN MYD88pL265P.

La PCR a tiempo real permite cuantificar el producto obtenido a partir de cada
muestra, mientras se lleva a cabo la amplificacion. El equipo se compone de un
termociclador y un lector de fluorescencia, acoplado al ordenador, el cual permite
monitorizar la amplificacion de una secuencia especifica en tiempo real. La PCR alelo
especifica permite realizar una amplificacién diferencial del ADN molde con
presencia de la mutacién puntual y del ADN molde wild type. Para esto se generaron
sondas Tagman custom para la detecciéon de la mutacion L265P en MYD88

(Martinez-Lopez A. et al, 2015).

Esta tecnologia se ha validado para uso clinico en nuestro laboratorio. Los resultados

de validacion de esta metodologia mostraron una especificidad del 100% para la
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identificacion de la mutacidon MYD88pL265P. El limite de deteccidn es del 5% para

muestras FFIP y del 1% a partir de ADN en fresco.
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Figura 11. PCR alelo especifica a tiempo real, para la deteccién de la mutacion de

MYDSSpL265P.
En laimagen se muestran los datos de la amplificacién mediante RT-PCR para MYD88pL265P

en un caso de la serie de LLP que presentaba la mutacidn. Se muestran las curvas por
triplicado obtenidas tras amplificacidon con la sonda especifica para el ADN mutado. Esta
técnica estd basada en la deteccion y cuantificacidon de un reporter fluorescente, cuya sefial
aumenta en proporcion directa a la cantidad de producto de PCR generado en la reaccién.
En el eje de las abscisas se muestra el nimero de ciclos de PCR (Ct) y en el eje de las
ordenadas la intensidad de emisién del fluoréforo. El Ct es inversamente proporcional al
numero de copias del ADN diana.

3.6. SECUENCIACION DIRECTA PARA LA DETECCION DE MUTACIONES
EN CXCR4

El método de Sanger utiliza una ADN-polimerasa para copiar un ADN molde (ADN a

secuenciar). El método se basa en que junto con los desoxinucledtidos o dNTPS
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normales, se incluyen didesoxinucledtidos o ddNTPS (marcados con un fluorocromo
diferente), que son unos analogos quimicos de los dNTPs que carecen del grupo
hidroxilo en 3" necesario para formar el enlace entre un nucledtido y el siguiente en

la hebra de ADN.

Como la incorporaciéon de los ddNTPs en lugar de los dNTPs ocurre al azar, el
resultado es una coleccion de fragmentos de ADN de diferente longitud, los cuales
se separan en funcién del tamafio mediante electroforesis capilar (Sanger F et al,
1975; Sanger F et al 1977). Un detector fluorimetrico registra el color de la
fluorescencia que emiten los fragmentos de ADN segun van diluyendo del capilar,

de menor a mayor tamafio.

En cuatro casos de nuestra serie de LLP con ADN disponible, se ha realizado, para la
deteccion de las mutaciones sin sentido y mutaciones con cambio de marco de
lectura, del dominio C terminal de CXCR4, secuenciacion directa Sanger siguiendo la

metodologia previamente descrita (Ballester et al, 2016).

Se utilizaron cebadores marcados con M13 para CXCR4:

Fw: 5"TGTAAAAC GACGGCCAGTTT TCTTCCACT GTTGTCTGAACC-3" y reverse:
5'CAGGAAACAGCTATGACCgactgactgactgactgactgatgactgactgactgactACATCTGTGTT
AGCTGGAGTGA-3".

Un producto adecuado de PCR (268 pb) fue confirmado mediante gel de agarosa y
posteriormente se purificé el ADN. La reaccién de PCR de secuenciacién se realizd
usando los primers M13 Pw y reverse: M13 forward (5°-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-
3") M13 reverse (5’-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3’).

Posteriormente se realizé secuenciacion directa en ABI13130 instrument (Applied
Biosystems) en ambos sentidos, forward y reverse. Finalmente, las secuencias
fueron procesadas y analizadas usando el Software de Analisis de secuenciacién V5.2

y Chromas.
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3.7. SECUENCIACION DE ULTIMA GENERACION A PARTIR DE LIBRERIAS
BASADAS EN AMPLICONES.

El principio fundamental de las técnicas de NGS es similar en muchos aspectos al
método de secuenciacidén de Sanger: el ADN molde se fragmenta y la secuencia de
bases se determina mediante las sefiales emitidas por los nucledtidos cuando se

incorporan a la hebra creciente de ADN.

Las técnicas de secuenciacion masiva, NGS, son capaces de procesar millones de
muestras en paralelo, acelerando el proceso de secuenciacién a un coste mas
reducido. Estas técnicas tienen el potencial para detectar diversos tipos de
variaciones gendmicas en un Unico analisis (Heather ] M et al, 2016; Behjati S et al,

2013; Buermans HPJ et al, 2014).

Los principios en los que se basa la NGS, consta de los siguientes pasos:

-Fragmentacién al azar del ADN gendmico y acoplamiento de adaptadores en los

extremos.

-Inmovilizacién de los fragmentos de ADN molde en una superficie y amplificacién

para producir un elevado nimero de copias idénticas de cada ADN molde.

-Secuenciacién de los fragmentos de ADN mediante ciclos consecutivos de adicién

de sustrato y deteccion.

La deteccion en este caso se realiza bioquimicamente, por la incorporacién de

nucledtidos marcados y analisis de imagen (Shendure J et al; 2017).
Los conceptos que se utilizan para medir la calidad de la técnica molecular son:
-Amplitud de cobertura: Regiones del genoma (%) cubiertas por la secuenciacién.

-Profundidad de cobertura: NUmero de veces que cada base ha sido secuenciada.
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Figura 12. Método de secuenciacion masiva de segunda generacion-NGS (Imagen
modificada de Shendure,) et al, Nature 2017).

Para el estudio nuevas mutaciones que pueden estar implicadas en la patogenia de
los linfomas con diferenciacién plasmocelular realizamos NGS a partir de librerias

basadas en amplicones.

Protocolo de secuenciacidn dirigida:

1. Extraccion del ADN: el ADN fue extraido de tejido FFIP de los casos disponibles,
usando PicoPure™ DNA Isolation Kit (ThermoFisher Scientific) y fue cuantificado

mediante Qbit fluorometer (ThermoFisher Scientific).

Todas las muestras de LPB en las cuales se realizé NGS se requirid que tuvieran mas
de un 50% de células neoplasicas identificadas morfolédgicamente (H&E), mientras
gue en las muestras de LLP en las cuales se realizé NGS se requirio que tuvieran mas

del 10% de células B clonales identificadas por CMF o IHQ.
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2. Disefo de la libreria: se realizo el disefio de una libreria TruSeq® Custom Amplicon
Low Input Library, la cual contiene regiones exdnicas de 35 genes de interés:
CARD11, ARID1A, NOTCH1, TCF3, SMARCA4, STAT6, EP300, CREBBP, MLL2, BTK,
NOTCH2, TNFRSF14, ATM, FOX0O1, B2M,PLCG2, CD79B, TP53, STAT3, BCL2, MEF2B,
CD79A, CXCR4, PTPN1, MYD88, FAT2, PRDM1, TNFAIP3, SGK1, CCND3, PIM1, EZH2,
BRAF, MYC, NOTHC2. A continuacion, se procedid a la amplificacién del ADN para su

posterior secuenciacion (llumina).

Para la generacién de librerias se purifico cada PCR siguiendo el protocolo del
fabricante y se determind la concentracién de las librerias. Dependiendo de la
disponibilidad del ADN, entre 6ng y 400 ng de ADN fueron utilizados para preparar
las librerias. Dos librerias complementarias de cada muestra de tumor FFIP fueron
preparadas con el propédsito de reducir la tasa de identificacion de cambios

relacionados con deaminacidn asociados al procesamiento del tejido.

3. Secuenciacion: Después de preparar las librerias para las muestras de LLP y LPB y
realizar la cuantificacion de las librerias se secuenciaron mediante HiSeq instrument
(lllumina, paired end, 2x150) en el Centro de Analisis Gendmico (CNAG, Barcelona,

Espafia).

4. Analisis bioinformatico: Posteriormente a la secuenciacion se aplica un protocolo

de andlisis bioinformatico normalizado para la identificacion de variantes.
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Figura 13. Flujo de trabajo de secuenciacion dirigida mediante NGS.

3.8. INTERPRETACION Y RECOGIDA DE DATOS DE SECUENCIACION DE
ULTIMA GENERACION

Las lecturas se asignaron seguin la referencia del genoma humano hgl9 con
secuencias senuelo (hs37d5) utilizando el Kit de herramientas GEM (version 3
(Marco-Sola S et al, 2012). Se utilizo el kit de herramientas de analisis del genoma
(GATK) (McKenna A et al, 2010) para el alineamiento de secuencias. La identificacién
de variantes se realizd utilizando HaplotypeCaller de GATK siguiendo las guias

practicas recomendadas.

Se agregaron anotaciones funcionales usando SnpEff, que anota y predice los efectos
de las variantes genéticas en genes y proteinas, con la base de datos GRCh37.75
(Cingolani P et al, 2012). Las variantes se anotaron con SnpSift (Cingolani P et al,

2012; Liu X et al, 2013).
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En todos los casos se obtuvieron datos de secuenciacion de ambas librerias
complementarias. Solo se seleccionaron para el andlisis posterior variantes en las
gue en ambas bibliotecas tenian una profundidad mayor o igual a 300 lecturas y

tenian el mismo genotipo.

Posteriormente solo mutaciones somaticas con cambio de sentido (missense),
mutaciones con pérdida de la pauta de lectura (frameshift), y mutaciones sin sentido

(nonsense) con frecuencias alélicas superiores al 10% fueron consideradas.

Los polimorfismos de nucledtico unico (SNPs) se filtraron segln la comparacion de
las frecuencias alélicas de las variantes, con la cuantificacion de las células B clonales
porr CMF / IHQ 'y después de la busqueda en  dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP).

Se verificd la base de datos COSMIC (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) en todos
los casos y se anoté el COSMIC Id. Se utilizaron tres algoritmos para predecir las
consecuencias funcionales de las variantes encontradas: SIFT (http:
//sift.bii.astar.edu.sg/), Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) vy
Condel (http://bg.upf.edu/fannsdb/).

Las variantes seleccionadas se visualizaron usando Integrative Genomics Viewer

(IGV, Robinson JT et al,2011).

Finalmente, se consideraron en los casos estudiados de LLP 16 mutaciones
somaticas: 15 mutaciones sin sentido (nonsense) y 1 mutacidon con pérdida de la
pauta de lectura (frameshift), en 5 genes. (tabla 5). En los casos estudiados de LPB
se consideraron 34 mutaciones somaticas: 31 con cambio de sentido (missense) y 3

sin sentido (nonsense), en 14 genes (tabla 6).

3.9. ANALISIS ESTADISTICO

El software XLSTAT Biomed (version 19.4), se utilizé para el andlisis estadistico. Se

realizaron estudios estadisticos descriptivos.
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V. RESULTADOS.

4.1. LINFOMA LINFOPLASMACITICO:

Caracteristicas clinicas

En relacion a las caracteristicas clinicas de los LLP; la cohorte consistio en 28
pacientes, de los cuales 20 eran hombres (70%) y 8 mujeres (30%). La mediana de

edad al diagndstico fue 72 aiios (rango de 49 a 89 afios).

El diagndstico se realizd siguiendo los criterios diagndsticos de la versién mas
reciente de la clasificacion de la OMS (Swerdlow SH et al, 2017). Diecinueve de 28
pacientes (68%) cumplieron los criterios diagndsticos de LLP/MW, 5 pacientes

fueron clasificados como LLP asintomaticos (19%) y 4 casos como GMSI-IgM.

Entre los casos de LLP/MW la presentacion clinica mas frecuente incluyé anemia
(65%), sintomas constitucionales (60%) y sintomas relacionados con la
hiperviscosidad (50%). Cinco pacientes presentaron clinica de neuropatia
relacionada con la enfermedad, 1 solo paciente presentd crioglobulinemia. Se
identificd esplenomegalia palpable en 2 pacientes (10 %) y afectacidn ganglionar
detectada por pruebas de imagen en 9 pacientes (45%). En 3 pacientes se confirmo
la afectacion nodal mediante biopsia. Ninguno de los pacientes presentd infeccién

por VHC (tabla 1).

Estudio histopatolégico vy fenotipico

Todos los casos mostraron la presencia de linfocitos B pequenos, linfocitos
plasmocitoides y células plasmaticas con diferentes grados de diferenciacién

plasmocelular. Se observaron cuerpos de Dutcher, pero no de manera frecuente.
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Una muestra mostrd una ausencia total de células linfoides B, estando Unicamente

compuesta por células plasmocitoides y células plasmaticas (caso n4 GMSI-IgM).
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Figura 14. Imagenes representativas del % de infiltracion de células mastocitarias en
biopsias médula 6sea de pacientes con diagnostico de LLP. (Triptasa x 40).

Las células mastocitarias se evidencian histoquimicamente mediante Triptasa, aprecidandose
en ambas imagenes mastocitosis salpicados en dos casos de nuestra serie de LLP con un
porcentaje de infiltracién entre el 5-10%.

En cuanto al fenotipo, todos los casos mostraron un fenotipo compatible con LLP. Se
sobreexpresé6 PRDM1 / Blimpl, en el componente diferenciado de células
plasmaticas en 6 de los 6 casos estudiados. Se realizd DBA44 en 15 casos. En 5 casos,
la tincion de DBA44 estaba en un rango de entre 1-5% de la celularidad. En 10 casos

la tincién fue negativa.

Se realiz6 triptasa en 18 muestras para poner de manifiesto la poblacién de células
mastocitarias. En 5 muestras (28%) los mastocitos comprendian <5% de la
celularidad de la médula ésea. En 13 muestras (72%) el porcentaje de mastocitos se

encontraba entre un 5-10%.
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Figura 15. Caracteristicas histolégicas e inmunofenotipicas del linfoma linfoplasmacitico

A) Elinfiltrado neopldsico en médua ésea esta compuesto por células linfoides pequenias, células
plasmocitoides, y células plasmaticas. Células con cuerpos de Dutcher son caracteristicas, asi
como histiocitos salpicados con hemosiderina y mastocitos, que se ponen de manifiesto
mediante Triptasa (B). Se evidencid expresion de CD20 (C), CD138 (D), IgM (E), y restriccidn de
cadenas ligeras (F, Kappa, G, Lambda).

*Patrones de infiltracion en médula ésea

Se realizé el estudio histolégico de las 35 muestras de biopsias de médula ésea. 31
muestras de pacientes con diagndstico de LLP y 4 muestras con diagnéstico de GMSI-
IgM. En relacidn al patrén de infiltracidn, 21 muestras (67%) mostraron un patron de

infiltracién paratrabecular combinado con un patrén de infiltracién intersticial.

Los patrones intersticiales combinados con patrén paratrabecular que se observaron
fueron los siguientes: Nueve muestras presentaron un patrén intersticial parcheado
(25%), 7 muestras un patrén intersticial nodular (19%) y 5 muestras un patron

intersticial difuso (13%).

Las otras 10 muestras (32%) mostraron un patrén no paratrabecular con infiltracion
intersticial. En 3 muestras se identific6 un patrén intersticial parcheado, en 2
muestras un patron intersticial nodular, en 1 muestras un patrén intersticial difuso

y en 4 muestras un patrén intersticial difuso-sélido.
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Las muestras que presentaron un patréon de infiltraciéon intersticial parcheado
procedian de dos pacientes (n10, n24,) los cuales tenian biopsias de médula ésea

previas donde se evidenciaba un infiltrado significativo.

Los 4 casos de GMSI-IgM mostraron un patrén de infiltracién intersticial parcheado.

Se recogen los patrones de infiltracion de médula ésea en la tabla 7.

CD20 x10).

Imagenes mediante H&E e IHQ para CD20 de los patrones de infiltracion en médula dsea en
orden de mayor a menor frecuencia.: A) patrén de infiltracidon combinado paratrabecular e
intersticial-difuso; B) patron de infiltracién combinado paratrabecular e intersticial-nodular; C)
patron de infiltracidn intersticial difuso-sélido; D) patrén de infiltracion intersticial parcheado.

42



En contraste, solo 6 de 23 casos (25%) de LZM (19 casos de LZM esplénico, 3 LZM
nodal y 1 caso de linfoma de tipo MALT) mostraron un componente paratrabecular
y solo 1 de los 24 casos (4%) de LLC mostré este tipo de patrdn. El patrén de
infiltracién mds comun en LZM fue intersticial e intrasinusoidal (10 muestras, 42%),
seguido de un patron intersticial (8 muestras, 33%). En los casos de LLC se mostré un

patron casi puramente intersticial (22 muestras, 96%) (tabla 2).

Cuantificacion del infiltrado en médula 6sea de las células B.

Se cuantificéd el infiltrado neoplasico en médula ésea usando técnicas de IHQ.
Utilizamos CD20 para la identificacién de linfocitos B y CD138 para la identificacion
de células plasmaticas. Se cuantificd el porcentaje de infiltracion mediante CD20 en
las 35 muestras biopsia de médula ésea, obteniendo una mediana del 20% (rango
del 0% al 80%) y un porcentaje de infiltracién total mediante CD20 y CD138 del 40%
(rango del 5% al 90%).

Mediante CMF realizado en material de aspirado de médula ésea se identificd un

porcentaje de infiltracidn de células B clonales del 6,6% (rango de 0% al 62%).

Por lo tanto, la cuantificacién de células B mediante IHQ usando CD20, mostré mayor
porcentaje de infiltracién que por CMF en 32 de los 35 casos estudiados (prueba de
Wilcoxon p <0,0001). A su vez, se identific6 una alta correlacién entre la
cuantificacién de las células B usando CD20 por IHQ y la cuantificacién de células B

clonales por CMF (Pearson 0.78, valor de p <0.0001).
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Case nl6 Case n15
CD20 IHC estimation 20% CD20 IHC estimation 30%
Clonal B cells FCM 2.2% Clonal B cells FCM 3.5%

Figura 17. Infiltracion por células B mediante inmunohistoquimica y citometria de flujo.
Ejemplos representativos de casos con resultados discordantes en el porcentaje de infiltracion
de células B en médula ésea. En ambos ejemplos la estimacidn de células B positivas para CD20
fue mayor al 10%, mientras que la cuantificacion de células B clonales mediante CMF fue
considerada por debajo de este porcentaje. Ambos casos fueron clasificados como LLP.
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Figura 18. Técnica histoquimica de Reticulina en dos casos de la serie de linfoma
linfoplasmacitico.

En las imagenes se muestra la técnica histoquimica de Reticulina (x60), que evidencia la fibrosis
reticulinica asociada a los infiltrados neopldsicos en dos casos de la serie LLP. La fibrosis
reticulinica asociada a los infiltrados neopldsicos predominantemente paratrabeculares podria
suponer uno de los motivos de subestimacién del infiltrado neoplasico mediante CMF.
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Respecto a la correlacidén entre el porcentaje de infiltracién neopldsica en médula
Osea y la presencia de sintomas atribuibles a la enfermedad, no se encontraron
diferencias significativas entre el porcentaje de infiltracion en los casos LLP
asintomaticos y los casos LLP sintomaticos. Como se muestra en la tabla 8, los casos
de LLP sintomatico (6, 7, 14, 23, 28) tenian un porcentaje medio de células B por IHQ
del 20% (rango 10%-35%) y un porcentaje de células B por CMF del 6.6% (rango 1.6
-18.5%).

*PCR alelo especifica para MYD88pL265P.

Veintidés de los 24 casos de LLP / MW (92%) fueron positivos para la mutacion
MYD88pL265P, mediante PCR alelo especifica. En 1 de los dos casos negativos, la
cuantificacion de las células B clonales en la muestra analizada fue inferior al limite
de deteccion de la técnica, por lo tanto, no se puede descartar que se trate de un

falso negativo. Uno de los 4 casos de GMSI-IgM fue positivo para MYD88pL265P.

La mediana de la frecuencia alélica de los 23 casos mutados fue de 9% (rango 0-72%).

El Unico caso de GMSI-IgM positivo para MYD88pL265P tuvo una FAV del 4%.

La correlacidn entre la cuantificacidon en las muestras evaluadas mediante PCR alelo
especifica y la cuantificacién mediante CMF en material de aspirado de médula dsea,
en las 27 muestras evaluadas fue significativa (valor de correlacion de Spearman
0.477, p valor de 0.013) asi como la correlacién entre la cuantificacion mediante PCR
alelo especifica y la cuantificacion mediante IHQ para CD20 en biopsias de médula

Osea (Valor de correlacion de Spearman 0.457, valor de p 0.017).
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Perfil genético del linfoma linfoplasmacitico

Un resumen de los resultados se muestra en la figura 19 y tabla 5.

Nueve de 11 casos estudiados mediante secuenciacion dirigida presentaron la
mutacion MYD88pL265P y 2 casos fueron negativos para la mutacién (n21, n22). En
6 de estos 9 casos, solo se encontrd la mutacion MYD88pL265P sin encontrarse
alteraciones genéticas adicionales. En los otros dos casos, se identificaron
mutaciones adicionales en PRDM1, MYC (caso n15) y KMT2D (caso n 24). Uno de los

dos casos MYD88pL265P wild type, presentd una mutacion en ID3.

Se encontraron mutaciones recurrentes, diferentes de MYD88pL265P en KMT2D.
Curiosamente un caso (n24) tenia dos mutaciones KMT2D diferentes (una mutacion
por desplazamiento del marco de lectura en el exdn 14 y una mutacién sin sentido
de un solo nucledtido (c.7670C> T) en el exdn 31). Este hecho sugiere la posibilidad

de inactivacién del gen por mutacion bialélica.

Se realizo secuenciacioén directa Sanger, y se identificd la mutacion en CXCR4 c.1025

C> G (p. S342 *) en uno (n6) de los cuatro casos con ADN disponible (el 25%)
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Figura 19. Perfil mutacional de los casos de linfoma linfoplasmacitico.
Resumen de las mutaciones encontradas analizadas mediante NGS. Se encontraron
mutaciones somaticas adicionales a MYD88pL265P en aproximadamente un cuarto de

los casos (3 de 11 casos), que involucraban los genes KMT2D, CXCR4* PRDM1 / Blimp1,
MYCe ID3.

* La mutacién CRCR4 se detecté mediante secuenciacién directa Sanger.
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Figura 20. Mutacion sin sentido CXCR4 c.1025 C>G (p.S324*), mediante el método de
secuenciacion Sanger.

En la imagen se muestra el caso n6 de la serie de LLP/MW, en el cual se evidencio
mediante el método previamente descrito para detectar mutaciones en CXCR4
(Ballester et al, 2016), la mutacién C1025G, que afecta al aminoacido S324 produciendo
una pérdida de residuos de Serina. Este hallazgo fue confirmado por duplicado.
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Por otra parte, se estudio la delecidon de 6g en 9 casos mediante FISH de interfase
convencional y / o cariotipo convencional. Se encontré delecidon de 6g en 5 de 9
casos (55%) (n5, n12, n13, n14 y n25). Los cinco casos presentaron la mutacién

MYD88pL265P.

En resumen, nuestros hallazgos demuestran que la evaluacién de la biopsia de la
médula ésea es superior a la CMF para la cuantificacion de la infiltracidn neoplasica.
Un patrén de infiltracion combinado paratrabecular e intersticial es el mas
frecuentemente observado en casos de LLP / MW, mientras que un patron de
infiltracién intersticial parcheado es mas caracteristico en casos de GMSI-IgM. La
mutacion MYD88pL265P fue encontrada por PCR alelo especifica en el 92% de los
casos de LLP y el 25% de los casos de GMSI-IgM. Se encontrd una correlacién
significativa entre la frecuencia alélica de la mutacion MYD88plL265P vy la
cuantificaciéon de la poblacidon de células B clonales por CMF y una correlacion
significativa entre la frecuencia alélica de la mutacién MYD88plL265P y el % de
linfocitos B mediante IHQ. El perfil genético mediante secuenciacidn identificd, que
ademas de MYD88pL265P, se encontraron otras mutaciones somdaticas en KMT2D,

CXCR4, PRDM1 / Blimp1, MYC e ID3 en una minoria de casos de LLP.
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4.2. LINFOMA PLASMABLASTICO:

Caracteristicas clinicas

Se obtuvieron datos clinicos de 30 pacientes con diagndstico de LPB. La edad
media al diagndstico fue de 52 afios (rango: 29-92 afios). La edad media de
presentacion en pacientes VIH positivos fue de 41,8 afios y en pacientes VIH
negativos fue de 70 afos. En relacién al sexo, 24 fueron hombres (80%) y 6
mujeres (20%). La localizacidon anatdmica de la biopsia realizada al diagndstico,
fue cavidad oral, nasal/parasanal (40%), ganglio linfatico (27%), y en menor
frecuencia gastro-intestinal, recto, regién perineal, tejidos blandos, piel, y
ovarios. En los pacientes VIH la localizacién extraganglionar se encontré en el

86% de los casos.

En relacion a la infeccidn por VIH, el dato clinico estuvo disponible en 25 casos

de los cuales, 15 fueron positivos (60%) y 10 negativos (40%).

De los 28 pacientes con dato disponible, 2 eran trasplantados (7%), uno de ellos
era un trasplantado renal (n 1) y el otro era un trasplante alogénico de células
hematopoyéticas por LLC (n 18). Ambos casos fueron VIH negativos. No se han

encontrado otras inmunodeficiencias en los casos estudiados.

En relacion a los sintomas CRAB recogidos en los 28 pacientes con dato

disponible, solo uno presento lesiones dseas (n 14).

El componente M se recogid en doce pacientes, solo en uno fue positivo (n 36) y
en ninguno de los casos estudiados hubo infiltracidn neopldsica en la biopsia de

médula dsea.

Las caracteristicas clinicas analizadas se recogen en la tabla 3.
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Estudio histopatologico y fenotipico

Todos los casos presentaron una morfologia y un inmunofenotipo acorde con los
criterios diagndsticos de la WHO del 2017, como se detalla a continuacion

(Swerdlow SH et al, 2017).

El inmunofenotipo en los casos analizados de nuestra serie, mediante
marcadores inmunohistoquimicos mostré negatividad para marcadores de

células B en todos los casos.

Los marcadores de células plasmaticas presentaron sobreexpresién en la
mayoria de los casos; CD138 mostro positividad en un 67% de los casos (28/42),
mientras que CD38 fue positivo en un 70% de los casos (17/24), BLIMP1 en un
83% de los casos (34/41) y MUM1 en un 94% de los casos (31/33).

Se identifico en un 13 % de los casos (4/30) positividad para BCL6, en un 27%
(9/34) positividad para CD10, en un 31% (8/26) positividad para BCL2 y en un
30% (9/30) positividad para CD30.

El indice de proliferacién celular ki-67, fue mayor al 70% en el 93% de los casos
(37/40). Hubo restriccién de cadenas ligeras en la totalidad de los casos en los
que se obtuvo en dato, el 71% de los casos mostraron expresion de Kappa

(17/24) y el 29% de lambda (7/24).

Todos los casos fueron negativos para HHV8-LANA1 y ALK, como se establece en

los criterios diagndsticos.

En relacién con la infeccidn por VEB, 22 casos fueron positivos (73%) y 8 casos

negativos (7%). Todos los casos VEB positivos fueron pacientes VIH positivos.

En cuanto a la expresion de VEB por inmunohistoquimica (EBV-LMP1) el 78% de
los casos (18/23) mostraron una expresion negativa, mientras que mediante

EBER el 60% de los casos (25/42) fueron positivos.

50



Figura 21. Perfil inmunofenotipico caracteristico del linfoma plasmablastico.
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El inmunofenotipo caracteristico consiste en la perdida de marcadores de células B (PAX5, CD20)
y la presencia de marcadores de células plasmaticas (CD138, BLIMP1, MUM1) con restriccién de
cadenas y un indice proliferativo proximo al 100%. No se identifica expresion de ALK ni HHV-8.

Perfil genético del linfoma plasmablastico

En 18 de los 30 casos de linfoma plasmablastico (60%) se identificaron, mediante
secuenciacion dirigida mutaciones somaticas. Los casos negativos para VEB
tendieron a mostrar una mayor tasa de mutaciones, en comparacion con los casos

positivos (87.5% vs 54%, respectivamente, Chicuadrado, p> 0.05) (figura 22).

El perfil mutacional también fue diferente entre los casos VEB positivos y los casos
VEB negativos. Se encontraron mutaciones somaticas recurrentes restringidas a los

casos VEB positivos en PRDM1 / Blimp1 en 6 casos y STAT3, en 5 casos.

Se encontraron mutaciones STAT3 en 5 casos (16%), todos los casos eran VEB
positivos. Todas menos una (STAT3pD566Y) de las mutaciones involucraba el
dominio SH2 de la proteina STAT3 (STAT3pY640F, STAT3pM648L, STAT3pG618R,
STAT3pN6471) y conducen a la sobrexpresion de la proteina fosfoSTAT3 (Tyr705)

(véase mas adelante).
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La mayoria de los casos de LPB (16 de 23 casos probados, 69%) albergaban
alteraciones estructurales en el locus MYC. Catorce casos mostraron traslocaciones
en MYC (60%) usando sondas break apart. MYC-IGH se confirmd en 7 de 9 casos
(77%). Se encontrd en 2 casos adicionales mediante FISH amplificacion de MYC. Por
lo tanto, en casos con reordenamientos de MYC, MYC-IGH es la alteracién estructural

mas frecuente.

Aunque hubo una clara tendencia a la asociacién entre los casos positivos para VEB
y los casos con reordenamiento de MYC, la diferencia no fue estadisticamente

significativa (Chi cuadrado 0,06).

Se encontré que MYC estaba mutado en 3 casos. Todas las mutaciones menos unas
involucraban al exdn 2, y consistian en trasversiones y transiciones en C: G (4 de 7
mutaciones) (tabla 6). Ademas, la mutacion MYCp79S involucra WRCY. Todas estas
caracteristicas se deben a un mecanismo relacionado fendmenos de hipermutacién

somatica aberrante (aSHM).

En dos casos, ambos VEB negativos, se encontraron mutaciones en la via MAPK, en
el gen BRAF, un caso con la mutacidn activadora candnica BRAFpV600E vy la otra con

la mutacion BRAFpG469A en el sitio de unién de ATP.

Mutaciones frecuentes en LBDCG NOS, que implican la activacion de BCR, TLR /
NFkB, genes modificadores de histonas y la via NOTCH se encontraron en 8 casos
(tabla 6 y figura 22). Esas mutaciones involucraban; CD79pAW76 *, CD79BpD34N,
MYD88pL265P, NOTCH1pP401L, NOTCH2pR2400 * SGK1Kp136 * y EP300pM2010/
/ EP300pR1731H. La via NOTCH estaba alterada por mutaciones somaticas en
NOTCH2 (1 caso), NOTCH1 (1 caso) y SGK1 (2 casos). Otras mutaciones encontradas
fueron SMARCA4pR1005Q yTP53pR273H.
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Figura 22. Perfil mutacional de los casos de linfoma plasmablastico.

Resumen de las mutaciones encontradas en 18 de los 30 casos (60%) analizados mediante NGS.
Se muestra los casos VEB positivos e VIH, junto con el estado del gen MYC determinado
mediante FISH. El perfil de las mutaciones somaticas fue heterogéneo, con mayor nimero de
mutaciones somaticas en los casos VEB negativos. Las mutaciones en el gen MYC (traslocaciones,
amplificaciones y mutaciones puntuales) son los eventos genéticos mas frecuentes en LPB. Otras
mutaciones no descritas hasta ahora, son STAT3 (16%), BRAF, MYD88, NOTCH2 y P53.

Las alteraciones genéticas en MYCy STAT3 (SH2) conducen a sobreexpresion de los

factores de transcripcion MYC y Phospho-STAT3 respectivamente.

La expresion por IHQ de la proteina fosfo-STAT3 (Tyr705) se cuantificé en 20 casos
en los cuales habia dato del estado mutacional. La expresidon media de fosfo-STAT3
en estos casos, fue de 48 nucleos por CGA (40x). La expresién media en los casos con
mutacion en el dominio SH2 (2 casos con mutaciones disponibles y datos de IHQ) fue
de 249 nucleos por CGA. La expresion media de fosfo-STAT3 en los casos STAT3 wild
type fue de 28 nucleos por CGA. Por ultimo, la expresiéon media de fosfo-STAT3 para

la muestra mutada en STAT3 no SH2 fue de 40 nucleos por CGA.

Por lo tanto, las mutaciones del dominio STAT3 SH2 (STAT3pY640F, STAT3pM648L,
STAT3pG618R, STAT3pN6471) se asociaron con la sobreexpresion de phospho-STAT3
por IHQ.

La proteina MYC se expresd consistentemente en todos los casos (rango 59-236
nucleos por CGA, media 236), independientemente de la presencia de la traslocacion
de MYC. Sin embargo, se observaron diferencias significativas en la cuantificacion de

la expresién de MYC, segun el estado del gen MYC.
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Los casos traslocados (14 casos) y amplificados (2 casos) tenian, como se esperaba,
una mayor expresién de la proteina MYC que los casos sin reordenamientos MYC (7
casos). La media de nucleos positivos fue 109 por CGA en casos no reordenados,
frente a la media de 282 nucleos positivos por CGA en casos con reordenamiento de

MYC (Prueba de Mann-Whitney valor p <0,0001)

La expresién media de la proteina MYC en los 22 casos en los cuales se disponia del
dato fue de 236 nucleos por CGA, significativamente superior a la media de la
expresion de la proteina fosfo-STAT3, que fue de 48 nucleos por CGA (Wilcoxon
prueba p 0.001). No hubo correlacidon entre los niveles de expresion de ambas

proteinas (Pearson no significativo).

STAT3
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Figura 23. Mutaciones en STAT3 en nuestra serie de casos de linfoma plasmablastico.

Mutaciones en STAT3 fueron encontradas en 5 casos (16%), en todos los casos VEB positivos.
Fue de interés, que todas las mutaciones, menos una (STAT3pD566Y), involucraban el dominio
SH2 de la proteina STAT3. A) La media de expresidn para casos con mutacién en el dominio SH2
(2 casos con el dato IHQ y de mutacion) fue de 249 por CGA(40x). La media de expresion de P-
STAT3 en los casos con STAT3 wild type fue de 28 nucleos por CGA (40x). B) Las mutaciones en
el dominio SH2 de STAT3 conducen a una sobreexpresion y activacion de la proteina STAT3. C)
Se muestran imagenes representativas de la tincién con Phospho-STAT3 (Tyr705) mediante IHQ.
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Figura 24. Expresion de la proteina MYC en nuestra serie de casos de linfoma plasmablastico.
La expresion de la proteina MYC se identificé en todos los casos. La media de expresién de MYC
en 22 casos en los cuales los datos estaban disponibles fue de 236 nucleos por CGA (40X),
significativamente mayor de la media de expresion de 48 nucleo por CGA en los casos con
expresion de P-STAT3 (Wilcoxon test p 0.001). A) MYC estaba traslocado en 14 casos y
amplificado en 2 casos, en estos casos se observd una expresién mayor de MYC que en los 7
casos con reordenamiento de MYC (Mann-Whitney test p valor < 0.0001) B) Se muestran
imagenes representativas de MYC (IHQ).

Debido a la alta prevalencia de traslocaciones y amplificacion en MYC y los niveles
relativamente bajos de expresidn de fosfo-STAT3 y la ausencia de correlacion entre
ambas proteinas, es poco probable que la activacién de STAT3 contribuya a la

sobreexpresién de MYC en la mayoria de los casos de LPB.

Sin embargo, uno de nuestros casos mostré mutaciones del dominio STAT3 SH2 y
ausencia de translocacién MYC por FISH, y se observé mediante IHQ altos niveles de
expresion de las proteinas fosfo-STAT3 y MYC, sin detectarse mutaciones en PRDM1
/ Blimp1, lo que sugiere que la sobreexpresion de MYC podria estar relacionada con

la activacion mediante mutaciones de STAT3 en este caso.
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Figura 25. La expresion de la proteina MYC se debe a reordenamientos que implican MYC
en un alto porcentaje de los casos (69% de la serie).

La mayoria de las traslocaciones involucran a MYC e IGH, y en muy pocos casos se observa
amplificaciones del gen MYC. Ademds, aqui mostramos que un porcentaje de los LPB tienen
activacion de STAT3, debido a mutaciones somaticas en el dominio SH2, que podrian
aumentar la expresién de MYC por IHQ.

En resumen, la sobreexpresion de la proteina MYC se debe a reordenamientos que
involucran a MYC en una alta proporciéon de casos de linfoma plasmablastico (69%
en estas series). La mayoria de las traslocaciones fusionan MYC a IGH y en pocos
casos se observaron amplificaciones del gen MYC. Ambas alteraciones conducen a la

sobreexpresion de la proteina MYC.

De forma novedosa, este es el primer trabajo que describe la existencia de
mutaciones en el dominio SH2 de STAT3 en casos de LPB, que dan lugar a la

sobreexpresion y activacién de este oncogen.
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Microambiente tumoral en linfomas plasmablasticos

Cuantificamos la expresion de CD163 y PD-L1 en células histiociticas / dendriticas en
los casos de LPB. La expresion media de PD-L1 fue de 33 nucleos por CGA (rango
1.67-61) y la media expresion de CD163 fue de 38 nucleos por CGA (rango 2-84,
figura 26). La correlacion entre la expresién de CD163 y la expresion de PD-L1 fue
significativa (Pearson 0.6, valor de p <0.05), lo que sugiere que en los casos de LPB

las células PD-L1 positivas son histiocitos.

No hubo una diferencia significativa en la cantidad y distribucién de las células
positivas para CD163 y PD-L1 (histiocitos) entre los casos VEB positivo y los casos

VEB negativos (prueba de Mann-Whitney p> 0.05).

Se cuantificaron las subpoblaciones de células T CD8 positivas y PD1 positivas. El
numero medio de linfocitos CD8 positivos fue de 52 nucleos por CGA (rango 1-117)
y el nimero medio de linfocitos PD1 positivo fue de 32 nucleos por CGA (rango 0-
76). Hubo una diferencia significativa en la distribucién de células positivas para CD8
y PD1 (prueba de Wilcoxon, p significativo <0.001) lo cual sugiere que se trate de
diferentes poblaciones celulares. Sin embargo, el valor de correlacién de Pearson
fue significativo (Pearson 0.59, valor p<0.05). No hubo diferencias significativas en
la cantidad y la distribucion de linfocitos positivos para CD8 y PD1 entre los casos

VEB positivos y VEB negativos (prueba de Mann-Whitney p> 0.05).

PD-L1 fue expresado por las células tumorales en 5 de 24 casos evaluados (20%)
(media de 59 nucleos por CGA, rango 25-98). Cuatro de los 5 casos positivos para
PD-L1 (en las células neoplasicas) fueron positivos para VEB. Catorce casos positivos
para VEB fueron PD-L1 negativos en las células tumorales. Por lo tanto, no hubo
asociacién entre la infeccidon por VEB por células tumorales y la expresiéon de PD-L1,

ya que la mayoria de los casos VEB positivos fueron negativos para PD-L1.

Un caso con mutacidon en STAT3 SH2 mostro expresion concurrente de PD-L1 y
Phospho-STAT3 (Tyr705). En los otros casos con STAT3 SH2 mutados los datos de

expresion PD-L1 no estaban disponibles para probar esta posible asociacidn.
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De acuerdo con los datos publicados previamente, en los casos de LPB la proteina
MHCII/HLA (DP, DR) estuvo practicamente ausente en las células neoplasicas. Solo
3 casos de los 25 evaluados fueron positivos (12%, media 349 nucleos por CGA, rango
284-440). Dos casos mostraron un patrén de tincién de membrana y citoplasmatica
granular y el otro un patrén Unicamente de membrana. Los 3 casos fueron positivos
para VEB. Los otros 22 casos fueron completamente negativos para la expresidon de

HLA en células tumorales.
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Figura 26. Grafica de las poblaciones que componen el microambiente tumoral de los linfomas
plasmablasticos.

La grafica muestra la media y rango de expresion de las células después de realizar marcadores
IHQ para CDS8, PD1 en linfocitos Ty PD-L1 y CD163 en histiocitos y células dendriticas. Se observo
una diferencia significativa en la distribucion de células positivas para CD8 y PD1, lo cual sugiere
que se trate de diferentes poblaciones celulares. La correlacion entre la expresion de CD163 y la
expresion de PD-L1 fue significativa, lo que sugiere que las células PD-L1 positivas son histiocitos.
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Figura 27. Microambiente tumoral de los linfomas plasmablasticos.

A) Imagen representativa de un caso con una media de expresidén de 36 células no neoplasicas
PD-L1 positivas. B) El mismo caso mostré una media de 37 células positivas para CD163,
compatibles con histiocitos. C) La media de expresién de las células CD8 positivas en este caso
representativo fue de 53. D) PD1 identificé una subpoblacién de linfocitos T diferente (la media
de expresién en este ejemplo representativo fue de 36 células PD1 positivas, caso n25). E) En 5
de los 24 casos examinados, se identificd expresion de PD L1 en células neoplasicas (20%). F) La
proteina MHCII/HLA (DP,DR), fue en la mayoria de los casos restringida a los histiocitos y células
endoteliales. La expresion de MHCII/HLA (DP,DR) se identifico en las células neoplasicas, en 3 de
los 25 casos disponibles (12%). Dos de 3 casos mostraron una tincidn citoplasmatica granular y
de membrana y un caso mostré tincion de membrana.

. LSCSN
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V. DISCUSION.

5.1. BIOPSIA DE MEDULA OSEA EN EL DIAGNOSTICO DE
LLP/MW.

El diagndstico de LLP/MW, segun la nueva clasificacion de WHO, se establece por un
porcentaje de infiltracion por células neoplasicas MW/LLP mayor al 10% en médula
Osea. La categoria de GMSI-IgM se ha incorporado para clasificar aquellos casos que

no tienen una infiltracion significativa de la médula ésea (Swerdlow et al, 2017).

En nuestro estudio, evidenciamos que se pueden obtener resultados discordantes al
analizar el porcentaje de infiltracion por células neoplasicas, seglin las diferentes
herramientas diagndsticas utilizadas. El porcentaje de infiltracion por células B
clonales se puede identificar mediante aspirado de médula ésea, biopsia de médula

0sea, CMF y estudios de clonalidad (Owen RG et al, 2003; Feiner HD et al, 1990).

Este es el primer estudio que ha analizado la correlacién entre las diferentes técnicas
diagndsticas, incorporando las nuevas herramientas de diagndstico molecular, con
el propdsito de establecer un diagndstico correcto de LLP/MW y por consiguiente un

tratamiento adecuado.

Nuestros resultados demuestran que hay una buena correlaciéon entre el porcentaje
de células B clonales por CMF e IHQ, pero es importante destacar que en la mayoria
de los casos se obtuvo un porcentaje de infiltracién en médula ésea mayor cuando

se analizé mediante técnicas de IHQ la biopsia de médula dsea.

En 14 de 24 pacientes la cuantificacion de las células B clonales mediante CMF fue
menor al 10%. Cinco de estos 14 pacientes fueron considerados clinicamente
asintomaticos. Los motivos para la subestimacidn del infiltrado neoplasico mediante
CMF se puede deber a la distribucion heterogénea y multifocal del infiltrado
neoplasico y a la distribucidn paratrabecular de los agregados de células neoplasicas

con fibrosis reticulinica asociada.
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Como describimos en nuestra serie de casos y otras publicaciones previas el patrén
de infiltracion en médula dsea mas frecuente es un patrdn paratrabecular asociado
a un patrén intersticial (60%) (Fang H et al, 2018; King RL et al, 2016) en contraste
con el concepto vigente que describe un patrén puramente intersticial (Swerdlow et
al, 2017). Este patrén de infiltracion puede ser de utilidad en el diagndstico
diferencial con otros linfomas B de célula pequefia que pueden tener diferenciacién
plasmacitica, como el LZM y la LLC, donde se observa un patrén predominantemente

intersticial, asociado a un patrén intrasinusoidal en los casos de LZM.

Todos los casos de GMSI-IgM mostraron un patréon de infiltracion intersticial
parcheado. Sdélo tres muestras con diagndstico de LLP mostraron este patrdn. Estas
tres muestras proceden de dos pacientes con biopsias previas con un infiltrado
significativo pre-tratamiento. Por lo tanto este patrdn intersticial parcheado al

diagnéstico es propio de los casos de GMSI de tipo IgM.

En conclusién, la biopsia de médula dsea es necesaria para el diagndstico de
LLP/MW:; el adecuado estudio histoldgico y deteccidn de infiltrados linfoides B con

técnicas de IHQ nos permite detectar infiltrados linfoides significativos.

5.2. PERFIL MUTACIONAL DE LINFOMAS CON DIFERENCIACION
PLASMOCELULAR

Perfil mutacional del linfoma linfoplasmacitico:

El LLP presenta un perfil genético homogéneo, con una mutacién recurrente en

MYD88pL265P y mutaciones adicionales en menor frecuencia.

La mutacion L265P en el gen MYD88, se ha identificado en multiples series,

demostrando su presencia hasta en el 91% de los casos con diagndstico de LLP y
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hasta en un 50% en los casos con diagndstico de GMSI-IgM (Treon SP et al, 2012-
2014; Castillo JJ et al, 2016; Xu L et al, 2013; Varettoni M et al, 2017; Ondrejka SL et
al, 2013; Jimenez C et al, 2013). En este estudio identificamos la mutacién somatica
MYD88pL265P en 22 de los 24 casos de LLP (92%), siendo la prevalecia de la
mutacion semejante a la descrita en otras cohortes, y en un caso de los cuatro de

GMSI-IgM.

No se encontraron otras mutaciones en MYD88 distintas a L265P, como: S219C
M232T y S243N, después de realizar NGS. Estas mutaciones se han descrito en
pacientes con diagndstico de MW vy otras neoplasias de células B como el LBDCG,

pero no de manera frecuente (Treon SP et al, 2014).

La detecciéon de mutaciones en MYD88pL265P, mediante PCR a tiempo real alelo
especifica constituye hoy en dia una herramienta éptima para el diagndéstico de esta
lesion molecular. Presenta una elevada sensibilidad cuando se usan muestras
clinicas de tejido FFIP, ya que es capaz de detectar mutaciones con una FAV
relativamente baja en comparaciéon con métodos tradicionales como la
secuenciacion Sanger. Los casos de LLP con una baja infiltracién tumoral podrian no
detectarse mediante secuenciacidn directa ya que es necesario frecuencias alélicas
superiores al 20% para ser detectadas. Ademas, mediante RT-PCR-AS se pueden

detectar casos con infiltracidn en el rango de la GMSI de tipo IgM.

En nuestro estudio comparamos los resultados obtenidos mediante PCR alelo
especifica para MYD88pL265P y secuenciacién dirigida mediante NGS, y se encontré
que en 20 de 21 (92%) casos analizados en nuestra serie, fueron concordantes. En
estudios previos, se compara la capacidad de deteccién mediante secuenciacion
dirigida NGS y PCR alelo especifica, reportando tasas de hasta un 31% de falsos
negativos mediante secuenciacion dirigida NGS (Varettoni M et al, 2017, Amanda
Kofides M, Xia Liu MS, Christopher Patterson MD. Alternative Mutations and Isoform
Dysregulation in MYD88 in Waldenstrom’s Macroglobulinemia. ASH Annual
Meeting, San Diego, USA, 2018).

Por otra parte, describimos que la cuantificaciéon de células neoplasicas mediante

técnicas de PCR alelo especifica se correlaciond significativamente con la
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cuantificacion de células B clonales detectadas mediante CMF y con la cuantificacion
de células B detectadas mediante técnicas de IHQ en las biopsias de médula dsea. La
PCR alelo especifica podria ser una buena herramienta molecular para la

cuantificacion de la poblacion neoplasica.

La mutacién en MYD88plL265P estd practicamente ausente o de forma de
infrecuente en neoplasias morfolégicamente semejantes al LLP como; el LZM (10-
15%) y la LLC (3-8%) (Xu L et al 2013; Martinez-Lopez A et al, 2015; Jiménez C et al,
2013). En ningun caso de mieloma multiple se ha detectado la mutacion

MYD8SpL265P.

La via NF-Kb se puede activar a través de varias vias divergentes entre las que se
incluye BTK, actual diana del farmaco aprobado por la FDA, ibrutinib. MYD88pL265P
podria constituir un biomarcador molecular tanto para el diagndstico, como para el
tratamiento en pacientes candidatos, y el posterior seguimiento de la enfermedad

(Dimopoulos MA et al, 2018).

Después de realizar NGS, con un panel de 35 genes relacionados con la patogenia
del linfoma se encontraron mutaciones somaticas adicionales a MYD88pL265P en

una minoria de casos.

Los genes co-mutados fueron MYD88 y CXCR4, MYD88 y KMT2D y MYD88, PRDM1 y
MYC. Hay que destacar que un caso MYD88 no mutado, se detectd una mutacién sin

sentido en ID3.

Las mutaciones en CXCR4, KMTD2 y PRDM1 han sido previamente descritas en casos
de LLP/MW. Las mutaciones en MYC e ID3 no han sido descritas previamente en

esta entidad.

CXCR4, es un gen situado en brazo largo del cromosoma 2 (2g22.1), que codifica una
proteina receptora, la cual activa las vias de sefializacion (MAPK1/MPAK3), y juega
un papel en la migracidon de las células hematopoyéticas y los linfocitos B. Las
mutaciones en CXCR4, son las segundas mutaciones mas frecuentemente descritas
en LLP/MW, hasta en un 40% de los casos, y estdn presentes casi siempre en
asociacién con mutaciones en MYD88. Estas mutaciones han sido reportadas de
forma infrecuente en casos de LZM (7%) y LBDCG (1-7%) (Cao XX et al 2017).
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Las mutaciones en CXCR4 se han asociado un peor prondstico en pacientes con MW
(Treon SP et al, 2014; Sklavenitis-Pistofidis R et al, 2018). Se ha descrito, que la
presencia de la mutacién se asocia de forma mas frecuentemente con una
enfermedad agresiva y sintomatica. Un ensayo clinico reciente en fase lll sugiere, sin
embargo que las mutaciones de CXCR4 no alteran la supervivencia global o tiempo
libre de progresiéon en pacientes tratados con una combinacién de Rituximab e

Ibrunitib (Dimopoulos MA et al, 2018).

KMT2D, es un gen situado en el brazo largo del cromosoma 12 (12g13.12), que
codifica la enzima lisina metiltransferasa H3K4 KMT2D. Se ha descrito la implicacién
de esta enzima como supresor tumoral al controlar la regulacién de vias de
sefializacion celular. H3K4 KMT2 también estd implicada en la diferenciacién
terminal de las células B. Las mutaciones en linea germinal de KMT2D estan
asociadas con el Sindrome de Kabuki, donde se produce una deficiencia
inmunoldgica debido a la alteracion en la diferenciacidén terminal de las células B
determinada por la pérdida de metilacion de H3K4 (Lindsley AW et al, 2016; Zhang
J,2015; Ortega-Molina A et al, 2015).

Se ha descrito que frecuentemente se encuentra alterado en linfomas B,
principalmente en el linfoma folicular (89%) y también en el LBDCG (32%) (Morin RD
et al, 2011). Previamente se han descrito mutaciones en KMT2D en un 20-25% de
los casos de MW con mutacidon en MY88DpL265P, y en casos MYD88 wild type.
Algunos autores detectaron una mayor incidencia de estas mutaciones, en los casos
sin mutacién de MYD88pL265P (Hunter ZR et al, 2018) sin embargo, también se ha
detectado mutaciones subclonales en casos con mutacién en MYD88pL265P,
sugiriendo que juegan un papel en la patogenia de la enfermedad (Varettoni M et
al, 2017). Adicionalmente, la presencia de mutaciones en KMT2D puede servir de

base para terapias dirigidas con inhibidores de la desmetilaciéon (Rao RC et al, 2015).

PRDM1 es el gen que codifica para la proteina BLIMP1; se encuentra en el
cromosoma 6 (q21-q22.1) Este gen se transcribe a un factor de transcripcion que
regula una gran variedad de genes implicados en la diferenciacion terminal en
multiples lineas celulares, siendo un importante regulador de la diferenciacion

plasmocelular de las células B.
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En este trabajo hemos identificado una mutacién somatica sin sentido en el exén 7
del gen (c. 2251C> T; H673Y), que involucra la proteina 1 con dominio de dedos de
zinc PR., responsable de la regulacién transcripcional de los genes diana de la

proteina PRDM1/Blimp1.

Esta mutacién ha sido detectada en LPB (Montes-Moreno S; 2017) y en
aproximadamente en un 8% de LBDCG (Pasqualucci L et al, 2011; ZhangJ et al, 2013).
Recientemente se ha descrito que se encuentra mutado en 4% de los casos de

LLP/MW (Varettoni M et al; 2017).

La delecidn en 6q es la alteracién cromosdmica mas frecuente en LLP/MW (40-50%).
Las regiones suprimidas con mayor frecuencia son 6921, donde se ha identificado el

gen PRDM1/BLIMP1, y 6q 23.

Se ha descrito que PRMD1 frecuentemente se encuentra inactivado en LBDCG,
debido a deleciones o mutaciones genéticas en el locus 6g21-922.1, en un
porcentaje significativo de los LBDCG de subtipo ABC (23-24%) (Pasqualucci L et al,
2017; Tam W et al, 2016). Es de interés, destacar que, en nuestra serie, el caso con
mutacién en PRDM1/ Blimp1 no presento delecidn en 6q, descartando por lo tanto

que se tratase de una inactivacion bialélica de PRDM1/Blimp1.

Perfil mutacional del linfoma plasmablastico:

En este trabajo, estudiamos el perfil genético en nuestra serie de casos de LPB
usando NGS y correlacionado los resultados con la infeccidon por VEB y la expresién
de factores de transcripcidn oncogénicos y de proteinas relacionados con el control
inmunitario tanto en las células neoplasicas como en las células del microambiente

tumoral.

Tras la realizacién de un estudio completo mediante FISH y NGS con un panel dirigido
de 35 genes relacionados con la patogenia del linfoma, nuestros resultados

muestran que las alteraciones genéticas en el gen MYC, son la alteracion mas
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frecuente. De forma relevante se encuentra un perfil mutacional distinto en casos
VEB positivos y casos VEB negativos. Las mutaciones restringidas a los casos VEB
positivo se encontraron en PRDM1 y STAT3 y se encontrd asimismo un predominio

de casos con traslocacién de MYC.

El gen MYC se situa en el brazo largo del cromosoma 8 (8g24). Entre las diversas
funciones celulares en las que participa el gen se encuentra su implicacién en la
proliferacion y diferenciacion celular. Se ha visto que la regulacion negativa MYC es

necesaria para la salida de la célula del ciclo celular y su posterior diferenciacién.

Las alteraciones genéticas identificadas en el gen MYC comprenden en su mayoria
traslocaciones, que se producen mayoritariamente con el gen de IgH (Valera A et al,
2010; Taddesse-Heath L; 2010), pero también se han detectado en menor frecuencia
amplificaciones o ganancia del nimero de copias (Montes-Moreno et al, 2017).
Ambas alteraciones genéticas producen una sobreexpresién de la proteina MYC

detectable mediante técnicas de IHQ.

En nuestro trabajo, hemos identificado ademas mutaciones puntuales en MYC que
consisten principalmente en tranversiones y transiciones en C: G, que implican al
exon 2, y en el caso de la mutacién MYCp79S a WRCY. Estas mutaciones se han
relacionado con el fendbmeno de hipermutacion somdatica aberrante o aSHM

(Pasqualucci L et al, 2001).

Por otra parte, el gen PRDM1 se ha encontrado mutado en un 8% de los LBDCG, y
como se ha descrito previamente estd recurrentemente mutado en LPB (50%) y
estas mutaciones se asocian frecuentemente con las alteraciones en el gen MYCy

VEB (Montes-Moreno et al, 2017).

De forma novedosa, en nuestro estudio describimos que el 16% (5 casos) de
nuestros casos tienen mutaciones somaticas recurrentes en el oncogén STAT3. Estas
mutaciones implican preferentemente al dominio SH2 de la proteina STAT3 es un
gen ubicado en el cromosoma 7 (17g21.2), que pertenece a la familia de factores de
transcripcion STAT y forman parte de la cascada de la via de sefalizacién JAK/STAT.
En respuesta a citoquinas y factores de crecimiento, los miembros de la familia STAT

son fosforilados actuando como activadores de la transcripcién, constituyendo por
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lo tanto proteinas clave en procesos celulares como el crecimiento celular y la

apoptosis.

Las mutaciones en STAT3 se han asociado con diversas enfermedades autoinmunes
multisistémicas y con el sindrome de hiperinmunoglobulina E, encontrandose
también una activacién persistente en diversas neoplasias hematoldgicas entre ellas,
aunque de forma infrecuente en el LBDCG NOS (6%) (Ohgami RS et al, 2014).
También se ha descrito la expresion de Phospho-STAT3, en linfomas B de célula
grande ALK positivos, asocidndose en ese caso, con la presencia de reordenamientos

y sobrexpresion de ALK (Valera A et al, 2013).

Demostramos en nuestro estudio, que estas mutaciones conducen a una mayor

expresion de la proteina P-STAT3 (Tyr705) mediante técnicas de IHQ.

Por otra parte, como se ha descrito previamente en LBDCG, la activacién de STAT3
debido a mutaciones somaticas en el dominio STAT3-SH2, puede contribuir a la

sobreexpresion de la proteina MYC (Sarosiek KA, 2010).

Es de interés seiialar, que un caso de nuestra serie, presenta, de forma concurrente,
la mutacion de STAT3 SH2, y la sobreexpresién tanto de P-STAT3 (Tyr705) como de
PD-L1 por inmunohistoquimica, confirmandose publicaciones previas que sugieren
que la activacién de STAT3 podria desencadenar la sobreexpresion de PD-L1.

(Tabanelli Vv, 2019).

Las mutaciones en STAT3 no habian sido reportadas hasta ahora, en el LPB. Estas
mutaciones podrian tener implicaciones terapéuticas dado que existen numerosos

farmacos con actividad inhibitoria de la via JAK/STAT.

El perfil mutacional en los casos VEB negativos fue mds heterogéneo, que en

pacientes VEB positivos.

En 8 casos se encontraron mutaciones que implican la activacién de BCR, TLR/ NF-

Kb, genes modificadores de histonas y de la via NOTCH.

El patrén de mutaciones en CD79A y CD79B fue diferente al descrito previamente en
los casos de LBDCG NOS. CD79A y CD79B codifican las dos cadenas de una proteina

transmembrana que forma un complejo con BCR. Las mutaciones en el dominio de
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activacion (ITAM), han sido descritas en LBDCG del subtipo ABC (Davis RE et al, 2010)
donde se ha descrito que promueven el crecimiento y la supervivencia celular a
través de la activacion de la cascada de sefalizacién BCR. En los casos de LPB se han

encontrado mutaciones ubicadas fuera de los dominios ITAM.

NOTCH es una proteina transmembrana que actia como un factor de transcripcion
en la via de sefializacién de NOTCH, la cual desempeiia un papel fundamental en las
diferentes etapas del desarrollo celular como la proliferaciéon, crecimiento,

diferenciacién y apoptosis. Se identificaron mutaciones en NOTCH2, NOTCH1 y SGK1.

Previamente se ha descrito que NOTCHpR2400* es una mutacion sin sentido que
trunca el dominio PEST de la proteina NOTCH, identificandose con anterioridad en
LNH-B, incluido en LBDCG (Karube K et al, 2018). Se han identificado mutaciones que
truncan el dominio PEST, en multiples tipos de tumores, sugiriéndose en los estudios
publicados, que dichas mutaciones pueden servir de diana terapéutica mediante su

bloqueo farmacolégico con inhibidores de la y-secretasa (Wang K et al, 2015).

La mutacion NOTCH1pP401L, ha sido descrita previamente en un 5-10% de LLC
(Sutton LA et al, 2015). Se ha descrito previamente, que los pacientes con LLC que

tienen mutaciones en NOTCH1, tienen un mayor riesgo de transformacién a LBDCG.

SGK1 inhibe la sefializacion de NOTCH1 mediante la fosforilacion de Fbom7. SGK1 es
un regulador negativo se la via de sefializacion NOTCH que actua degradando la
proteina NOTCH y reduce la activacidon y-secretasa (Mo JS et al, 2011). Las
mutaciones en SGK1 implican mutaciones puntuales en SGK1pS45F1, SGK1p A380V
y mutaciones truncadoras en SGK1pK136*. Estas mutaciones no se han descrito

previamente en casos de LBDCG NOS (Karube K et al, 2018).

Otras mutaciones que hemos encontrado en nuestra serie de casos son SMARCAZp

R1005Q y TP53pR273H.

De forma relevante en nuestra serie de caso, hemos encontrado mutaciones
activadoras de la via MAPK/ERK, que involucran el gen BRAF (BRAF V600E, BRAF

G469A) en dos de nuestros casos, ambos VEB negativo. Es infrecuente la presencia
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de estas mutaciones en neoplasias con diferenciaciéon plasmocelular. Se han
reportado un 4% mutaciones BRAF en casos con diagndstico de mieloma multiple
(Chapman MA et al, 2011) describiéndose su asociacién con una presentacion clinica
mas agresiva, un fenotipo plasmabldstico y una evolucién clonal (Bohn OL et al,2014;
Andrulis M et al, 2013). Las mutaciones en BRAF, tienen importantes implicaciones

terapéuticas por la disponibilidad de farmacos inhibidores de la via MEK/ERK.

5.3. MICROAMBIENTE TUMORAL EN CASOS DE LINFOMA
PLASMABLASTICO

Nuestros resultados confirman estudios previos que describen un enriquecimiento
de macréfagos asociados al tumor (MAT), los cuales expresan CD163 y PD-L1.
También se identificd una poblacidn significativa de células T CD8 positivas, que eran
independientes de la expresidn casi ausente de la proteina del MHCII/HLA por las
células neopldsicas (Schmelz M et al, 2012). Se identificd junto a las células T CD8

positivas, una poblacién diferente de células T PD1 positivas.

En nuestra serie de casos estudiados, no se ha identificado diferencias en la
cuantificacién de células MAT, CD8 y PD1 positivas, entre los casos VEB positivos y

negativos, como se ha descrito en otras series.

Con relacidn a la proteina PD-L1, en nuestra serie, se ha encontrado de expresion en
el 20% de los casos analizados. No se encontré asociacidn entre los casos positivos y
negativos para VEB y la expresion de PD-L1 por las células neoplasicas, ya que la
mayoria de casos VEB positivos no expresaban PD-L1. Estos hallazgos concuerdan
con los datos publicados sobre la expresion de PD-L1 por la poblacidon neoplasica en
LPB, con un porcentaje de expresion variable (20-44%) (Chen BJ et al, 2013). En
nuestra serie no confirmamos su asociacion entre el VEB y la expresidon de la

proteina, como si han sugerido otros estudios (Laurent C et al, 2018).

Estas diferencias podrian deberse a una combinacién de factores, entre los que se

encuentra la utilizacion de diferentes clones para la deteccién de la expresion de PD-

69



L1. En nuestro estudio utilizamos el clon 22C3, mientras que otros estudios
publicados utilizan el clon SP142, también los diferentes métodos de cuantificacién

y de andlisis estadisticos utilizados podrian influir en los resultados.

Otro factor bioldgico, que podria estar implicado en ausencia de asociacién entre
VEB y PD-L1 es el patrén de latencia de virus propio del LPB. La sobreexpresion de
PD-L1 en asociacién con VEB se encuentra en casos con patron de latencia 2 y 3,
usualmente desordenes linfoprolfierativos post-trasplante (Veloza L et al, 2019). La
mayoria de los casos en nuestra serie muestran un patrén de latencia 1, como ya ha

sido descrito previamente (Gravelle P et al, 2018).

En conclusién, nuestros resultados sugieren que el microambiente tumoral y las
proteinas de control inmunitario, pueden jugar un papel importante en la patogenia
del LPB. Estos hallazgos son de gran relevancia debido a las implicaciones

terapéuticas que podria suponer en el futuro.
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VI. CONCLUSIONES Y NUEVAS ESTRATEGIAS DE
FUTURO.

Las técnicas de secuenciacidén de nueva generacion mediante paneles dirigidos, en
muestras clinicas de tejido FFIP en casos con diagndstico de linfomas con
diferenciacién plasmocelular (LLP y LPB)), nos han permitido estudiar el perfil
mutacional de ambas entidades, con el propdsito de caracterizar una firma genética

especifica que permita identificar nuevas dianas terapéuticas.

En nuestra serie de casos de LLP, identificamos un perfil mutacional relativamente
uniforme, que se caracteriza principalmente por la mutacién MYD88pL265P en la
gran mayoria de los casos y por mutaciones somaticas puntuales en CXCR4, KMT2D,

PRDM1/Blimp1, MYC e ID3 en un pequefio porcentaje de los casos.

La activacion de la via TLR inducida por la mutacién MYD88pL265P, es comun a varios
subtipos de LNH-B, y hay un amplio desarrollo de fdrmacos dirigidos frente a esta
via. La inhibicion de BTK ha sido hasta ahora la mas estudiada. Un inhibidor de BTK,
ibrutinib, esta aprobado como tratamiento para LLC, linfoma de células del manto,
LZM recidivante / resistente al tratamiento y MW por la FDA. No obstante, se han
descrito de forma frecuente resistencias y efectos adversos al tratamiento con
ibrutinib. Los inhibidores de BTK de préxima generaciéon, como acalabrutinib y
zanubrutinib, se estan desarrollando e investigando en ensayos clinicos (Owen RG
etal, 2020; Trotman J et al, 2017). Otros farmacos en desarrollo, estan dirigidos hacia
la inhibicion de genes o moléculas adaptadoras implicadas en la patogenia del
LLP/MW como son; los inhibidores de MTOR, inhibidores de PI13K, inhibidores directa
o indirecta en la formacion del complejo Middosoma: inhibidores de IRAK1/IRAKA4,

inhibidores de TAK1 (Spinner MA et al, 2018).
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En LPB, identificamos que el perfil mutacional esta relacionado con la infeccion por
VEB en las células tumorales. Identificamos alteraciones genéticas recurrentes en
MYC, STAT3 y PRDM1/Blimp1, que se asocian en tumores VEB positivos. Por primera
vez, se describe que la mutacién de STAT3, esta implicada en la patogenia del LPB.
Tanto las alteraciones genéticas de MYC (traslocaciones y amplificaciones) como las
mutaciones en el dominio SH2 de STAT3 conducen a la sobreexpresiéon de las
proteinas MYC y P-STAT3 respectivamente. En nuestra serie de LPB VEB negativos
encontramos otras mutaciones somaticas que incluyen BRAFpV600E, MYD88pl265P,
NOTCHpR2400* y TP53pR273H.

Describimos en este estudio, nuevas posibles dianas terapéuticas, que incluyen la
activacion de MYCy STAT3, las vias de MAPK/ERK (mutaciones en BRAF) y NOTCH y

la implicacion de proteinas del control del sistema inmunitario.

Recientemente se ha descrito inhibidores de proteinas con dominio bromo y
estraterminal (BET) como JQ1, que presenta una actividad inhibitoria sobre MYC

(Delmore JE et al, 2011).

Las mutaciones en STAT3 no habian sido reportadas hasta ahora, en el LPB. Estas
mutaciones podrian tener implicaciones terapéuticas dado que existen numerosos

farmacos con actividad inhibitoria de la via JAK/STAT (Johnson DE et al, 2018).

Notablemente, tras la publicacidon de uno de los manuscritos originales que sirven
de base para esta tesis (Garcia-Reyero J, et al, 2020) se ha publicado un estudio de
caracterizacion genémica de 110 casos de LPB en pacientes VIH que confirma
nuestros hallazgos, demostrando una elevada prevalencia de mutaciones en las vias

de JAK/STAT y MAPK (Liu Z et al, 2020).

Chapman MA et al, describieron que un 4% de los mielomas multiples (MM), al
realizar secuenciacion de genoma, presentaban mutaciones en BRAF, sugiriendo que
dichos pacientes podrian beneficiarse de inhibidores de BRAF (Chapman MA et al,

2011).

Se ha demostrado que los pacientes que presentan mutacién de BRAF V600E tienen
un curso clinico agresivo, y el tratamiento con vemurafenib, un inhibidor de BRAF,
en melanoma y tricoleucemia, ha demostrado tener claros beneficios clinicos.
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Cobimetinib es un medicamento aprobado por la FDA para tratar melanoma con
mutaciéon en BRAF V600E o V600K, en combinacion con vemurafenib. En la
actualidad se necesitan ensayos a mayor escala para estudiar el papel de los
inhibidores de la mutacién BRAF para el tratamiento de pacientes con neoplasias

hematoldgicas que albergan la mutacién V60OE.

Por otra parte, selumetinib y sorafenib son dos agentes en investigacion para su uso
en MM con mutaciones en la via Ras / Raf / Mek / Erk (Anwer F et al, 2019). El
desarrollo de estas terapias dirigidas podria suponer un gran avance en el

tratamiento personalizado de pacientes con LPB.

En relacién con la composicidon del microambiente y la expresién de marcadores de
regulacién inmune como PD-1 y PD-L1, la introduccion de los inhibidores de la via
PD-1/ PD-L1 ha sido relevante en el tratamiento de varios tipos de tumores sélidos.
En neoplasias hematoldgicas, los inhibidores de PD-1 / PD-L1, han mostrado
actividad en el tratamiento linfoma de hodgkin clasico, que tipicamente exhibe una
sobreexpresién de PD -L1, PD -L2, debido a alteraciones en el cromosoma 9p24.1.

En 2016, La FDA aprobd el uso de nivolumab de primera linea en el LH recidivante.

Aunque los resultados en otras neoplasias linfoides no han sido tan llamativos, el
bloqueo de la via PD-1/ PD-L1 ha dado lugar a respuestas significativas en otros tipos
de linfomas, como el LBDCG s, el LF o varios tipos de linfomas de células T (Jelinek T

et al, 2017).

Como se describe en estudios recientes y en nuestro trabajo la via de escape inmune
PD1, PD-L1 parece jugar un papel importante en los LPB, con una elevada expresion
en las células del microambiente tumoral (linfocitosis T y MAT) y en las células
neoplasicas. Estos resultados son de gran relevancia, ya que ciertos candidatos

podrian beneficiarse de tratamientos basados en la inmunoterapia.

Por ultimo, la elevada prevalencia de infeccion por VEB en las células neopldsicas y
su impacto en el perfil mutacional sugieren nuevas estrategias terapéuticas con

agentes antivirales e inmunoterapia celular dirigida al VEB.
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VII TABLAS

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas clinicas de nuestra serie de casos LLP/MW.

Sexo (masculino/femenino) 20/8.
Edad (mediana, rango) 72 (49-89).
Diagnéstico

GMSI-IgM 4 casos
LLP/MW asintomatico 5 casos
LLP/MW 19 casos

LLP/MW casos. Sintomas y signos clinicos.

Anemia 13/19 casos (65%)
Astenia, pérdida de peso, fiebre 12/19 casos (60%)
Dolor cabeza 6/19 casos (30%)
Alteraciones visuales 2/19 casos (10%)
Sintomas relacionados con la hiperviscosidad 10/19 (50%)
Deposito de amiloide 0/19 (0%)
Neuropatia 5/19 (25%)
Esplenomegalia palpable 2/19 (10%)
Hepatomegalia 4/19 (20%)
Afectacién de ganglios linfaticos 9/19 (45%)
Afectacion extranodal 3/19 (15%)
Crioglobulinemia 1/19 (5%)

VHC 0/19 (0%)

Tabla 2. Patrones de infiltracion en biopsias de médula dsea en nuestra serie de
casos de LZM y LLC

Patrones de infiltracién 24 1ZM 23 LLC
Intersticial 8 muestras (33%) 22 muestras (96%)
Intersticial (parcheado) 0 muestras 2 muestras
Intersticial (difuso) 3 muestras 15 muestras
Intersticial (nodular) 4 muestras 4 muestras
Intersticial (difuso-solido) 0 muestras 1muestra
Paratrabecular e intersticial 2 muestras (8%) 1 muestra (4%)
Paratrabecular e intersticial (parcheado) 1 muestra Omuestras
Paratrabecular e intersticial (difuso) 0 muestras 0 muestras
Paratrabecular e intersticial (difuso, nodular) 0 muestras 0 muestras
Paratrabecular e intersticial (nodular) 1 muestra 1 muestra

Paratrabecular, intersticial e intrasinusoidal 4 muestras (17%) Omuestras

Intersticial e intrasinusoidal 10 muestras (42%) 0 muestras

%24 LZM: 19 LZM esplénico, 3 LZM nodal, 1 linfoma MALT.
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Tabla 4. Anticuerpos utilizados para el diagnéstico de LLP y LPB.

Anticuerpo Clon Casa Comercial Dilucién
ALK ALK1 DAKO RTU
BCL-2 124 DAKO RTU
BCL-6 PG-B6p DAKO RTU
Blimp-1 ROS195G CNIO RTU
CD10 56C6 DAKO RTU
CD138 Mi15 DAKO RTU
CD163 EDHu-1 Serotec _
CD20 L26 DAKO RTU
CD3 policlonal DAKO RTU
CD30 Ber-H2 DAKO RTU
CD38 SPC32 Leica 1.2
CD4 4B12 DAKO RTU
CD8 C8/144B DAKO RTU
C-MYC Y69 Abcam 1.50
DBA-44 DBA.44 DAKO RTU
EBV-LMP1 CS. 14 DAKO RTU
HHV-8 LN53 Novus Biologicals 1.10
HLA-DP/DR JS76 CNIO 14
IRF4/MUM-1 MUM1p DAKO RTU
Kappa policlonal DAKO RTU
Kl67 MiIB-1 DAKO RTU
Lambda policlonal DAKO RTU
PAX-5 DAK-Pax5 DAKO RTU
PD1 NAT105C CNIO 1.5
PD-L1 22C3 DAKO _
P-STAT3 (Tyr705) EP2147Y Millipore 1.1
Triptasa AAl DAKO RTU
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Tabla 5. Resumen de las mutaciones somaticas identificadas mediante NGS de nuestra serie

N2 Caso
Sa.
5b.

& P

13a.
13b.

ErHbGGEER

24b.

24b.

24b.
21

Gen
MYD38
MYD88
MYD38
CXCR4
MYD88
MYD38
MYD88
MYD38
MYD38
MYD38
PRDM1

MYC
MYD38
MYD88
KMT2D
KMT2D

D3

Crom. Localizacion Alelo Posicion ADN Cambio de Amin. FAV (NGS)

3

W oo W W W W Wk W

[
[l R

exon 4
exon 4
exon 4
exon 1
exon 4
exon 4
exon 4
exon 4
exon 4
exon 4
exon 7
exon 3
exon 4
exon 4
exon 31
exon 14
exon 1

c

o000 A0 00000000

T

de LLP/MW
C.794T1>C 265 L/P
c.794T>C 265 L/P
C.794T1>C 265 L/P
c.1025C>G 3425342+
C.794T1>C 265 L/P
C.794T1>C 265 L/P
€.794T>C 265 L/P
C.794T1>C 265 L/P
C.794T>C 265 L/P
C.794T1>C 265 L/P
€.2251C>T 673 H/Y
c.1721AG 404 K/R
C.794T1>C 265 L/P
c.794T>C 265 L/P
C.794T1>C 2557 P/L
1379 Met1379fs

c.376C>T AN

31%
28%
3%
51%
28%
59%
20%
13%
10%
28%
15%
24%
129
28%
24%
15%

Consecuencia
Cambio de sentido/ deleterea
Cambio de sentido/ deleterea
Cambio de sentido/ deleterea

Sin sentido
Cambio de sentido/ deleterea
Cambio de sentido/ deleterea
Cambio de sentido/ deleterea
Cambio de sentido/ deleterea
Cambio de sentido/ deleterea
Cambio de sentido/ deleterea
Cambio de sentido/ deleterea
Cambio de sentido/ deleterea
Cambio de sentido/ deleterea
Cambio de sentido/ deleterea
Cambio de sentido/ deleterea
Delecidn con desplazamnt. fdeleterea

Cambio de sentido/ deleterea

Registro-varint
COSM85940
CO5MB5940
COSM85940

COSM5981986
COSM85940
COSM85940
COSM85940
COSM85940
COSM85940
COSM85940

COSM85940
COSM85940
COSM1362024

Tabla 6. Resumen de las mutaciones somaticos identificados mediante NGS de nuestra serie

M2 Caso
4
4
11
11
11

Gen
STAT3
EP300

MYC

MYC

MYC

MYC
STAT3
STAT3
STAT3

PRDM1
PRDM1

MYC

CD79B
SMARCA4
PRDM1
STAT3
NOTCH1
STAT3
PRDM1
CD79A
PRDM1
PRDM1
ARID1A
ARID1A
MYD88
BRAF
SGK1
SGK1
NOTCH2

MYC
EP300
BRAF
SGK1
TP53

Local. crom.

17
22

17

= = = =
R S v

L= e = T = T R R N - =1

= ]
- TS

Dominio

Ac
SH2
EGF-like
SH2
Pro-rich
PR
PR

TIR
P binding si

PEST

STKc_Raf

Alelo

b=

4 P4 FPAPFFFOO0O0EF OO0 FEFEFPEFDEFDEF-S4S4000FFG00EFGOPE

de LPB
Posicion ADN  Codones
2009 Gac/Tac
7249 atG/atA
578 aCclaGe
775 Tac/Aac
899 tTcftCc
945 atC/atG
2255 Atg/Ttg
2232 tAc/tTc
2165 Ggec/Cge
843 gaC/gaG
843 gaC/gaG
1085 tAc/tTc
175 Gac/Aac
3295 cGafcha
2546 gGefghc
2253 ahcfaTc
1278 cCcfcTe
2232 tAc/tTc
1295 aGecfaAc
413 tgG/tgA
843 gaC/gaG
843 gaC/gaG
762 Ggg/Agsg
6526 tGeftCc
794 cTg/cCg
1467 gGa/fgCa
1950 tCc/tTc
1737 gCt/gTt
7418 Cga/Tga
747 agC/agT
6411 cGecfchAc
1860 gTg/gAg
1004 Aag/Tag
1008 cGt/cAt

Cambio de Am. Consecuenc.

566 D/Y
2010 M1
23 T/s
89 Y/N
130 F/s
145 1/M
648 M/L
640 Y/F
618 G/R
203 D/E
203 D/E
192 Y/F
34 D/N
1005 R/Q
771 G/D
647 N/I
401 P/L
640 Y/F
354 S/N
76 W/*
203 D/E
203 D/JE
131 G/R
2052 /s
265 L/
469 G/A
451 S/F
380 A/V
2400 R/*
79 s/
1731 R/H
600 V/E
136 K/*
273 R/H

Registro-varint

deleterea COSM220689
tolerada _

tolerada _

tolerada _

deleterea COSMA4171775
deleterea _

tolerada _

probable dafi. COSM1155743
deleterea COSM1166777
neutral rs811925%, COSM4160094
neutral rs811925%, COSM4160094

probable dafi.

tolerada _

deleterea _

tolerada _

deleterea COSM1155744
deleterea COSMA4745915
probable dafi. COSM1155743
tolerada rs143040512, COSM4406870
_ COSM5493540
neutral rs811925%, COSM4160094
neutral rs811925%, COSM4160094
deleterea _

deleterea _

deleterea COSM85940
deleterea COSMA460
deleterea _

tolerada _

deleterea COSM36210
deleterea _

deleterea COSMA76
deleterea _

probable dafi. COSM10660
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Tabla 7. Resumen de las caracteristicas inmunologicos, histopatoldgicas, fenotipicas

Proteina M (mediana, rango)
Restriccion de cadenas ligeras

Patrones de infiltracion en médula 6sea, casos LLP:
Paratrabecular e intersticial

Paratrabecular e intesticial ( parcheado)
Paratrabecular e intersticial ( difuso)
Paratrabecular e intersticial (difuso, nodular)
Paratrabecular e intesticial (nodular)

Intersticial

Interticcial ( parcheado)

Intersticial (difuso)

Intersticial (nodular)
Intersticial (difuso-solido)

Patrones de infiltracion en médula 6sea, casos GMSI-IgM:
Intersticial (parcheado)

Fenotipo

Células B CD20 positivo (IHQ), mediana, rango
Células B clonales CD20 positivo (CMF), mediana, rango

Mutacién MYD88pL265P (PCR-AS)

LLP
GMSI-IgM

y moleculares de nuestra serie de LLP/MW.,

2,53 gr (0,17-6,47)
K 19 casos (68%)
L9 casos (32%)

21 muestras (67%)
9 muestras

4 muestras

1 muestra

7 muestras

10 muestras (32%)
3 muestras

1 muestra

2 muestras

4 muestras

4 muestras (100%)

20% (0-80%)
6,6% (0-62%)

22/24(92%)
1/4 (25%)

FAV 0,09 (0-0,72)
FAV 0,045
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ANEXO: PUBLICACIONES ORIGINALES.
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TITULO: Diagnostic value of bone marrow core biopsy patterns in
lymphoplasmacytic lymphoma/Waldenstrém macroglobulinaemia
and description of its mutational profiles by targeted NGS.

AUTORES: Garcia-Reyero J, Martinez Magunacelaya N, Gonzalez de
Villambrosia S, Gomez Mediavilla A, Urquieta Lam M, Insunza A,
Tonda R, Beltran S, Gut M, Gonzalez A, Montes-Moreno S.

REVISTA: J Clin  Pathol. 2020; jclinpath-2019-206282.
doi:10.1136/jclinpath-2019-206282

TITULO: Genetic lesions in MYC and STAT3 drive oncogenic
transcription factor overexpression in plasmablastic lymphoma.

AUTORES: Garcia-Reyero J, Martinez Magunacelaya N, Gonzalez de
Villambrosia S, Loghavi S, Gomez Mediavilla A, Tonda R, Beltran S, Gut
M, Perefia Gonzalez A, d' Amore E, Visco C, Khoury JD, Montes-
Moreno S.

REVISTA: Haematologica. 2020; haematol.2020.251579.
doi:10.3324/haematol.2020.251579.
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Abstract.

AIMS: The aim of this study was to describe the characteristics of the bone marrow infiltration
found in a series of clinically defined LPL/WM and IgM-MGUS and to perform a targeted NGS for

the identification of additional somatic mutations to MYD88p.L265P in LPL/WM.

METHODS: We have reviewed a series of 35 bone marrow biopsies from 28 patients with a
clinical diagnosis of LPL/WM (24 cases) or monoclonal gammopathy of undetermined
significance (MGUS) (4 cases). Bone marrow infiltration characteristics by morphology, IHC,
FCM, allele-specific real-time PCR for the detection of MYD88p.L265P mutation, targeted exonic

amplicon-based NGS of 35 lymphoma-related genes and direct sequencing were analyzed.

RESULTS: Our findings show that bone marrow trephine biopsy evaluation is superior to FCM in
the identification of significant lymphoid infiltrates. A combined paratrabecular and interstitial
infiltration pattern is the most common feature in LPL/WM while a patchy interstitial pattern
characterizes IgM-MGUS cases. MYD88p.L265P mutation was found by AS-PCR in 92% of the LPL
cases (22 out of 24) and 25% of IgM-MGUS cases (1 out of 4 cases). In addition to MYD88p.L265P
somatic mutations in CXCR4, KMT2D, PRDM1/Blimp1, MYC and /D3 were found by NGS and

direct sequencing in 4 cases.

CONCLUSIONS: In conclusion, bone marrow core biopsy evaluation is critical in the identification
of unequivocal bone marrow infiltration by LPL/WM. In addition to MYD88p.L265P, somatic

mutations in CXCR4, KMT2D, PRDM1/Blimp1, MYC and ID3 can appear in a fraction of LPL/WM.

KEY WORDS: Lymphoplasmacytic Lymphoma, Bone marrow infiltration patterns, NGS, MYD88
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BACKGROUND

Lymphoplasmacytic lymphoma (LPL) is a neoplasm of small B cell lymphocytes, plasmacytoid
lymphocytes and plasma cells, usually involving the bone marrow and sometimes lymph node
and spleen®. Waldestrém Macroglobulinemia (WM) is defined by the combination of a LPL with
an IgM monoclonal component?, irrespective of the amount of the monoclonal paraprotein?.

MYD88p.L265P somatic mutation has been found to be the driver mutation in most cases3®.

The pattern of bone marrow infiltration in cases of LPL/WM has been previously characterized
in retrospective case series with some detail”8, emphasizing the differential diagnostic features
with other small B cell lymphomas such as marginal zone lymphoma’. On the other hand, IgM
Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance (MGUS) has been recently
incorporated in the revised version of the WHO classification of tumors?. This category has been
also suggested to be applied in cases that may show equivocal evidence of marrow disease. In
this regard, the equivalency of bone marrow aspirate cell count, the demonstration of clonal B
cells by flow Cytometry (FCM) or molecular methods and bone marrow trephine infiltration

patterns and cellular quantification is controversial.

The aim of this study was to describe the characteristics of the bone marrow infiltration in
clinically defined LPL/WM and IgM-MGUS performing a correlation study between the bone
marrow trephine biopsy patterns of infiltration and the results from immunohistochemistry
(IHC), FCM and molecular testing for the detection of MYD88p.L265P mutation. In addition, we
have performed targeted Next Generation Sequencing (NGS) and direct sequencing for the
identification of additional somatic mutations in candidate genes relevant for lymphoma

pathogenesis in a subset of cases.

METHODS.

Case Selection.

https://mc.manuscriptcentral.com/jclinpathol
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31 samples from 24 patients with Lymphoplasmacytic Lymphoma/WM and 4 cases diagnosed
as 1gM-MGUS were obtained retrospectively from the files of the Anatomic Pathology
Department of the Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. In addition a series of 47 bone
marrow trephine biopsies from patients with a diagnosis of Marginal Zone Lymphoma (MZL, 24
cases) and Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL, 23 cases) were reviewed. Clinical data were
retrieved in all cases (see summary in Table 1). The study and sample collection were approved
by the local ethics committee (CEIC Cantabria) and complies with the Declaration of Helsinki.
Informed written consent was obtained when required. Details about case and tissue

procurement can be found in supplementary materials.

Morphology, Immunohistochemistry and fluorescent in situ hybridization. Conventional

karyotyping and flow cytometry.

Histopathological patterns in the bone marrow biopsy were categorized as paratrabecular,
interstitial (diffuse), interstitial (nodular), interstitial (diffuse-solid), interstitial (patchy) or a
combination of those. A focal infiltrate was considered paratrabecular when the contact surface
of the infiltrate with the trabecular bone was larger than the maximum diameter perpendicular
to the bone. Interstitial infiltrates were categorized as nodular when clearly defined focal
infiltrates were found in an intertrabecular location. Diffuse infiltrates were considered patchy,
diffuse or diffuse-solid according to the density of lymphoid cells in the bone marrow stroma

(see supplementary figures 4 and 6 for details).

Immunohistochemical reactions were performed following conventional automated
procedures. Conventional karyotyping and multicolor flow Cytometry were also performed
using bone marrow whole cell population aspirate material. See supplementary materials for

details.

Allele-Specific PCR for the detection of MYD88p.L265P mutation.
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A customized assay based on allele specific Polymerase Chain Reaction (PCR) using Tagman
probes (ThermoFisher) against wild type and mutant L265P MYD88 gene was used. Validation
results against Sanger sequencing showed a specificity of 100% for the identification of
MYD88p.L265P mutation. Detection sensitivity using FFPE material was 5% and 1% using DNA

from bone marrow aspirate fresh material.

Next Generation Sequencing using amplicon-based library generation and Sanger sequencing
for the detection of CXCR4 mutation.

DNA was extracted from formalin fixed paraffin embedded samples or fresh bone marrow
aspirate samples using the PicoPure™ DNA lIsolation Kit (ThermoFisher Scientific) and DNA was
guantified by Qbit fluorometer (ThermoFisher Scientific). All samples subjected to NGS analysis
were required to have >10% of clonal B cells as identified by either FCM or IHC. Details about
amplicon-based library generation, NGS and direct sanger sequencing data interpretation and
reporting can be found in supplementary materials. Finally, 16 somatic mutations (15 missense,
1 frameshift deletion) in 5 genes were considered (Table 3). The complete list of genes analysed,
and variants identified in the cases analysed is shown in Supplementary material and Table 3.

Statistical analysis.

XLSTAT Biomed software (version 19.4) was used for statistical analysis. Wilcoxon test and

Pearson correlation tests were calculated. Descriptive statistics were performed.

RESULTS.

A summary of the clinical features of the series can be found in Table 1 and supplementary Table.
The cohort was composed of 28 patients, 20 male (70%) and 8 female. Median age was 72-year-
old (range 49 to 89 year old). 19 out of 28 (68%) patients fulfilled criteria for LPL/WM, 5 patients
(19%) were considered asymptomatic or smouldering LPL/WM? and 4 cases were classified as
IgM-MGUS. Among LPL/WM the most common clinical presentation included anemia (65%),

constitutional symptoms (60%) and hyperviscosity related symptoms (50%). 5 patients had IgM
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related neuropathy and 1 single patient cryoglobulinemia. Palpable splenomegaly was found in
2 patients (10%) and nodal involvement by CT-scan in 9 patients (45%). In three patients lymph

node biopsy confirmed involvement by LPL. None of our patients had HCV infection.

Lymphoplasmacytic Lymphoma/WM shows a predominantly paratrabecular pattern
combined with interstitial infiltrates. IgM-MGUS shows a patchy interstitial pattern of

infiltration.

LPL/WM bone marrow biopsy results are summarized in Table 2. LPL core biopsy samples were
characterized by a paratrabecular infiltration pattern (21 samples, 67%), combined with either
patchy (9 samples, 25%), nodular (7 samples, 19%) or diffuse (5 samples, 13%) interstitial
patterns. The other 10 samples (32%) showed a non-paratrabecular pattern with interstitial
involvement (patchy in 3 samples, nodular in 2 samples, diffuse in 1 sample, diffuse-solid in 4
samples). The samples with patchy interstitial infiltrate derived from 2 patients (n10, n24) with
previous pretreatment core biopsies with a significant infiltrate. All 4 cases of IgM-MGUS
showed a patchy interstitial infiltrate (Figure 1). In contrast only 6 out 23 (25%) cases of MZL
(19 cases of SMZL, 3 NMZL and 1 case of MALT lymphoma) showed a paratrabecular component
and only 1 out of 24 (4%) cases of CLL showed this pattern. The most common infiltration pattern
in MZL was interstitial and intrasinusoidal (10 samples, 42%), followed by interstitial only (8
samples, 33%). CLL cases were almost purely interstitial (22 samples, 96%). (see supplementary

Table 1).

Regarding the cytological features, all cases showed the presence of small B cell lymphocytes,
plasmacytoid cells and plasma cells with variable degrees of plasma cell differentiation. Dutcher
bodies were present although infrequent (Supplementary Figure 3). One sample showed a
complete absence of B lymphoid cells and was composed purely of plasmacytoid and plasma

cells (case n4, IgM-MGUS). Mast cells were present in almost every case.
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Bone marrow quantification of B cells and correlation with MYD88p.L265P allele burden

determination by AS-PCR.

Bone marrow cells in the trephine biopsy were stained with antibodies against CD20 and CD138
and positive cells were quantified by visual estimation against the overall marrow cellularity. A
estimation of the percentage of positive cells with both markers was annotated for every sample
in 5% increments. The median percentage of CD20 positive cells in all 35 available samples was
20% (range 0-80%) and the median presence of CD20 and CD138 positive cells was 40% (range
5-90%). Flow cytometry performed using bone marrow aspirate material disclosed a median
percentage of clonal B cells of 6.6% (range 0-62%). Thus, quantification of B cells by IHC using
CD20 antibody showed higher values than by FCM in 32 out of 35 cases (p value of the median
difference, Wilcoxon test p<0.0001, see supplementary Table 1 and supplementary figure 6).
There was a high correlation between the quantification of B cells using CD20 IHC and the

quantification of clonal B cells by FCM (Pearson 0.78, p value <0.0001, supplementary figure 1).

Regarding the correlation between the amount of bone marrow infiltration by
lymphoplasmacytic cells and the presence of symptoms attributable to the disease, we found
no difference between smouldering LPL cases and LPL/WM cases. As shown in supplementary
table, smouldering LPL cases (6, 7, 14, 23, 28) had a median % of B cells by IHC of 20 (range 10-
35) and by FCM of 6.6 (range 1.6 -18.5). The same median values were obtained for the 19

LPL/WM cases.

In addition, we performed tryptase staining in 18 samples. In 5 samples (28%) mast cells
comprised <5% of the bone marrow cellularity. In 13 samples (72%) it was between 5 and 10%
of the cellularity. DBA44 was also performed in 15 cases. In 5 cases DBA44 staining was in the

range of 1-5% of the cellularity. In 10 cases it was negative.

After AS-PCR 22 out of 24 LPL/WM cases (92%) were positive for MYD88p.L265P mutation. In 1

out of 2 of the negative cases, the quantification of clonal B cells in the sample analyzed was
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below the detection limit of the technique, thus a false negative result could not be ruled out.
Median Variant Allele Frequency (i.e, the fraction of mutated DNA in the total DNA presentin a
given sample) of the mutated LPL cases was 9% (range 0-72%). One out of 4 (25%) IlgM-MGUS
cases was positive with a VAF of 4%. Correlation between the AS-PCR values from 27 samples
with positive results for both AS-PCR and FCM was significant (Spearman correlation value 0.477,
p value 0.013, supplementary figure 2A) as it was the comparison between AS-PCR and IHC

(Spearman correlation value 0.457, p value 0.017, supplementary figure 2B).

Genetic characterization of LPL. Additional genetic events to MYD88p.L265P mutation include

CXCR4, KMT2D, PRDM1 and MYC mutations.

Targeted NGS was performed with a customized amplicon based NGS protocol using DNA from
FFPE or aspirate bone marrow samples. 13 samples from 11 patients with a significant neoplastic
infiltration (>10% by FCM/IHC) were included in this analysis. A summary of the results is shown
in Figure 2 and Table 3. Nine out of 11 cases were MYD88p.L265P mutated and 2 cases were
negative (n21, n22). In 6 out of these 9 cases, only MYD88p.L265P mutation was found after
targeted NGS. The other two cases had additional mutations in PRDM1, MYC (case n15) and
KMT2D (case n 24). One of the two MYD88 wild type cases had mutations in /ID3. After direct
Sanger sequencing 1 (case n6) out of 4 analyzed cases (25%) was found to harbor the CXCR4
€.1025 C>G (p.S342*) mutation (Supplementary material). The lack of detection of this particular

mutation in this case by targeted NGS was probably due to a drop-off NGS artifact.

Recurrent mutations, different than MYD88p.L265P were found in KMT2D. Interestingly one
case (n24) had two different KMT2D mutations (one frameshift deletion in exon 14 and one
missense single nucleotide mutation (c.7670C>T) in exon 31). A possible mechanism of KMT2D

biallelic inactivation is suggested based on this pattern of KMT2D mutations.
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In addition, 6g deletion was studied in 9 cases by conventional interphase FISH and/or
conventional karyotyping. 6q deletion was found in 5 out of 9 cases (55%, n5, n12, n13, n14 and

n25). All five cases were MYD88p.L265P mutated.

CONCLUSIONS

The diagnosis of LPL/WM according to the updated WHO classification relies on the
identification of a significant bone marrow infiltration by LPL clonal B cells. The category of IgM-
MGUS has been incorporated to classify those cases that do not have unequivocal bone marrow
infiltration®. An arbitrary cut-off of 10% clonal lymphoplasmacytic cells has been designated as
the threshold to identify an LPL infiltrate as significant. However, discordant results can be found
when analyzing the bone marrow infiltration with different available methods including
morphological assessment of the bone marrow aspirate and bone marrow biopsy, identification
of clonal B cell populations by FCM and clonality studies?®. To date, no study has analyzed the
correlation between the different methods used in these multiparametric approach using new
available molecular tools in the framework of the revised WHO classification. The aim of this
study was to characterize and correlate the results of these complementary methods in a series
of patients in order to optimize the identification of LPL/WM patients that may require
therapeutic intervention. In addition, we have expanded the genetic characterization of our

cases to identify coexisting genetic events in the disease.

Morphological assessment of the bone marrow infiltration pattern in the trephine core biopsy
showed that a combined paratrabecular and interstitial pattern was the most common feature
in LPL cases, with 60% of the cases showing different combinations of patterns. In contrast, MZL
and CLL cases in our study showed predominantly interstitial patterns, combined with
intrasinusoidal growth in the case of MZL. These results are in contrast with the traditional
concept of a interstitial pattern of bone marrow involvement in LPL cases 1. Recent reports have

shown a similar result to ours, with a relatively high frequency of paratrabecular involvement in
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LPL cases, both MYD88 mutated and wild type®10. Interestingly this morphological feature has
also been found by others as a significant differential feature with marginal Zone B cell
lymphoma involving the bone marrow’. Thirty-two percent of our LPL samples showed a non-
paratrabecular pattern with interstitial infiltration. Only 3 of the samples showed a limited
patchy interstitial infiltrate and these samples derived from patients after initial therapy. In
contrast to LPL cases, all four cases with IgM-MGUS showed a limited patchy interstitial
infiltrate. Although the number of IgM-MGUS cases here analyzed is relatively small, our results
suggest that a patchy interstitial infiltrate is the tissue correlate of IgM-MGUS. Adequate IHC
analysis is required to identify this pattern in cases of pretreatment bone marrow samples with
suspected IgM-MGUS. Interestingly this pattern can also be found in samples with low tumor

burden after therapy.

Regarding the phenotypic evaluation of LPL infiltrates there was a good correlation between the
quantification of clonal B cells by FCM and the estimation of B cells in the core biopsy sample by
IHC. Importantly bone marrow core biopsy rendered in most cases a higher value than by FCM
and this difference was significant. Interestingly in 14 out of 24 patients FCM quantification of
clonal B cells was below the 10% threshold while the quantification by IHC in the bone marrow
core biopsy was sufficient to meet the criteria for LPL according to WHO classification?. 5 out of
these 14 patients were considered smouldering LPL. Thus, our results suggest that it is
worthwhile to evaluate the presence of neoplastic B cell infiltrates by IHC in the core biopsy
samples to improve the detection of LPL cases. A possible explanation for these differences
might be the preferential distribution of the LPL infiltrates in the paratrabecular regions and its
association with reticulin fibrosis. This topography may prevent the aspiration the neoplastic
infiltrate and its underestimation by FCM using bone marrow aspirate material. On the other
hand, the multifocality and heterogeneous distribution of the infiltrate in the trephine biopsy
may explain some discrepant results in few cases after serial sections of the material for

downstream molecular methods.

10
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We identified MYD88p.L265P somatic mutation by AS-PCR in 22 out of 24 LPL cases (92%) and
one additional case of IgM-MGUS. This prevalence of MYD88p.L265P mutation is like previously
reported cohorts>®11-1> Interestingly AS-PCR quantitative results correlated well with the clonal
B cell quantification by FCM and IHC of the bone marrow aspirate samples, providing an
acceptable method for the quantification of the neoplastic population by molecular methods.
AS-PCR and targeted NGS were concordant for the detection of MYD88p.L265P mutation in 20
out of 21 tested samples (92%) in our series. No other MYD88 mutations were found after
targeted NGS of MYD88 exonic regions in our cases. Previously reported data have shown rates

up to 31% of false negative results using targeted NGS when compared with AS-PCR®3.%6,

After targeted NGS with a lymphoma dedicated panel of genes we found additional somatic
mutations to MYD88p.L265P in roughly one fourth of the cases (3 out of 11 cases). Direct Sanger
sequencing was required to identify CXCR4 mutation in 1 additional case. Co-mutated genes
were MYD88 and CXCR4, MYD88 and KMT2D and MYD88, PRDM1 and MYC. Interestingly, one
MYD88 wild type case had a missense mutation in ID3. Except for CXCR4, KMT2D and PRDM 1
mutations, MYC and /D3 have not been previously described in the disease. The VAF of these
novel mutations is concordant with the clonal B cell fraction found in the samples by

phenotyping and consistent with a derivation from the LPL clonal B cells.

CXCR4 mutations have been associated with worse outcome for LPL/WM patients>'’. A recent
phase lll trial suggests that CXCR4 mutations do not alter overall survival or progression free
survival in patients treated with a combination including Ibrutinib plus Rituximab but evidence

is limited?.

KMT2D somatic mutations have been previously found in both MYD88pL265P mutated and wild
type cases. The prevalence is roughly 20-25% and some groups reported a higher incidence in
MYD88p wild type cases® when compared with MYD88p.L265P mutated cases. It has been

found at subclonal levels in MYD88p.L265P mutated cases®?. Its relatively high prevalence in LPL

11
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cases suggests a potential role in the pathogenesis of the disease. Interestingly KMT2D germline
mutations have been found associated with Kabuki syndrome?® and KMT2D knockout in mice
leads to reduced class-switched B cell populations following immunization, consistent with
defective terminal B cell differentiation?%22 and mirroring the immune deficiency found in Kabuki

syndrome patients.

Regarding PRDM1 mutations, we have identified a somatic missense mutation located in exon
7 of the gene (c.2251C>T; H673Y) that involves the Zn finger domain, responsible of
transcriptional regulation of PRDM1/Blimpl protein target genes. This mutation has been
identified previously by our group in a case of plasmablastic lymphoma?3. PRDM1 gene has been
found mutated in ~ 8% of overall diffuse large B cell lymphoma?425, Furthermore, it has been
found to be inactivated, either by mutation or genetic deletion of 6g21-q22.1 locus, in a
significant fraction (23-24%) of ABC-type DLBCL?%?’. Recently PRDM1 has been found mutated
in 4% of cases of WM. Importantly, in our series, the case with the PRDM1/Blimp1 mutation

showed a normal pattern for 6q by FISH ruling out biallelic inactivation of PRDM1/Blimp1.

In summary, bone marrow core biopsy evaluation is critical in the identification of unequivocal
bone marrow infiltration by LPL/WM. A combined paratrabecular and interstitial infiltration
pattern is the most common feature in LPL/WM while a patchy interstitial pattern characterizes
IgM-MGUS cases. It is particularly relevant in the framework of the revised WHO classification
to differentiate between IgM-MGUS and LPL patients in order identify those that may require
therapeutic intervention. Furthermore, the use of targeted NGS and direct sequencing confirms
the relatively uniform molecular profiles of the disease, characterized by MYD88p.L265P
mutation and occasional somatic mutations in CXCR4, KMT2D, PRDM1/Blimp1, MYC and ID3 in

a fraction of LPL/WM patient samples.

12
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Take home messages

Bone marrow core biopsy evaluation is critical in the identification of unequivocal bone

marrow infiltration by LPL/WM.

A combined paratrabecular and interstitial infiltration pattern is the most common feature in

LPL/WM while a patchy interstitial pattern characterizes IgM-MGUS cases.

Somatic mutations in CXCR4, KMT2D, PRDM1/Blimp1, MYC and ID3 can be found in a fraction

of LPL/WM in addition to MYD88p.L265P.
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Table 1. Summary of clinical characteristics of the patients.

Gender (male/female)
Age (median, range)

Diagnosis:
IgM-MGUS
Smouldering LPL/WM
LPL/WM

LPL/WM cases. Clinical signs and symptoms:

Anemia

Astenia, weight loss, fever
Headache

Vision changes
Hyperviscosity related symptoms
Amyloid deposits
Neuropathy

Palpable Splenomegaly
Hepatomegaly

Lymph node involvement
Extranodal involvement
Cryoglobulinemia

HCV

https://mc.manuscriptcentral.com/jclinpathol

20/8
72 (49-89)

4 cases
5 cases
19 cases

13/19 cases (65%)
12/19 cases (60%)
6/19 cases (30%)
2/19 cases (10%)
10/19 (50%)

0/19 (0%)

5/19 (25%)
2/19 (10%)
4/19 (20%)
9/19 (45%)
3/19 (15%)
1/19 (5%)
0/19 (0%)
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Table 2. Summary of immunological, histopathological, phenotypic and molecular features.

M protein (median, range)
M protein light chain restriction

Bone marrow infiltration pattern, LPL cases:

Paratrabecular and interstitial
Paratrabecular and interstitial (patchy)
Paratrabecular and interstitial (diffuse)
Paratrabecular and interstitial (diffuse,
nodular)

Paratrabecular and interstitial (nodular)
Interstitial only

Interstitial (patchy)

Interstitial (diffuse)

Interstitial (nodular)

Interstitial (diffuse-solid)

Bone marrow infiltration pattern, IgM-
MGUS cases:
Interstitial (patchy)

Phenotype

CD20 positive B cells (IHC), median, range
CD20 positive clonal B cells (FCM), median,
range

MYD88p.L265P mutation (AS-PCR)
LPL

IgM-MGUS

2.53 gr (0.17-6.47)
K 19 cases (68%)
A 9 cases (32%)

21 samples (67%)
9 samples
4 samples
1 samples

7 samples

10 samples (32%)
3 samples

1 sample

2 samples

4 samples

4 samples (100%)

20% (0-80%) l «
6.6% (0-62%)

22/24 positive (92%)
Median VAF 0.09% (0-0.72)
% positive (25%), VAF 0.045

* Quantification of B cells by IHC using CD20 antibody showed higher median values than by

FCM (p value of the median difference, Wilcoxon test <0.0001). Correlation between the

guantification of B cells using CD20 IHC and the quantification of clonal B cells by FCM was

significant (Pearson 0.778, p value <0.0001).
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Table 3. Summary of somatic mutations identified by targeted NGS.

CASE ID
5a
5b
6
6
11
12
13a
13b
14
15
15
15
19
24b
24b
24b
21

Gene
MYD88
MYD88
MYD88

CXCR4
MYD88
MYD88
MYD88
MYD88
MYD88
MYD88
PRDM1

mMyc

MYD88
MYD88
KMT2D
KMT2D

ID3

Chr.

N W W W

w W 00 O W W W w w w

[
NN

Location

Exon 4
Exon 4
Exon 4
Exon 1
Exon 4
Exon 4
Exon 4
Exon 4
Exon 4
Exon 4
Exon 7
Exon 3
Exon 4
Exon 4
Exon 31
Exon 14

Exon 1

Allele cDNA_position

C

€.794T>C
c.794T>C
€.794T>C
c.1025C>G
€.794T>C
c.794T>C
€.794T>C
c.794T>C
€.794T>C
c.794T>C
€.2251C>T
c.1721A>G
C.794T>C
€.794T>C
c.7670C>T

c.376C>T

AA Change

265
265
265
342
265
265
265
265
265
265
673
404
265
265
2557
1379
3

L/P
L/P
L/P
$342*
L/P
L/P
L/P
L/P
L/P
L/P
H/Y
K/R
L/P
L/P
P/L
Met1379fs
ANV

t CXCR4 mutation was detected by direct Sanger sequencing.

VAF
(NGS)

31%
28%
3%
Ll
51%
28%
59%
20%
13%
10%
28%
15%
24%
12%
28%
24%
15%

https://mc.manuscriptcentral.com/jclinpathol

Consequence*
missense/deleterious
missense/deleterious
missense/deleterious
nonsense
missense/deleterious
missense/deleterious
missense/deleterious
missense/deleterious
missense/deleterious
missense/deleterious
missense/deleterious
missense/deleterious
missense/deleterious
missense/deleterious
missense/deleterious
frameshift deletion/deleterious

missense/deleterious

18

Existing_variation

COSM85940
COSM85940
COSM85940
COSM5981986
COSM85940
COSM85940
COSM85940
COSM85940
COSM85940
COSM85940

COSM85940
COSM85940
COSM1362024
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Figure Legends

Figure 1. Main histopathological patterns. Bone marrow core biopsy infiltration patterns
as shown with HE and CD20 IHC: A. Paratrabecular and interstitial-diffuse; B.
Paratrabecular and interstitial-nodular; C. Diffuse interstitial-solid; D. Patchy

interstitial.

Figure 2. Mutational profiles of LPL/WM. After targeted NGS with a lymphoma
dedicated panel of genes we found additional somatic mutations to MYD88p.L265P in
roughly one fourth of the cases (3 out of 11 cases). Co-mutated genes were MYD88 and
KMT2D and MYD88, PRDM1 and MYC. Interestingly, one MYD88 wild type case had a
mutation in /D3. 6q deletion was found in 5 out of 9 cases (55%). All five cases were

MYD88p.L265P mutated.

19
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Supplementary Material and Methods
Case Selection.

24 patients with Lymphoplasmacytic Lymphoma/WM and 4 patients diagnosed as IgM-MGUS were
retrieved retrospectively from the files of the Pathology Department of the Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla. In addition a series of 47 bone marrow trephine biopsies from patients with a
diagnosis of Marginal Zone Lymphoma (MZL, 24 cases) and Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL, 23
cases) were reviewed and bone marrow infiltration patterns were annotated. Cases were
consecutively diagnosed in a period of three years. Formalin-fixed and paraffin-embedded tissue from
bone marrow core biopsies was retrieved in every patient with a total number of 35 samples. In all
patients (28 patients), a pretreatment bone marrow sample was available for review. In addition,
some patients had available FFPE clot material. Bone marrow aspirate samples were also obtained in
every patient and analyzed by conventional morphology, flow cytometry and FISH/karyotyping for
diagnostic purposes. DNA was extracted for molecular analysis from bone marrow aspirate and/or

FFPE trephine core biopsy material. Clinical data were retrieved in all cases (see summary in Table 1).

Immunohistochemistry and fluorescent in situ hybridization. Conventional karyotyping and flow

cytometry.

Primary antibodies against CD20 (DAKO, RTU), PAX-5 (DAKO, RTU), CD138 (DAKO, RTU), Blimp-1
(CNIO, 1:5), Kappa (DAKO, RTU), Lambda (DAKO, RTU), Tryptase (DAKO, RTU), DBA-44(DAKO, RTU)
were used. Immunohistochemical stains were quantified and scored in 5% increments. Fluorescent in
situ hybridization for the detection of 6q deletion was done using a probe for the detection of
deletions in the long arm of chromosome 6 (XL 6g21/6923/6cen, Metasystems). At least 10% of the

cells were required to be considered as positive for 6qdel to identify a positive sample.
Next Generation Sequencing using amplicon-based library generation.

A TruSeq® Custom Amplicon Low Input Library containing exonic regions of 35 selected genes of
interest was used to isolate the DNA for sequencing (lllumina). The list of genes was CARD11, ARID1A,
NOTCH1, TCF3, SMARCA4, STAT6, EP300, CREBBP, MLL2, BTK, NOTCH2, TNFRSF14, ATM, FOX0O1, B2M,
PLCG2, CD79B, TP53, STAT3, BCL2, MEF2B, CD79A, CXCR4, PTPN1, MYD88, FAT2, PRDM1, TNFAIP3,
SGK1, CCND3, PIM1, EZH2, BRAF, MYC, NOTHC2.

Depending on the availability of DNA, between 6ng and 400ng of DNA were used for libraries
preparation. When possible, two different libraries of FFPE samples (one for each DNA strand) were
prepared in order to eliminate false C-T mutations that commonly appear during formalin fixation.

After library preparation and quantification by Qubit (ThermoFisher Scientific) libraries from 25

https://mc.manuscriptcentral.com/jclinpathol
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samples were pooled for sequencing on a HiSeq instrument (lllumina, paired-end, 2x150) at the
National Genomic Analysis Center (CNAG, Barcelona, Spain).

MYD88 mutational status was tested by AS-PCR in 38 samples and by targeted NGS in 21 samples.
Library design for MYD88 mutations spans exons 1 to 5 of the gene. For the 21 samples with both
results (% of B cells from 2.5% to 90%), a concordance of 92% for a positive result for MYD88L265P
mutation was found. Only one case, positive with AS-PCR (VAF 0.05%) was negative with a targeted
NGS approach.

NGS Sequencing data interpretation and reporting.

Reads were mapped to human genome build hg19 with decoy sequences (hs37d5) using the GEM
toolkit (version 3)°. The Genome Analysis Tool Kit (GATK)® was used for local realighment and base
quality score recalibration. Variant calling was done using HaplotypeCaller from GATK following the
recommended best practices. Functional annotations were added using SnpEff with the GRCh37.75
database. Variants were annotated with SnpSift using population frequencies, conservation scores
and deleteriousness predictions from dbNSFP!112, Other sources of annotations, such as gnomAD and
Clinvar were also used***,

Only variants with a coverage greater or equal to 300 reads were selected for downstream analysis.
In those patients where libraries from both DNA strands were available, only variants in which both
libraries had a coverage greater or equal to 300 reads and had the same genotype were selected for
downstream analysis.

Subsequently only missense, frameshift, and nonsense somatic mutations with variant
frequency>10% were considered. SNPs were filtered out based on the comparison of the VAF of the
variant with the quantification of clonal B cells by FCM/IHC and after search in dbSNP

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). COSMIC (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) database was also

checked in every case and COSMIC Id was annotated. Three algorithms were used to predict the
functional consequences of the variants found, including SIFT (http://sift.bii.a-star.edu.sg/), Polyphen-

2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) and Condel (http://bg.upf.edu/fannsdb/). Selected

variants were visualized using the Integrative Genomics Viewer (IGV)*°. Finally, 16 somatic mutations
(15 missense, 1 frameshift deletion) in 5 genes were considered (Table 3).

Sanger sequencing for the detection of CXCR4 mutation.

Four cases with available DNA were subjected to direct Sanger sequencing for the detection of CXCR4
C terminal domain mutations. M13 tagged CXCR4 forward: 50-
TGTAAAACGACGGCCAGTTTTCTTCCACTGTTGTCTGAACC-30 and reverse: 50-
CAGGAAACAGCTATGACCgactgactgactgactgactgactgactgactgactACATCTGTGTTAGCTGGAGTGA-30

primers were used as described elsewhere?®, Adequate size PCR products were confirmed by agarose

https://mc.manuscriptcentral.com/jclinpathol
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gel and direct sequencing was performed in an ABI3130 instrument (Applied Biosystems). Sequences

were processed and analyzed using the Sequencing Analysis Software v5.2 and Chromas.
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19 90 +

21 70 +

FCM (%)

30 -160

35 _50 -
36 IHC CD20 (%)

39 Correlation matrix (Pearson):

41 Variables IHC CD20 (%) FCM (%)

42 IHC CD20 (%) 1 0,778

44 FCM (%) 0,778 1

45 Values in bold are different from 0 with a significance level alpha=0,05

p-values (Pearson):

51 Variables IHC CD20 (%) FCM (%)
52 IHC CD20 (%) 0 <0,0001
FCM (%) <0,0001 0
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Figure 2A

90 +

VAF AS-PCR

FCM (%)

Correlation matrix (Spearman):

Variables FCM (%) VAF AS-PCR
FCM (%) 1 0,477
VAF AS-PCR 0,477 1

Values in bold are different from 0 with a significance level
alpha=0,05

p-values (Spearman):

Variables FCM (%) VAF AS-PCR
FCM (%) 0 0,013
VAF AS-PCR 0,013 0
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Figure 2B
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Correlation matrix (Spearman):
Variables IHC CD20 (%) VAF AS-PCR
IHC CD20 (%) 1 0,457
VAF AS-PCR 0,457 1

Values in bold are different from 0 with a significance level
alpha=0,05

p-values (Spearman):

Variables IHCCD20 (%)  VAF AS-PCR
IHC CD20 (%) 0 0,017
VAF AS-PCR 0,017 0
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Figure 3
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A. Lymphoplasmacytic lymphoma composed by small lymphoid cells, plasmacytoid cells and
plasma cells. Cells with Dutcher bodies are characteristic as well as scattered histiocytes with
some hemosiderin and mast cell infiltration. B. Mast cell infiltration can be highlighted with
tryptase IHC. Expression of CD20 (C), CD138 (D), IgM (E), and light chain restriction (F, Kappa,
G, Lambda) are shown.
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Figure 4
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HE for the different histopathological patterns here described: A. Paratrabecular, B. Interstitial
(nodular), C. Interstitial (diffuse), D. Intestitial (diffuse-solid), E Interstitial (patchy).

CD20 IHC for the different histopathological patterns here described: A. Paratrabecular, B. Interstitial
(nodular), C. Interstitial (diffuse), D. Intestitial (diffuse-solid), E Interstitial (patchy).
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Figure 6

Case nl6 Case nl5
CD20 IHC estimation 20% CD20 IHC estimation 30%
Clonal B cells FCM 2.2% Clonal B cells FCM 3.5%

Representative examples of discordant cases according to IHC and FCM results. In both
samples the estimation of CD20 positive B cells was >10%, while the FCB quantification of
clonal B cells was considered below this threshold. Both cases were classified as LPL.
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Figure 7

1 r MUT ¢.1025 C>G (p.S342%*),
nonsense mutation (COSM5981986)

i M bl

Direct Sanger sequencing was performed for the detection of CXCR4 mutations following
previously described methods (Ballester et al. Clinical Lymphoma, Myeloma & Leukemia 2016). CXCR4
¢.1025 C>G (p.S342*) was found in case né. This finding was confirmed in duplicate.
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Mast cell density was in the range of 5-10% in most cases analyzed (13 out of 18 samples,
72%). Two representative examples are shown.

Table 1
24 MZL (19 SMZL, 3 NMZL, 1
MALT Lymphoma) 23 CLL
Interstitial only 8 samples (33%) 22 samples (96%)
Interstitial (patchy) 0 samples 2 samples
Interstitial (diffuse) 3 samples 15 samples
Interstitial (nodular) 4 samples 4 samples
Interstitial (diffuse-solid) 0 samples 1 samples
Paratrabecular and interstitial 2 samples (8%) 1 sample (4%)
Paratrabecular and interstitial (patchy) 1 samples 0 samples
Paratrabecular and interstitial (diffuse) 0 samples 0 samples
Paratrabecular and interstitial (diffuse, nodular) 0 samples 0 samples
Paratrabecular and interstitial (nodular) 1 samples 1 samples
Paratrabecular, interstitial and intrasinusoidal 4 samples (17%) 0 samples
Interstitial and intrasinusoidal 10 samples (42%) 0 samples

https://mc.manuscriptcentral.com/jclinpathol
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Table 2

Case n

© W ® KNV A WN

10
10
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
24
24
25
26
27
28

Diagnosis
18M-MGUS
18M-MGUS
1gM-MGUS
1gM-MGUS
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM
LPL/WM

clinical diagnosis
1gM-MGUS
18M-MGUS
1gM-MGUS
1gM-MGUS
symptomatic
smouldering LPL
smouldering LPL
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
smouldering LPL
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
smouldering LPL
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
symptomatic
smouldering LPL

Age
72
79
88
84

79
49

77
58
58
65
65
65
65
70
81
71
77

82
85
77
80
56
72
64

64
64
64
64
72
89
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Bone marrow Infiltration pattern
Interstitial (patchy)

Interstitial (patchy)

Interstitial (patchy)

Interstitial (patchy)

Interstitial (diffuse-solid)

Interstitial (patchy) and paratrabecular
Interstitial (patchy) and paratrabecular
Interstitial (patchy) and paratrabecular
Interstitial (patchy) and paratrabecular
Interstitial (diffuse) and paratrabecular
Interstitial (diffuse) and paratrabecular
Interstitial (diffuse)

Interstitial (nodular)

Interstitial (patchy) and paratrabecular
Interstitial (patchy)

Interstitial (diffuse-solid)

Interstitial (diffuse) and paratrabecular
Interstitial (nodular) and paratrabecular
Interstitial (nodular) and paratrabecular
Interstitial (nodular) and paratrabecular
Interstitial (nodular) and paratrabecular
Interstitial (nodular) and paratrabecular
Interstitial (nodular) and paratrabecular

interstitial (diffuse, nodular) and paratrabect

Interstitial (patchy) and paratrabecular
Interstitial (nodular)

Interstitial (diffuse) and paratrabecular
Interstitial (patchy) and paratrabecular
Interstitial (patchy) and paratrabecular
Interstitial (patchy)

Interstitial (patchy)

Interstitial (patchy) and paratrabecular
Interstitial (diffuse-solid)

Interstitial (diffuse-solid)

Interstitial (nodular) and paratrabecular

M component component

light chain
kappa
lambda
lambda
kappa
kappa
kappa
kappa
kappa
kappa
kappa
kappa
kappa
kappa
kappa
kappa
kappa
kappa
lambda
lambda
lambda
kappa
lambda
kappa
kappa
kappa
kappa
kappa
kappa
kappa
kappa
kappa
lambda
lambda
kappa
lambda

M

(mg)
570
1120
1970
1200
2890
2500
1960
3210
4000
4170
1560
3700
2560
4050
983
385
962
4220
2670
6470
1610
3120
1090
3000
2620
2160
3120
3010
3490
3000
482
350
2680
1009
3200

IHC CD20
positive cells FCM (% of

(%)

MYD88L265P

clonal B cells) mutation

0,7
1
6,7
2,4
62,1
1,6
6,4
5,6

36,1
0,02
45
6,5
20,2

433
26
25

18,5
3,5
2,2

7,05
6,6
9,4

10,3
76
30

2,9
46
40
6,6

positive
negative
negative
negative
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
negative
negative
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
positive
negative
negative
positive
positive
positive
positive
positive
positive

MYD88
L265P VAF
(AS-PCR, %)

0,45
0
0
0

44,6

561
2,2

11,2
23,4
20,3
24,5

1,47
12,3
9,85
20,4
20,6
11,2

3,25
9,5
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ABSTRACT

Plasmablastic lymphoma mutational profile is undescribed. Here we performed a targeted exonic
NGS analysis of 30 plasmablastic lymphoma cases with a B cell ymphoma dedicated panel and FISH
for the detection of MYC rearrangements. A complete phenotyping of the neoplastic and
microenvironment cell populations was also performed. We have identified an enrichment in
recurrent genetic events in MYC (69% with MYC translocation or amplification and 3 cases with
missense point mutations), PRDM1/Blimpl and STAT3 mutations. These gene mutations were more
frequent in EBV positive disease. Other genetic events included mutations in BRAF, EP300, BCR
(CD79A and (CD79B), NOTCH pathway (NOTCH2, NOTCH1 and SGK1) and MYD88plL265P.
Immunohistochemical analysis showed consistent MYC expression, higher in cases with MYC
rearrangements together with phospho-STAT3 (Tyr705) overexpression in cases with STAT3 SH2
domain mutations. Microenvironment populations were heterogeneous and unrelated with EBV,
with an enrichment of Tumor Associated Macrophages (TAM) and PD1 positive T cells. PD-L1 was
expressed in all cases in the TAM population but only in 5 cases in the neoplastic cells (4 out of 14
EBV positive cases). HLA expression was absent in the majority of PBL cases. In summary,
Plasmablastic lymphoma mutational profile is heterogeneous and related with EBV infection.
Genetic events in MYC, STAT3 and PRDM1/Blimpl are more frequent in EBV positive disease. An
enrichment in TAM and PD1 reactive T lymphocytes is found in the microenvironment of PBL cases,

that express PD-L1 in the neoplastic cells in a fraction of cases.

Key points:

Plasmablastic Lymphomas cases show activating mutations in MYC, STAT3 and BRAF, providing a

rationale for targeted therapy.

An enrichment in TAM and PD1 reactive T lymphocytes is found in the microenvironment of PBL
cases that together with PD-L1 expression by the tumor cells may suggest an option for immune-

checkpoint interference.



INTRODUCTION

Plasmablastic lymphoma is an aggressive non-Hodgkin B cell ymphoma type defined as a high grade
large B-cell neoplasm with plasma cell phenotype (i.e. loss of B-cell antigens with downregulation of

CD20 and PAX5 expression and overexpression of PRDM1/Blimp1 and XBP1s) **.

Epstein-Barr virus (EBV) infection is found in the majority of the cases but is not required for the
development of a plasmablastic phenotype since clear-cut plasmablastic lymphoma can be negative
for EBV *°. In addition, recent evidence suggests that EBV or human immunodeficiency virus (HIV)
status does not influence the gene expression profile patterns of plasmablastic lymphoma®. However
EBV positivity in plasmablastic lymphoma has been found to be associated with increased PD-L1

7% and decreased expression of

protein expression as well as other immune scape markers
MHCII/HLA-DR by the neoplastic cells’. This has been recently found to be associated with an

increased antiviral cytotoxic immunity involving different immune cell populations’.

The genetic landscape of plasmablastic lymphoma with regards to somatic mutations is poorly
understood. So far, MYC-IGH translocations are the most commonly detected alteration, involving

10,11

60% of the cases . Concurrent mutations in PRDM1/Blimpl have been found in half of these
cases™. Very recently, exome sequencing of a series of HIV- positive plasmablastic lymphoma cases
showed somatic mutations involving components of the non-canonical NFkB pathway as well as

genes involved in immune response (meeting abstract™) but such data remain limited.

Our aim was to characterize the genetic profile of a series of plasmablastic lymphoma cases using
targeted exonic NGS and correlate the findings with EBV infection and the expression status of
immune checkpoint proteins in both the neoplastic population and the microenvironment. In
addition, we quantified the components of the microenvironment and searched for skewed T cell
populations in this tumor. We have found that the mutational profile of PBL is related with EBV
infection in the tumor cells and we identified recurrent genetic events in MYC, STAT3 and
PRDM1/Blimpl that are more frequent in EBV positive disease. In addition, we identified PD-L1
expression on tumor cells in a subset of cases as well as an enrichment in Tumor associated

macrophages (TAM) and PD1 reactive T cells in the microenvironment of PBL cases.
METHODS
Case Selection

Twenty-eight new cases were retrieved from the files of the Pathology Department of the Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla, 10 samples from the files of the University of Texas MD

Anderson Cancer Center (Houston) Hematopathology Department files and 4 cases from the



department of Pathology of San Bortolo Hospital, Vicenza, Italy. Material Transfer Agreements were
signed by IDIVAL and the corresponding institutions to share the material in the project. The study
and sample collection were approved by the local ethics committee (CEIC Cantabria, IRB code
2016.168) and complies with the Declaration of Helsinki. All cases were diagnosed according to the
WHO classification of Hematolymphoid Neoplasms**. Negativity for pan B cell markers (CD20), HHV-
8 and ALK was required in every case to be included. The phenotype of the cases was consistent with

4,15

a plasma cell differentiation program™™. The clinical features of the cases were recorded and a

summary is available in Supplementary Table 1.
Immunohistochemistry and in situ hybridization.

Immunohistochemical reactions were performed following conventional automated procedures.
Chromogenic in situ hybridization for EBV-EBERs and Fluorescent in situ hybridization for the

detection of MYC rearrangement were also done.
Quantification of the cellular composition of the tumor and transcription factor abundance.

Quantification of different lymphoid and histiocytic/dendritic subpopulations, identified with CD3,
CD8, PD1, CD163, PD-L1 and MHCII/HLA DP/DR and absolute quantification of the number of nuclei

showing expression of MYC and Phospho-STAT3 (Tyr705) were done.
Next Generation Sequencing using amplicon-based library generation.

DNA was extracted from formalin fixed paraffin embedded samples using the PicoPure™ DNA
Isolation Kit (ThermoFisher Scientific) and was quantified by Qbit fluorometer (ThermoFisher
Scientific). All samples subjected to NGS analysis were required to have >50% of neoplastic cells as

identified by morphology (H&E).

A TruSeq® Custom Amplicon Low Input Library containing exonic regions of 35 selected genes of
interest was used to isolate the DNA for sequencing (lllumina). The list of genes was CARD11,
ARID1A, NOTCH1, TCF3, SMARCA4, STAT6, EP300, CREBBP, MLL2, BTK, NOTCH2, TNFRSF14, ATM,
FOXO01, B2M,

PLCG2, CD79B, TP53, STAT3, BCL2, MEF2B, CD79A, CXCR4, PTPN1, MYD88, FAT2, PRDM1, TNFAIP3,
SGK1, CCND3, PIM1, EZH2, BRAF, MYC, NOTHC2. Of note, variants occurring in regions outside the
coverage of our targeted design, were not explored using this approach. Details about library

preparation can be found in supplementary material.

Sequencing on a HiSeq instrument (lllumina, paired end, 2x150) at the National Genomic Analysis

Center (CNAG, Barcelona, Spain) was performed.



Sequencing data interpretation and reporting.

In brief only variants in which both libraries had a coverage greater or equal to 300 reads and had
the same genotype were selected for downstream analysis. Subsequently only missense, frameshift,
and nonsense somatic mutations with variant frequency>10% were considered (supplementary
Table 2). SNPs were filtered out using VAF criteria, comparison with dbSNP and with a in house
germline variants database. Finally, 34 somatic mutations (31 missense, 3 nonsense) in 14 genes

were considered (Table 1).
For further details on the methods here used please see supplementary material.
RESULTS

1. The mutational profile of plasmablastic lymphoma is heterogeneous and correlates with

EBV infection in the neoplastic cells.

After targeted NGS with a lymphoma dedicated panel, somatic missense and nonsense mutations
were identified in 18 out of 30 plasmablastic lymphoma cases (60%). EBV negative cases tended to
show a higher rate of mutations, as compared to EBV positive cases (87.5% vs 54%, respectively, Chi

square, p > 0.05) (Figure 1).

Interestingly the pattern of mutations was also different between EBV positive and EBV negative
cases. Recurrent somatic mutations restricted to EBV positive cases were found in PRDM1/Blimp1 in
6 cases and STAT3, in 5 cases. Notably, a recurrent PRDM1/Blimp1 variant, D203E, was identified in

4 out of 6 cases, involving the PR domain of the protein.

STAT3 mutations were found in 5 out of 30 cases (16%), all EBV positive. Interestingly all but one
(STAT3pD566Y) of the mutations involved the SH2 domain of STAT3 protein (STAT3pY640F,
STAT3pM648L, STAT3pG618R, STAT3pN647I1) (Figure 2) and lead to phosphoSTAT3 (Tyr705) protein

overexpression (see below).

The majority (16 out of 23 cases tested, 69%) of plasmablastic lymphoma cases harbored structural
abnormalities at the MYC locus. 14 cases showed MYC translocation (60%) using break apart probes.
MYC-IGH was confirmed in 7 of 9 cases tested (77%). MYC was found to be amplified by FISH in 2
additional cases (Figure 1). Thus, in cases with MYC rearrangements, MYC-IGH is the most frequent
alteration. Although there was a clear trend for the association between EBV positivity and MYC

rearrangement the difference was not statistically significant (Chi square 0.06).

Furthermore, MYC was found to be mutated in 3 cases with all but one of the mutations involving

exon 2 and consisting of transversions and transitions at C: G pairs (4 out of 7 mutations, see Table



1). Furthermore, MYCp79S mutation involves the WRCY consensus motif. All these features are

consistent with a mechanism related with aSHM as described in early reports*®.

Common mutations in DLBCL NOS, involving BCR activation, TLR/NFkB, histone modifying genes and
NOTCH pathway were found in 8 cases (Table 1 and Figure 1). Those mutations involved
CD79pAW76*, CD79BpD34N, MYD88pL265P, NOTCH1pP401L, NOTCH2pR2400*, SGKI1Kpl36*and
EP300pM20101/EP300pR1731H. NOTCH pathway was affected by somatic mutations in NOTCH2 (1
case), NOTCH1 (1 case) and SGK1 (2 cases). Other mutations found were SMARCA4pR1005Q and
TP53pR273H. Of note two cases, both EBV negative, had mutations in BRAF gene, one case with the
canonical activating BRAFpV600E mutation and the other with the mutation BRAFpG469A in the ATP

binding site.

2. STAT3 mutations are associated with constitutive phospho-STAT3 (Tyr705) activation. MYC

protein overexpression is related to MYC rearrangement status.

Phospho-STAT3 (Tyr705) protein immunohistochemical expression was quantified in 20 cases with
available mutational data. Mean phospho-STAT3 expression was 48 nuclei per HPF (40x) in these 20
cases. Mean expression for 2 out of 4 SH2 domain mutated cases with available IHC data was 249
nuclei per HPF (40x). Mean phosho-STAT3 expression for STAT3 wild type cases was 28 nuclei per
HPF (40X). Mean phospho-STAT3 expression for the single nonSH2 STAT3 mutated sample was 40
nuclei per HPF (40X). Thus, STAT3 SH2 domain mutations (STAT3pY640F, STAT3pM6438L,
STAT3pG618R, STAT3pN6471) were associated with overexpression of phospho-STAT3 by IHC in the

tissue samples (Figure 2B).

MYC protein was consistently expressed in all the cases (range 59-236 nuclei per HPF, mean 236),

irrespective of the presence of MYC translocation, as previously reported™>"’

. However, significant
differences in the level of MYC expression were quantified, according to MYC gene status. MYC
translocated (14 cases) and amplified cases (2 cases) had, as expected, higher MYC protein
expression than cases without MYC rearrangements (7 cases). Mean number of positive nuclei was
109 per HPF in non-rearranged cases vs mean 282 positive nuclei per HPF in MYC rearranged cases,

Mann-Whitney test p value <0.0001 (Figure 3).

Mean MYC protein expression in 22 cases with available data was 236 nuclei per HPF, significantly
higher than the mean 48 nuclei per HPF in the cases of phospho-STAT3 protein expression (Wilcoxon
test p 0.001). There was no correlation between the expression levels of both proteins (Pearson non-
significant). Due to the high prevalence of MYC translocations and amplification in PBL and the

relatively low levels of phospho-STAT3 expression and absence of correlation between both



proteins, it is unlikely that STAT3 activation contributes to MYC overexpression in most PBL cases.
However, one of our cases with STAT3 SH2 domain mutations and absence of MYC translocation by
FISH showed high levels of both phospho-STAT3 and MYC proteins, without detectable
PRDM1/Blimpl mutations, suggesting that MYC overexpression might be related with STAT3

activation by mutations in rare PBL cases.

In sum MYC protein overexpression is due to rearrangements involving MYC in a significant
proportion of plasmablastic lymphoma cases (69% in these series). Most translocations fuse MYC to
IGH and few cases may show amplifications of the MYC gene. Both alterations lead to MYC protein
overexpression. Genetic alterations in the MYC regulatory domains of PRDM1/Blimpl may also
contribute to its overexpression'?. In addition here we show that a fraction of plasmablastic
lymphoma cases has STAT3 activation, due to somatic mutations in the STAT3-SH2 domain that may

increase MYC expression, as previously described in DLBCL*® (Figure 4).

3. The Immune microenvironment in PBL is characterized by enrichment in TAM and PD1
positive T cells. PD-L1 in neoplastic cells in PBL is expressed in a fraction of cases,

independently of EBV infection.

We quantified the expression of CD163 and PD-L1 in histiocytic/dendritic cells within plasmablastic
lymphoma cases. The mean expression of PDL1 was 33 nuclei per HPF (range 1.67-61) and the mean
expression of CD163 was 38 nuclei per HPF (range 2-84, Figure 5). The correlation between CD163
and PD-L1 expression was significant (Pearson 0.6, p value <0.05), suggesting that PD-L1 positive
cells are histiocytes in plasmablastic lymphoma cases. There was not a significant difference in the
content and distribution of CD163 and PD-L1 positive histiocytes between EBV positive and EBV

negative cases (Mann-Whitney test p>0.05).

CD8 positive and PD1 positive T cell subpopulations were quantified. The mean number of CD8
positive lymphocytes was 52 nuclei per HPF (range 1-117) and the mean number of PD1 positive
lymphocytes was 32 nuclei per HFP (range 0-76). There was a significant difference in the
distribution of CD8 and PD1 positive cell subset (Wilcoxon test, significant p<0.001) consistent with
different cell populations. Pearson correlation value was however significant (Pearson 0.59, p value
<0.05). There was no significant difference in the content and distribution of CD8 and PD1 positive

lymphocytes between EBV positive and EBV negative cases (Mann-Whitney test p>0.05) (Figure 5).

PDL1 was expressed by tumor cells in 5 out of 24 (20%) cases evaluated (mean 59 nuclei per HPF,
range 25-98). Four out of 5 PD-L1 positive cases (in the neoplastic cells) were EBV positive. 14 EBV

positive PBL cases were PD-L1 negative in the tumor cells. Thus 4 out of 18 (22%) EBV positive PBL



cases were PD-L1 positive, while one out of 6 (16%) EBV negative cases were PD-L1 positive. Thus,
there was no association between EBV infection by tumor cells and PDL1 expression, since most of
the EBV positive cases were PD-L1 negative (p value, non-significant, Figure 5). Interestingly one case
with STAT3 SH2 mutations showed concurrent PD-L1 and Phospho-STAT3 (Tyr705) expression. For

the other STAT3 SH2 mutated cases PD-L1 expression data was not available to test this association.

Consistent with previously published data’ major histocompatibility class I (MHCII) protein/ HLA
(DP,DR) was virtually absent in PBL. Only 3 cases out of 25 tested were positive (12%, mean 349
nuclei per HPF, range 284-440). Two cases showed a membranous and cytoplasmic granular pattern
and the other a membranous pattern. All 3 cases were EBV positive. The other 22 cases were

completely negative for HLA expression in tumor cells (Figure 5).
DISCUSSION

In this study we characterized the genetic profile of a series of plasmablastic lymphoma cases using
targeted exonic NGS and correlate with EBV infection and the expression of immune checkpoint
proteins in both the neoplastic population and tumor microenvironment. Our results show that
genetic abnormalities (including translocations, amplifications and point mutations) in the MYC gene
are the most common genetic event in plasmablastic lymphoma. In addition to previously described
translocations, involving /GH and MYC®™ here we demonstrate that few cases may have MYC
amplification, confirming our previous observations™. Both MYC translocation and amplification lead
to a significantly increased MYC protein overexpression. Interestingly we have also identified MYC
point mutations, mainly consisting of transversions and transitions at C: G pairs and involving exon 2
and, in the case of MYCp79S mutation the WRCY consensus motif. All these features are consistent
with a mechanism related with aSHM *°. The oncogenic effect of these point mutations remains

however unclear.

In addition, we have found, that 16% of our cases (5 cases) carry recurrent somatic mutations in the
oncogene STAT3, preferentially involving the SH2 domain of the protein. Interestingly these
mutations were restricted to EBV positive PBL. Here we demonstrate that these mutations lead to an

increased expression of phospho-STAT3 (Tyr705).

STAT3 mutations and phospho-STAT3 overexpression have been found very rarely in DLBCL NOS (6%
according to *°). In cases of ALK positive large B cell lymphoma that show commonly a plasmablastic
phenotype, phospho-STAT3 expression has been found to be associated with the presence of ALK
rearrangements and overexpressionzo. Importantly, STAT3 activation, due to somatic mutations in

the STAT3-SH2 domain may contribute to MYC overexpression, as previously described in DLBCL™. In



addition, one case in our series showed concurrent STAT3 SH2 mutations and Phospho-STAT3
(Tyr705) expression and PD-L1 overexpression, confirming previous results in other lymphoma types

suggesting that STAT3 activation triggers PD-L1 overexpression®’,

STAT3 somatic mutations in plasmablastic lymphoma have not been previously described so far and

may have therapeutic implications for the clinical testing of STAT3 inhibitors in these patients.

Interestingly the pattern of somatic mutations in EBV negative disease was more heterogeneous.
Mutations involving BCR activation, TLR/NFkB, histone modifying genes and NOTCH pathway were
found in 8 cases (Table 1 and Figure 1). MYD88plL265P mutation, involving the TIR domain of the
MYD88 gene has been previously described in ABC-type DLBCL, Primary Central Nervous System
Lymphoma and other immune privileged site DLBCL**** and LPL/WM?** and leads to downstream
activation of IRAK4/IRAK1/TRAF6 complex and NFkB activation. The pattern of mutations in CD79A/B
in PBL cases was distinct than that found in DLBCL NOS. Mutations in CD79A/B were found located
outside the ITAM domains related with constitutive BCR activation in ABC-type DLBCL*>. NOTCH
pathway was mutated in NOTCH2, NOTCH1 and SGK1. NOTCH2pR2400* is a nonsense mutation that
truncates the PEST domain of the NOTCH2 protein and has been already described in B-NHL,
including DLBCL NOS?. PEST domain truncating mutations have been found present in multiple
tumor types and functional studies suggest that this class of mutations can be targeted with Notch
inhibitors including gamma secretase inhibitors?’. NOTCH1pP401L has been already reported in CLL
in a previous study®® and lies within the Ca binding EGF-like domains repeat. Mutations in SGK1,
involved SGK1pS451F, SGK1pA38QV point mutations and SGKIpK136* truncating mutations. These
mutations have not been previously described in DLBCL NOS cases®. SGK1 has been suggested to be
a negative regulator of NOTCH signaling enhancing NOTCH protein degradation and reducing its
activation by the gamma-secretase”. Other mutations found were SMARCA4pR1005Q and
TP53pR273H.

Of note MAPK/ERK pathway activating mutations, involving BRAF (BRAFpV600E, BRAFpG469A) were
found in two cases, both EBV negative. BRAF mutations have been observed, rarely, in related
neoplasms such as multiple myeloma. Previous studies have found BRAF mutations in 4% of multiple
myeloma cases® and associated with aggressive clinical features, plasmablastic phenotype and

31,32

clonal evolution™*, with obvious clinical implications for targeted therapy.

In addition to the genetic profile of the cases we explored further the composition of the tumor
microenvironment and the expression of immune-checkpoint markers in both the neoplastic and
other lymphoid and histiocytic/dendritic populations. Our results confirm previous studies showing

an enrichment in Tumor Associated Macrophages that express CD163 and PD-L1. In addition PBL



cases show a significant population of CD8 positive T cells, irrespective of the almost absent
expression of MHCII/HLA by the neoplastic cells®. Importantly, together with CD8 positive T cells, PBL
shows a distinct population of PD1 positive T cells. In our cases EBV does not influence the immune
populations, with regards to the content of TAM, CD8 positive and PD1 positive T cells quantified in
the tissue. Furthermore, in our series, PD-L1 expression by the neoplastic cells was found in 20% of
the cases analyzed, similar to previously published series® and there was no association between
EBV infection by tumor cells and PD-L1 expression, since PD-L1 was found in both EBV positive and
negative variants and most of the EBV positive cases were PD-L1 negative. These findings are in
agreement with previously published data in plasmablastic lymphoma, with variable expression of
PD-L1 by the neoplastic population, ranging 20-44%%>. In our series, however, we do not confirm
an association between EBV infection and PD-L1 expression as suggested by others®’. These
differences might be due to a combination of factors, including different clones used for the
detection of PD-L1 expression (22C3 clone in this study, SP142 in others®) and different
quantification and statistical methods used. In addition another biological factor related to the
uncommon PD-L1 expression in PBL cases could be related to the usual latency pattern found in
these cases, since PD-L1 expression in EBV positive PTLD has been highly associated with EBV latency
patterns 2 and 3> while PBL cases use to disclose EBV latency pattern 1’. Notably one of our cases
points to STAT3 activation as a potential cause for PD-L1 overexpression in PBL cases. Collectively
our results on the microenvironment and immune-checkpoint expression in PBL may indicate a

potential for immune checkpoint interference in patients with plasmablastic lymphoma.

In summary, here we have found that the mutational profile of PBL is related with EBV infection in
the tumor cells and identified recurrent genetic events in MYC, STAT3 and PRDM1/Blimp1 that are
associated with EBV positive disease. Both MYC genetic alterations (including translocations and
amplification) and SH2 domain STAT3 mutations lead to MYC and Phospho-STAT3 (Tyr705) protein
overexpression, respectively. Other somatic mutations including BRAFpV600E, MYD88pL265P,
NOTCH2pR2400* and TP53pR273H, appear in EBV negative disease, suggesting an overlapping
mutational profile with both multiple myeloma and DLBCL NOS. Furthermore, the tumor
microenvironment in PBL is characterized by an enrichment in PD-L1 positive TAM and PD1 reactive
T lymphocytes with expression of PD-L1 by the neoplastic tumor cells in a fraction of cases. Novel
molecular targets derived from the present study include MYC and STAT3 activation, MAPK/ERK and

NOTCH2 pathway mutations and immune-checkpoint interference.
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TABLE 1

1D Gene Locatio Domain | Allele | ¢cDNA_ Codons AA Change Consequence* Existing_variation
n positio
chrom n
4 STAT3 17 - A 2009 Gac/Tac 566 D/Y | deleterious COSM220689
4 EP300 22 - A 7249 atG/atA 201 M/ | tolerated -
0
11 | MYC 8 - G 578 aCc/aGce 23 T/S tolerated -
11 | MYC 8 - A 775 Tac/Aac 89 Y/N | tolerated -—-
11 MYC 8 --- C 899 tTc/tCc 130 F/S deleterious COSM4171775
11 | MYC 8 - G 945 atC/atG 145 I/M | deleterious -—-
14 | STAT3 17 SH2 A 2255 Atg/Ttg 648 M/ tolerated -
L
14 | STAT3 17 SH2 A 2232 tAc/tTc | 640 | Y/F | probably_damagi | COSM1155743
ng
17 | STAT3 17 SH2 G 2165 Gge/Cgc 618 G/R | deleterious COSM1166777
17 PRDM1 6 PR G 843 gaC/gaG 203 D/E neutral rs811925*, COSM4160094
28 PRDM1 6 PR G 843 gaC/gaG 203 D/E neutral rs811925%, COSM4160094
7 MYC 8 -—- T 1085 tAc/tTc 192 | Y/F | probably_damagi -
ng
7 CD79B 17 - T 175 Gac/Aac 34 D/ tolerated -—-
N
8 SMARCA 19 - A 3295 cGa/cAa 100 R/Q | deleterious -—-
a4 5
8 PRDM1 6 Ac A 2546 gGe/gAc 771 G/D | tolerated -
2 STAT3 17 SH2 A 2253 aAc/aTc 647 N/I deleterious COSM1155744
2 NOTCH1 9 EGF-like | A 1278 cCc/cTc 401 P/L deleterious COSM4745915
5 | STAT3 17 SH2 A 2232 tAc/tTc | 640 | Y/F | probably_damagi | COSM1155743
ng
10 | PRDM1 6 Pro-rich A 1295 aGc/aAc 354 S/N | tolerated rs143040512,COSM44068
70
10 | CD79A 19 - A 413 tgG/tgA 76 w/ - COSM5493940
*
26 PRDM1 6 PR G 843 gaC/gaG 203 D/E neutral rs811925*, COSM4160094
27 PRDM1 6 PR G 843 gaC/gaG 203 D/E neutral rs811925*, COSM4160094
3 ARID1A 1 - A 762 Ggg/Agg | 131 G/R | deleterious -—-
3 ARID1A 1 - C 6526 tGe/tCc 205 C/sS deleterious -
2
3 MYD88 3 TIR C 794 cTg/cCg 265 L/P deleterious COSM85940
15 BRAF 7 ATP G 1467 gGa/gCa 469 G/A | deleterious COSM460
binding
site
18 | SGK1 6 - A 1950 tCc/tTc 451 S/F deleterious -—-
18 SGK1 6 --- A 1737 gCt/gTt 380 A/V | tolerated -
9 NOTCH2 1 PEST A 7418 Cga/Tga 240 R/* deleterious COSM36210
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1 MYC 8 - 747 agC/agT 79 S/ --- -
1 EP300 22 - 6411 cGc/cAc 173 R/H | deleterious -—-
1
1 BRAF 7 STKc_Ra 1860 gTg/gAg 600 V/E deleterious COSM476
f
1 SGK1 6 - 1004 Aag/Tag 136 K/* | deleterious -—-
13 | TP53 17 - 1008 cGt/cAt 273 R/H | possibly damaging | COSM10660

Summary of the mutations found in 18 out of 30 cases (60%) analyzed by targeted exonic next

generation sequencing. Gene name, exonic location, ¢cDNA position, single nucleotide change

observed, and amino acid change predicted, together with predicted consequence using 3 different

algorithms is shown. In addition, the dbSNP and the COSMIC id is provided when available.
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Figure Legends
FIGURE 1

Summary of the mutations found in 18 out of 30 cases (60%) analyzed by targeted exonic next
generation sequencing. EBV positivity by the tumor cells (EBV) and HIV infection by the patient are
shown, together with the status of MYC gene as determined by interphase FISH. The pattern of
somatic mutations is heterogeneous with a trend to a higher rate of mutations in EBV positive
disease. Mutations (including translocations, amplifications and point mutations) in MYC gene are
the most common genetic event in plasmablastic lymphoma. Previously undescribed mutations in
plasmablastic ymphoma such as STAT3 (16% of cases), BRAF, MYD88, NOTCH2 and TP53 were also

identified (see detail in Table 1).
FIGURE 2

STAT3 mutations were found in 5 cases (16%), all EBV positive. Interestingly all but one
(STAT3pD566Y) of the mutations involved the SH2 domain of STAT3 protein (A. Mean expression for
SH2 domain mutated cases (2 cases with available mutational and IHC data) was 249 nuclei per HPF
(40x). Mean Phosho-STAT3 expression for STAT3 wild type cases was 28 nuclei per HPF (40X) (B).
Thus, STAT3 SH2 domain mutations lead to PhosphoSTAT3 (Tyr705) protein overexpression.

Representative microphotographs are shown in C.
FIGURE 3

MYC protein was consistently expressed in the cases. Mean MYC protein expression in 22 cases with
available data was 236 nuclei per HPF, significantly higher than the mean 48 nuclei per HPF in the
cases of Phospho-STAT3 protein expression (Wilcoxon test p 0.001) (A). MYC translocated (14 cases)
and amplified cases (2 cases) had higher MYC protein expression than cases without MYC
rearrangements (7 cases) (Mann-Whitney test p value <0.0001) (B). Representative

microphotographs are shown in C.
FIGURE 4

MYC protein overexpression is due to rearrangements involving MYC in a significant proportion of
plasmablastic lymphoma cases (69% in these series). Most translocations fuse MYC to IGH and few
cases may show amplifications of the MYC gene. In addition, here we show that a fraction of
plasmablastic lymphoma cases has STAT3 activation, due to somatic mutations in the STAT3-SH2

domain that may increase MYC expression.
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FIGURE 5

A. Scatter gram illustrating the mean and range of expression values after quantification of the IHC
expression of CD8, PD1 in lymphocytes and PD-L1 and CD163 in histocyte/dendritic cell populations.
B. Representative image of a case with a mean of 36 PD-L1 positive non neoplastic cells. C The same
case showed a mean of 37 CD163 positive histiocytes. D. Mean expression of CD8 positive cells in
this representative case was 53. E. PD1 identified a different T cell subpopulation (mean of 36 PD1
positive cells in this representative example, case n25). F. PD-L1 expression by neoplastic cells was
identified in 5 out of 24 cases evaluated (20%). G. MHCII protein/ HLA (DP, DR) was, in most cases,
restricted to histiocyte and endothelial cell populations. H. MHCII protein/ HLA (DP, DR) expression
was identified in the neoplastic cells in 3 out of 25 cases tested (12%). 2 out of 3 cases showed a
cytoplasmic granular and membranous staining (as shown in the figure) and 1 case had a

membranous pattern.
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Supplementary Data
Supplementary Methods.
Case selection and sample collection

Twenty-eight new cases diagnosed as plasmablastic lymphoma were retrieved from the files of
the Pathology Department of the Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. Available Clinical
data were retrieved. 10 samples were retrieved from the files of the University of Texas MD
Anderson Cancer Center (Houston) Hematopathology Department files and 4 cases were
received from the department of Pathology of San Bortolo Hospital, Vicenza, Italy. Material
Transfer Agreements were signed by IDIVAL and the corresponding institutions to share the
material in the project. The study and sample collection were approved by the local ethics
committee (CEIC Cantabria, IRB code 2016.168) and complies with the Declaration of Helsinki.
Formalin-fixed and paraffin-embedded tissue was available to construct two tissue microarrays,
following conventional protocols. Whole sections were used in the rest of the cases to perform
the immunohistochemical, chromogenic in situ hybridization and fluorescent in situ
hybridization analysis. All cases were diagnosed according to the WHO classification of

Hematolymphoid Neoplasms. Specifically, negativity for pan B cell markers (CD20), HHV-8 and
ALK was required in every case to be included. The phenotype of the cases was consistent with
a plasma cell differentiation program as described previously. The clinical features of the cases
including age, gender, anatomic site of the biopsy, HIV status, previous transplantation or other
source for immunesupression, CRAB features, M component and bone marrow biopsy

infiltration were recorded and a summary is available in Supplementary Table 1.
Immunohistochemistry and in situ hybridization.

Immunohistochemical reactions were performed following conventional automated procedures

(DAKO, Autostainer and Omnis automated platforms).

Primary antibodies against CD20 (DAKO, RTU), PAX-5 (DAKO, RTU), CD138 (DAKO, RTU), CD38
(Leica, 1:200), IRF4/MUM-1 (DAKO, RTU), Blimp-1 (CNIO, 1:5), Kappa (DAKO, RTU), Lambda
(DAKO, RTU), BCL-6 (DAKO, RTU), BCL-2 (DAKO, RTU), CD10 (DAKO, RTU), KI67 (DAKO, RTU),
CMYC (Abcam, 1:50), HHV-8 (Novus Biologicals, 1:10), EBV-LMP1 (DAKO, RTU), CD30 (DAKO,
RTU), ALK (DAKO, RTU), p53 (DAKO, RTU), Phospho-STAT3 (Tyr705) (Clone EP2147Y, Millipore
1:100), PD-L1 (clone 22C3, DAKO), PD1 (clone NAT105, CNIO 1:5), CD3 (DAKO, RTU), CD4 (DAKO,
RTU), CD8 (DAKO, RTU), CD163 (DAKO, RTU) and HLA-DP/DR (clone JS76 CNIO, 1:400) were used.



EBV-EBER was considered positive when >80% of the large atypical cells were positive.
Fluorescent in situ hybridization for the detection of MYC rearrangement was done using a dual
color break apart rearrangement probe set specific for the MYC gene locus on chromosome 8q24
(Abbot Molecular). At least 10% of cells with a break apart signal were required for a case to be
regarded as positive for MYC rearrangements. At least 15% of cells with extra-copies of the MYC

gene were required to identify a case as positive for copy number gains of the MYC gene.
Quantification of the cellular composition of the tumor and transcription factor abundance.

Quantification of different lymphoid and histiocytic/dendritic subpopulations, identified with
CD3, CD8, PD1, CD163, PD-L1 and MHCII/HLA DP/DR and absolute quantification of the number
of nuclei showing expression of MYC and Phospho-STAT3 (Tyr705) was done according to the

following method:

Microphotographs of 3 representative high-power fields (40x magnification) were acquired for
each case using a Leica photomicroscope (DM2000LED) with an attached camera (LEICA ICC50
W). Hotspots with higher positivity were chosen. All the above referenced
immunohistochemistry markers were quantified visually averaging the number of positive cells
qguantified in triplicate in tissue sections. For nuclear markers we counted the positive and
negative nuclei. For cytoplasmic and membrane bound markers we counted separately the
positive cells with circumferential staining and the negative nuclei. For specific markers such as

PD-L1, the expression was quantified in both neoplastic cells and microenvironment cells.

Nuclear atypia was used to differentiate the neoplastic cells from others (i.e macrophages).
MHCII/HLA DP/DR was quantified in neoplastic cells and the pattern of expression was recorded

(membrane or cytoplasmic staining).
Next Generation Sequencing using amplicon-based library generation.

A TruSeq® Custom Amplicon Low Input Library containing exonic regions of 35 selected genes
of interest was used to isolate the DNA for sequencing (Illumina). The list of genes was
CARD11, ARID1A, NOTCH1, TCF3, SMARCA4, STAT6, EP300, CREBBP, MLL2, BTK, NOTCH2,
TNFRSF14, ATM, FOXO1, B2M, PLCG2, CD79B, TP53, STAT3, BCL2, MEF2B, CD79A, CXCR4,
PTPN1, MYD88, FAT2, PRDM1, TNFAIP3, SGK1, CCND3, PIM1, EZH2, BRAF, MYC, NOTHC2.

Of note, variants occurring in regions outside the coverage of our targeted design, were not

explored using this approach.



Depending on the availability of DNA, between 6ng and 400ng of DNA were used for libraries
preparation. Two different libraries of FFPE samples (one for each DNA strand) were prepared
and required per protocol in order to eliminate false C-T mutations that commonly appear during
formalin fixation. After library preparation and quantification by Qubit (ThermoFisher Scientific)
libraries from 30 out of 42 samples met the quality control criteria and were pooled for
sequencing on a HiSeq instrument (lllumina, paired end, 2x150) at the National Genomic Analysis

Center (CNAG, Barcelona, Spain).
Sequencing data interpretation and reporting.

Reads were mapped to human genome build hgl9 with decoy sequences (hs37d5) using the
GEM toolkit (version 3). The Genome Analysis Tool Kit (GATK) was used for local realignment
and base quality score recalibration. Variant calling was done using HaplotypeCaller from GATK
following the recommended best practices. Functional annotations were added using SnpEff
with the GRCh37.75 database. Variants were annotated with SnpSift using population
frequencies, conservation scores and deleteriousness predictions from dbNSFP. Other sources

of annotations, such as gnomAD and Clinvar were also used.

Only variants with a coverage >300 reads were selected for downstream analysis. Both DNA
strands were available in all 30 cases. Only variants in which both libraries had a coverage greater

or equal to 300 reads and had the same genotype were selected for downstream analysis.

Subsequently only missense, frameshift, and nonsense somatic mutations with variant
frequency>10% were considered (supplementary Table 2). SNPs were filtered out based on the
comparison of the VAF of the variant with the estimation of the amount of neoplastic cells by

morphology and IHC, after search in dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) and after

comparison with a germline variants database collected from an in house analysis of 89 germline
DNA from patients with DLBCL. The COSMIC (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) database was
also checked in every case and the COSMIC Id was annotated. Three algorithms were used to
predict the functional consequences of the variants found, including SIFT
(http://sift.bii.astar.edu.sg/), Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) and Condel
(http://bg.upf.edu/fannsdb/). Selected variants were visualized using the Integrative Genomics
Viewer (IGV).

Finally, 34 somatic mutations (31 missense, 3 nonsense) in 14 genes were considered (Table 1 in
the main text).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/

Statistical analysis.

XLSTAT Biomed software (version 19.4) was used for statistical analysis. Descriptive statistics

were performed.



Supplementary Table 1.

The clinical features of the cases including age, gender, anatomic site of the biopsy, HIV status, previous transplantation or other source for

immunesupression, CRAB features, M component and bone marrow biopsy infiltration are shown.

EBV in tumor

Other immune

Bone Marrow

caselD Age  Sex Anatomic Site HIV cells Transplant deficiency CRAB M Component Biopsy
2 41 M Maxillary sinus pos pos no none no -—- negative
4 57 M Maxillary sinus pos pos no none no - -
5 50 M Oral cavity pos pos no none no -—- -
7 38 M Rectum pos pos no none no - negative
8 36 M Lymph node pos pos no none
11 33 F Perineal region pos pos no none no negative negative
14 56 M Oral cavity pos pos no none bone lesions negative negative
17 30 M Rectum pos pos no none no negative negative
20 29 M Lymph node pos pos no none
21 36 M Soft tissue pos pos no none no positive negative
23 44 M Perineal region pos pos no none no negative negative
28 53 M Nasopahringeal area pos pos no none no - negative
30 37 F Ovary pos pos no none no negative negative
31 50 M Lymph node pos pos no none no negative negative
33 37 M Oral cavity pos pos no none no negative negative
24 66 M Lymph node neg pos no none no - -
25 62 F Gl tract neg pos Renal Transplant none no --- ---
1 66 M Lymph node neg neg alloSCT (for relapsed CLL) none no negative negative
3 64 M Lymph node neg neg no none no - ---
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Lymph node

Gl tract

Nasal region
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Supplementary Table 2.

Complete list of variants identified after quality control and annotation. Only missense, frameshift, and nonsense somatic mutations with variant

frequency>10% are depicted. This list includes SNPs that were filtered out in a subsequent step.

POS: Genomic position, REF: reference base, ALT: altered base, QUAL: quality score, DP: number of reads for the allele, AF: Variant Allele Frequency.

Id Gene CHR POS REF ALT QUAL Annotation DP AF cDNA_pos CDS_pos Protein_pos AA Codons  Existing_variation
8 ARID1A 1 27100181 CGCA C 21814 disruptive_inframe_deletion 597 0,23 4349-4351  3978-3980 1326-1327 PQ/P  ccGCAg/ccg COSM298325
8 EP300 22 41546030 C G 10951 missense_variant 917 0,49 3864 2645 882 P/R cCa/cGa COSM4385247
8 PRDM1 6 1,07E+08 G A 9400,4 missense_variant 2090 0,30 2546 2312 771 G/D gGc/gAc rs80257572

8 SMARCA4 19 11135047 G A 436,44 missense_variant 543 0,16 3295 3014 1005 R/Q cGa/cAa -

3 ARID1A 1 27023285 G A 4731,4 missense_variant 380 0,57 762 391 131 G/R Ggg/Agg -

3 ARID1A 1 27106544 G C 4235,4 missense_variant 1915 0,21 6526 6155 2052 C/s tGe/tCc -

3 TNFRSF14 1 2488153 A G 4635,4 missense_variant 786 0,36 349 50 17 K/R aAa/aGa rs4870

3 MYD88 3 38182641 T C 100 missense_variant 250 0,24 794 265 L/P cTg/cCg COSM85940
9 EZH2 7 1,49E+08 C G 19555 missense_variant 4508 0,28 675 553 185 D/H Gac/Cac COSM3762469
9 NOTCH2 1 1,2E+08 G A 1776,4 stop_gained 1784 0,16 7418 7198 2400 R/* Cga/Tga COSM36210
9 TNFRSF14 1 2488153 A G 21798 missense_variant 2336 049 349 50 17 K/R aAa/aGa rs4870

9 TP53 17 7579472 G C 48088 missense_variant 1754 0,99 405 215 72 P/R cCc/cGce COSM250061
4 EP300 22 41573745 G A 22134 missense_variant 758 0,24 7249 6030 2010 M/I atG/atA -

4 STAT3 17 40475330 C A 2579,4 missense_variant 1239 0,21 2009 1696 566 D/Y Gac/Tac COSM220689
10 CD79A 19 42383208 G A 1076,4 stop_gained 778 0,17 413 228 76 W/* tgG/tgA COSM5493940
10 PRDM1 6 1,07E+08 G A 6990,4 missense_variant 2130 0,22 1295 1061 354 S/N aGc/aAc rs143040512
11 MYC 8 1,29E+08 C G 21143 missense_variant 1598 0,59 578 68 23 T/S aCc/aGc -

11 MYC 8 1,29E+08 T A 7615,4 missense_variant 796 0,48 775 265 89 Y/N Tac/Aac -

11 MYC 8 1,29E+08 T C 5362,4 missense_variant 890 0,37 899 389 130 F/S tTc/tCc COSM4171775
11 MYC 8 1,29E+08 C G 4032,4 missense_variant 1315 0,25 945 435 145 I/M atC/atG -
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COSM1685340
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COSM476

rs11810554
COSM1581714
COSM220583
COSM1685340
rs4870

10



	Portada
	AGRADECIMIENTOS
	ÍNDICE
	ABREVIATURAS
	RESUMEN DE LA TESIS DOCTORAL
	ABSTRACT
	I. INTRODUCCIÓN
	1. LINFOMAS CON DIFERENCIACIÓN PLASMOCELULAR
	1.1. LINFOMA LINFOPLASMACÍTICO
	1.2 LINFOMA PLASMABLÁSTICO

	2. NUEVAS ESTRATEGIAS DE DIAGNÓSTICO MOLECULAR EN LINFOMA

	II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	2.1. HIPÓTESIS
	2.2. OBJETIVOS

	III. MATERIAL Y MÉTODOS
	3.1. SELECCIÓN DE CASOS
	3.2. HISTOLOGÍA E INMUNOHISTOQUÍMICA
	3.3 HIDRIDACIÓN IN SITU CROMOGÉNICA, HIBRIDACIÓN IN SITUFLUORESCENTE Y CARIOTIPO CONVENCIONAL.
	3.4. CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE MARCADORESINMUNOHISTOQUÍMICOS Y FACTORES DE TRANSCRIPICÓN.
	3.5. PCR ALELO-ESPECÍFICA PARA LA DETECCIÓN DE MUTACIONESEN MYD88pL265P.
	3.6. SECUENCIACIÓN DIRECTA PARA LA DETECCIÓN DE MUTACIONESEN CXCR4
	3.7. SECUENCIACIÓN DE ÚLTIMA GENERACIÓN A PARTIR DE LIBRERIASBASADAS EN AMPLICONES.
	3.8. INTERPRETACIÓN Y RECOGIDA DE DATOS DE SECUENCIACIÓN DEÚLTIMA GENERACIÓN
	3.9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

	IV. RESULTADOS
	4.1. LINFOMA LINFOPLASMACÍTICO
	4.2. LINFOMA PLASMABLÁSTICO

	V. DISCUSIÓN
	5.1. BIOPSIA DE MÉDULA ÓSEA EN EL DIAGNÓSTICO DELLP/MW
	5.2. PERFIL MUTACIONAL DE LINFOMAS CON DIFERENCIACIÓNPLASMOCELULAR
	5.3. MICROAMBIENTE TUMORAL EN CASOS DE LINFOMAPLASMABLÁSTICO

	VI. CONCLUSIONES Y NUEVAS ESTRATEGIAS DEFUTURO.
	VII. BIBLIOGRAFÍA
	VII TABLAS
	ANEXO: PUBLICACIONES ORIGINALES



