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ACRONIMOS

BCR: Receptor de células B (del inglés B-cell receptor)
CLL: Leucemia linfatica crénica (del inglés, Chronic Lymphocytic Leukemia)

DLBCL: Linfoma difuso de células grandes B (del inglés, Diffuse Large B-cell

Lymphoma)

DNA: Acido desoxiribonucléico (del inglés Deoxyribonucleic Acid)
VEB: Virus de Epstein-Barr

FL: Linfoma folicular (del inglés, Follicular Lymphoma)

IGHV: Gen de la region variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas

(del inglés Immunoglobulin Heavy chain Variable region gene)
LDH: Lactato deshidrogenasa

SDRPL.: Linfoma esplénico difuso de la pulpa roja (del inglés Splenic Diffuse

Red Pulp Small B-cell Lymphoma)
SR: Sindrome de Richter

SMZL: Linfoma esplénico de la zona marginal (del inglés, Splenic Marginal

Zone Lymphoma)

WHO: Organizacién Mundial de la Salud (del inglés, World Health Organization)



INTRODUCCION

1.- CLASIFICACION DE LOS LINFOMAS B

Los linfomas no-Hodgkin consisten en un grupo heterogéneo de neoplasias
malignas que derivan de células linfoides progenitoras o de linfocitos B, T o
células natural killer en diferentes estadios de diferenciacion.

La presentacion clinica de los linfomas varia enormemente dependiendo del
tipo de linfoma o de las areas anatomicas afectadas. Algunos linfomas se
comportan de manera indolente y los pacientes manifiestan adenopatias que
aparecen y se desvanecen a lo largo de los afios. Por el contrario, otros
linfomas son muy agresivos, requieren tratamiento intensivo y pueden resultar
fatales en semanas. Los linfomas indolentes suelen presentarse de manera
insidiosa, en forma de adenopatias de crecimiento lento, hepatomegalia,
esplenomegalia y/o citopenias. Los linfomas agresivos, sin embargo, se
presentan de forma aguda o subaguda, en forma de masas que crecen
rapidamente, sintomatologia sistémica (fiebre, sudoracién nocturna, pérdida de
peso) y frecuentemente se documentan niveles elevados de lactato

deshidrogenasa sérica (LDH) y acido urico.

Los linfomas de células B son un grupo de neoplasias que tienden a imitar los
estadios madurativos de la diferenciacion de la célula B normal, y de hecho, la
semejanza entre células linfomatosas y normales es la base para su
clasificacion y nomenclatura. Las leucemias/linfomas linfoblasticas B son
neoplasias que derivan de linfoblastos inmaduros comprometidos a linaje de
célula B, que tienen reordenamiento del gen IGH aunque no expresan
inmunoglobulinas en su membrana y son TdT positivos. Las células B
precursoras se originan de una célula madre en la médula 6sea y, la mayoria
de pacientes con estas neoplasias, manifiestan afectacién de la médula 6sea y
tienen expresion leucémica. En cambio, los linfomas de células B maduras se
originan en células B que han ya han abandonado el nicho de la médula 0Osea
y poseen inmunoglobulinas de superficie y un receptor de inmunoglobulinas
(BCR) funcional. Estos tumores pueden derivar de la expansién de un linfocito

B en cualquier estadio madurativo, e incluye células naif (virgenes), células de



centro germinal, de memoria o postgerminales y células plasmaticas. Las
neoplasias mas frecuentes derivan de células que han experimentado una
reaccion en el centro germinal, que se inicia cuando una célula B estimulada
por un antigeno migra desde la periferia hacia el centro germinal del foliculo
linfoide de los organos linfoides secundarios, como los ganglios linfaticos, el
bazo o el tejido linfoide asociado a mucosas. Las células B del centro germinal
proliferan y experimentan dos eventos que permiten la diversificacion de los
genes de las inmunoglobulinas, que son la hipermutacion somatica y el cambio
de clase de la cadena pesada. Muchos de los linfomas de células B maduras,
incluyendo las neoplasias de células plasméticas, muestran evidencias de
hipermutacion somatica, y se cree que los “errores” que ocurren durante la
hipermutacion somatica y el cambio de clase pueden ser responsables de
muchas de las mutaciones y alteraciones de oncogenes que conllevan a la

transformacion neoplésica de las células B (Figura 1).?

Las diversas entidades derivadas de la proliferacion clonal de células B
maduras incluyen neoplasias que se originan de células B naif que todavia no
han transitado por el centro germinal como el linfoma de células del manto y un
subgrupo de leucemia linfatica crénica (CLL), mientras que otros tumores
posiblemente se originan de células durante su reaccion a un antigeno dentro
del centro germinal, como la CLL, el linfoma folicular (FL), el linfoma de Burkitt
(LB) y el linfoma difuso de células grandes B (DLBCL). Finalmente se hallan
los tumores que se originan en células postcentro germinal y que se han
convertido en células de memoria como el linfoma linfoplasmocitico, el linfoma

de la zona marginal y las neoplasias de células plasmaticas.'**
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FIGURA 1: Diferenciacidn celular y procesos que ocurren en el centro germinal. Adaptacion de
Basso et al, 2015.

La clasificaciébn de las neoplasias linfoides se basa en la segregacion de
entidades clinico-patolégicas no solapadas con un sentido biolégico
permitiendo agrupar a pacientes dentro de una entidad que posee una
etiopatogenia, prondstico y tratamientos similares. Esta clasificacion incorpora
las caracteristicas clinicas, la morfologia, el inmunofenotipo y las alteraciones

genéticas (Tabla 1).

Muchas de las neoplasias de células B maduras tienen alteraciones
cromosdmicas estructurales caracteristicas y en los ultimos afios se han
identificado mutaciones genéticas recurrentes que han ampliado nuestro
conocimiento de las alteraciones moleculares y las vias oncogenéticas

implicadas en el desarrollo de este tipo de tumores.

La era del genoma humano ha supuesto un avance fundamental en el campo
de la genética de los linfomas, lo que ha permitido pasar de una aproximacién
de un gen candidato, a visiones mas globales de genomas y transcriptomas.

Este cambio ha sido posible gracias al desarrollo de metodologias



experimentales y analiticas cada vez mas potentes, que han proporcionado

informacién molecular relevante en diferentes neoplasias linfoides.”™*?

Tabla 1: Clasificacion de las neoplasias de linaje B

(World Health Organization Classification of Tumours, 2008)
Neoplasias de precursores B

Leucemia/Linfoma linfoblastico B, NOS

Leucemia/Linfoma linfoblastico B, con alteraciones genéticas recurrentes
Neoplasias de células B maduras

Leucemia linfatica crénica/Linfoma linfocitico

Leucemia prolinfocitica B

Linfoma esplénico de la zona marginal

Tricoleucemia

Linfoma/Leucemia esplénico, no clasificable

Linfoma linfoplasmacitico

Enfermedad de cadenas pesadas

Neoplasias de células plasmaticas

Linfoma de la zona marginal, extranodal (MALT)

Linfoma de la zona marginal, nodal

Linfoma Folicular

Linfoma primario cutaneo de centro folicular

Linfoma de células del manto

Linfoma difuso de células grandes B, NOS

Linfoma de células grandes B, rico en linfoctos T e histiocitos

Linfoma difuso de células grandes B primario del sistema nervioso central

Linfoma difuso de células grandes B primario cutaneo, de tipo pierna

Linfoma difuso de células grandes B asociado a la edad, EBV positivo

Linfoma difuso de células grandes B asociado a inflamacién crénica

Granulomatosis linfomatoide

Linfoma de células grandes B primario mediastinico

Linfoma de células grandes B intravascular

Linfoma de células grandes B ALK positivo

Linfoma plasmabléstico

Linfoma de células grandes B originado en enfermedad de Castleman mulricéntrica asociada a HHV8

Linfoma primario de cavidades

Linfoma de Burkitt

Linfoma de células B, no clasificable, con rasgos intermedios entre linfoma difuso de células grandes

B y linfoma de Burkitt

Linfoma de células B, no clasificable, con rasgos intermedios entre linfoma difuso de células grandes

B y linfoma de Hodgkin clasico

Desde un punto de vista patogenético estos progresos han contribuido a la
comprension de la complejidad de las bases genéticas de la linfomagénesis y
han proporcionado una vision de las vias moleculares implicadas en los
tumores, previamente desconocidas. Desde un punto de vista clinico, estos
estudios han creado nuevos paradigmas para abordar las necesidades clinicas
actualmente no cubiertas en el manejo de los pacientes con linfomas,
proporcionando nuevos biomarcadores que permiten mayor precision
diagnéstica y nuevas dianas moleculares para el desarrollo y uso de farmacos

mas selectivos.



1.1 Leucemia Linfatica Crénica

1.1.1 Generalidades de la leucemia linfatica crénica

La leucemia linfatica cronica (CLL o linfoma linfocitico) es un sindrome
linfoproliferativo B caracterizado por la proliferacion y acumulacion de linfocitos
B maduros clonales CD5 positivos en la sangre, médula Osea y tejidos
linfoides. Estas células presentan un inmunofenotipo especifico, caracterizado
por unos niveles bajos de inmunoglobulina de membrana y de otros antigenos
vinculados a los linfocitos B. La CLL es el tipo de leucemia mas frecuente en

los paises occidentales, con un pico maximo a los 65 afos.

El diagnéstico de CLL requiere la presencia de al menos 5000 linfocitos B
clonales por mililitro en sangre periférica mantenidos durante al menos tres
meses. La clonalidad de los linfocitos B circulantes debe ser confirmada por
citometria de flujo. Las células leucémicas de la CLL son linfocitos maduros de
tamafio pequefio con citoplasma escaso bien definido y un nudcleo con
cromatina parcialmente agregada sin nucléolo evidente. Estas células pueden
encontrarse mezcladas con células mas grandes, células atipicas o
prolinfocitos. Frecuentemente también se encuentran sombras de Gumprecht,

que corresponden a restos celulares desvitalizados.* (Figura 2).

El inmunofenotipo en sangre periférica demuestra que las células de CLL
coexpresan el antigeno T CD5, los antigenos B de superficie CD19, CD20,
CD22 y CD79h, y CD23. Cada clon de células leucémicas muestra restriccion

de cadena ligera de inmunoglobulinas kappa o lambda.*

FIGURA 2: CLL en sangre
periférica. Los linfocitos en la CLL
son pequefos, con un nucleo de
contorno regular y con cromatina
cuarteada. Son frecuentes las
sombras celulares.




Desde una perspectiva clinica, la CLL es una enfermedad que se comporta de
forma muy heterogénea. Muchos de estos pacientes estan asintométicos en el
momento del diagnéstico y, a lo largo de los afios, pueden tener un curso
clinico muy indolente, o por el contrario pueden progresar y requerir de una
intervencion terapéutica activa. Los estadios clinicos de Rai y Binet basados en
parametros que no se relacionan con la biologia de la enfermedad han
permitido definir su pronéstico, y contindan siendo vigentes. Estos paramentros
incluyen una simple exploracion fisica y los datos analiticos basicos. Sin
embargo, no permiten predecir la probabilidad de progresar y requerir
tratamiento en aquellos pacientes que manifiestan un estadio inicial de la

enfermedad.*®

Por este motivo, la identificacion de nuevos factores prondsticos biolégicos ha
sido de utilidad clinica para evaluar inicialmente el manejo de estos pacientes y

hasta cierto punto predecir su curso clinico.

Las células leucémicas expresan en su superficie una inmunoglobulina que
puede haber sufrido, 0 no, mutaciones sométicas en los genes de las regiones
variables de la cadena pesada (IGVH). El pronéstico de los pacientes con CLL
que tienen el gen IGVH no mutado (>98% de identidad con la linea germinal)
es inferior a aquellos que lo tienen mutado. La expresion de ZAP70 o CD38, se
correlaciona frecuentemente con la expresion de genes IGVH no mutados, por

lo que suelen utilizarse también como herramienta para predecir un peor

pronéstico (Tabla 2).*"*°

Tabla 2: Indicadores prondésticos asociados a peor supervivencia en CLL
Sistemas de estadiaje:
Rai
Binet
Parametros biol6gicos:
Alteraciones citogenéticas:
dell7p
delllq
del6q
Gen IGVH no mutado
Expresion de ZAP70
Expresion de CD38
Marcadores séricos:
Elevacion de CD23
Elevacion de timidin cinasa
Elevacién de 32-microglobulina
Parametros cinéticos
Tiempo de duplicacién linfocitario inferior a 12 meses
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1.1.2 Valor de la biopsia ganglionar en el seguimiento del paciente con CLL

A pesar de que el diagnostico de CLL se puede realizar mediante el estudio
morfologico y el inmunofenotipo de sangre periférica, la biopsia ganglionar
puede ser de gran utilidad en casos de dificil diagnéstico y, sobretodo, cuando
existe sospecha de transformacion o de evolucion a una forma mas agresiva de

la enfermedad.

La biopsia del ganglio en la CLL muestra una arquitectura borrada por una
proliferacion linfoide que adopta un patrén vagamente nodular, constituida por
areas claras que corresponden a centros de proliferacion donde estan los
prolinfocitos y parainmunoblastos, y areas oscuras constituidas por linfocitos de
tamafio pequefio. Habitualmente el indice mitdético en los centros de

proliferacién es muy bajo.?°

En los dltimos afios se ha demostrado que los centros de proliferacion en la
CLL ejercen un papel mas importante de lo que se habia pensado
clasicamente, y su andlisis puede llegar a tener repercusiones en el prondstico
de la enfermedad. Los estudios de secuenciacion del receptor de las
inmunoglobulinas indican que existe un repertorio de genes restrictivo y
sesgado en el gen IGVH, que es lo que se designa como CLL estereotipada, e
indica que la exposicién a determinados antigenos podria estar involucrada en
la patogenia de esta neoplasia.* Dado que la exposicién antigénica debe
realizarse en los tejidos, los centros de proliferacion parecen un lugar razonable
donde se lleve a cabo este proceso, de manera analoga a lo que acontece en
los centros germinales de los ganglios reactivos.?> En este microambiente las
células de la CLL interactian con células mesenquimales estromales, células
monociticas “nurse-like” y linfocitos T. Estas poblaciones de células atraen y
protegen a las células leucémicas, favorecen su supervivencia y promueven la
progresién de la enfermedad.?® Se ha observado que en los centros de
proliferacion existe una mayor expresion de reguladores transcripcionales como
IRF4, lo que sugiere que la activacidon de las vias de sefializacion de las células
B y, por consiguiente, su diferenciaciébn y supervivencia, ocurre en este
compartimento.?*?* De hecho, se ha demostrado que el tamafio de los centros

y el grado de proliferacion celular en este compartimento tienen implicaciones
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prondsticas, ya que los pacientes con CLL con centros de proliferacién grandes
y expandidos y con elevada proliferacion tienen una supervivencia mas corta

que los pacientes con una CLL convencional (Figura 3).%°

indice mitdtico es elevado dentro de los centros de proliferacion

Generalmente no se requiere del aspirado o la biopsia de médula ésea para el
diagnéstico de CLL. Sin embargo, éstos pueden ayudar a evaluar factores que
puedan contribuir a citopenias, que pueden estar o no relacionadas con la
infiltracion leucémica de la médula.’® El patron de infiltracién difuso de la
médula se asocia a un peor prondstico ya que refleja una mayor carga tumoral.
Los centros de proliferacion pueden estar presentes en la biopsia de médula

Osea, pero hasta el momento no se ha descrito que tengan un valor prondstico.

1.1.3 Patogénesis molecular de la CLL

Un 80% de los pacientes con CLL tienen alteraciones citogenéticas aunque
ninguna de ellas es especifica de esta leucemia. La delecion del brazo largo del
cromosoma 13 (del(13)(ql14)) representa la alteracidn citogenética mas
frecuente en CLL y tipicamente se caracteriza por un curso benigno cuando no
se halla asociada a otras alteraciones. Las deleciones del brazo largo del
cromosoma 11 (del(11q)) se encuentran entre el 10-25% de los pacientes y
frecuentemente afectan al gen ATM, una kinasa involucrada en la respuesta al

dafio en el DNA. Estos pacientes suelen manifestar grandes masas
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Patients surviving (%)

adenopaticas, una progresion rapida y una menor supervivencia. La trisomia 12
se observa en el 10-20% de los pacientes, aunque se desconocen qué genes
en este cromosoma pueden estar implicados en la patogénesis de la
enfermedad. Las deleciones del brazo corto del cromosoma 17 (del(17p)) se
encuentran en el 5-8% de los pacientes y frecuentemente afectan al gen TP53,
gue es un gen supresor de tumores. Las mutaciones de TP53 se encuentran en
el 4-37% de los pacientes con CLL, y la presencia de las mismas y/o del(17p)
se asocian con un pronostico muy desfavorable y refractariedad a tratamientos
convencionales. La mayoria de los pacientes que presentan la delecion de 17p
en un alelo, muestran mutaciones de TP53 en el otro alelo, por lo que la

funcion de este gen queda abolida (Figura 4).'%"?

Los estudios de secuenciacion masiva del genoma de la CLL han
proporcionado una vision global de las mutaciones de genes en esta
enfermedad y han demostrado que existe una marcada heterogeneidad
genética, con un numero relativamente grande de genes mutados
recurrentemente en baja frecuencia (2-5%) y sé6lo unos pocos genes mutados
en un 12-15% de los pacientes. Sin embargo, hasta en un 30% de los
pacientes con CLL no se puede identificar la presencia de ninguno de los 50
genes mas recurrentemente mutados, limitando asi el desarrollo de nuevas

terapias contra esta enfermedad (Figura 5).%°
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al, 2011.
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Un hallazgo importante es la diferente distribucion de los genes mutados en los
dos subtipos de enfermedad, con IGHV mutado o no mutado. Muchos de estos
genes tienden a agruparse en determinadas vias de sefalizacién. Asi, los
genes que pertenecen a mecanismos de control del ciclo celular y respuesta a
dafno celular (TP53, ATM, POT1, BIRC3), los mecanismos de splicing,
procesamiento y transporte de mRNA (SF3B1, U2AF2, XPO1, DDX3X) y los
mecanismos de sefalizacion de la via NOTCH (NOTCH1, FBXW7) ocurren
mas frecuentemente en CLL no mutadas mientras que, las alteraciones en
genes que participan en la respuesta inflamatoria innata (MYD88, TLR2,
MAPK1) parecen ser mas especificos de la CLL mutada (Figura 5).3°3? Estos
hallazgos sugieren que el comportamiento clinico diferente de estos dos tipos
de CLL puede estar relacionado con la activacion de mecanismos moleculares

diferentes.

Las mutaciones del gen NOTCH1 se identifican entre el 5 y 10% de los
pacientes diagnosticados de CLL, mientras que su prevalencia aumenta al 15-
20% en CLL que progresan requiriendo tratamiento, y hasta el 30% en
pacientes con sindrome de Richter.®”* Las mutaciones de este gen suelen
agruparse en torno a una zona concreta que afecta al exdn 34 y que suele
representar la delecion de dos pares de bases, son mas frecuentes en
pacientes con IGHV no mutado y tienden a asociarse con la presencia de

trisomia 12.

Las mutaciones del gen SF3B1 se encuentran en un 5-18% de los casos de
CLL al diagnostico, en un 15% de los pacientes que progresan y requieren
tratamiento y en hasta el 20-25% de los pacientes resistentes a fludarabina y/o
que recaen después de tratamiento.>*3° El gen SF3B1 codifica un componente
de la maquinaria de spliceosoma, por lo que estas mutaciones conllevan a una

alteracion del splicing normal y alternativo del mRNA.

MYD88 es un gen que se encuentra mutado con una frecuencia baja en CLL.
Codifica para una molécula adaptadora de la via de sefalizacion del toll-like

receptor (TLR)/receptor de interleukina-1. Esta implicado en la produccién de
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FIGURA 5. Repertorio de mutaciones en CLL. Frecuencia de las mutaciones somaticas mas comunes

en CLL segun el estado mutacional de IGVH. Adaptacién de Martinez-Trillos et al, Recurrent
Mutations in CLL, Advances in CLL, Springer 2013.

citokinas proinflamatorias en respuesta a un amplio abanico de estimulos del
TLR. Las mutaciones activantes de este gen suelen ocurrir en CLL con IGHV
mutados y, caracteristicamente, aparecen en individuos jévenes,
significativamente mas jovenes que la media de diagndstico de los pacientes
de CLL.%*

A pesar de identificar determinadas alteraciones moleculares, hay mutaciones
clonales que se encuentran en todas las células neoplasicas de CLL, y
mutaciones subclonales que representan eventos adquiridos durante el
desarrollo de la enfermedad.®”*° El nimero de alteraciones subclonales es
mayor en pacientes que han recibido tratamiento y aumenta paralelamente con
el numero de lineas terapéuticas. Esta aproximacion permite definir el orden
cronoldgico de aparicibn de mutaciones a lo largo de la progresion de la
enfermedad. Asi, las mutaciones en MYD88, del(13q) y trisomia 12 son
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consideradas como clonales, mientras que las alteraciones de TP53, ATM y
SF3B1 son eventos tardios y muy probablemente elementos relevantes en la

progresién.344142

Ademas, pequefios subclones que contienen estas
mutaciones pueden encontrarse ya desde el inicio de la enfermedad en
cantidades indetectables. Se ha observado que los pacientes con pequefios
subclones de TP53 mutado presentan similares caracteristicas clinicas y de
supervivencia que los pacientes que tienen alteraciones clonales de TP53, y
que tras el tratamiento quimioterapico, estos pequefios subclones de TP53
acaban siendo predominantes, por lo que su deteccién puede anticipar una

posible refractariedad al tratamiento.**

Las alteraciones epigenéticas juegan un papel importante en el desarrollo del
cancer. En este sentido, las modificaciones mas estudiadas son las
metilaciones de los residuos de citosina de los pares CpG, para hacer una
metilcitosina. El panorama epigendmico habitual en la transformacion
neoplasica es definido por una hipometilacion general combinada con
hipermetilacion local y frecuentemente sobreexpresion de DNA
metiltransferasas, que conllevan a inestabilidad gendmica y activacion
oncogénica.”**® El estudio mas amplio realizado sobre el metiloma de la CLL
confirma diferencias en metilacién global entre CLL mutada y no mutada. Estos
cambios en la metilacion presentan una similitud a las diferencias encontradas
entre células B naif y de memoria, sugiriendo que las células naif serian el
origen de las CLL no mutadas, mientras que los linfocitos B de memoria serian
el origen de la CLL mutada. Este hallazgo supone un cambio en la idea de que
la célula de origen en la CLL correspondia a un linfocito B que ha
experimentado un estimulo antigénico, y sugiere que los dos subtipos de CLL
derivan de estadios diferentes de este proceso a través de la adquisicion de
mutaciones y alteraciones gendémicas que afectan a diferentes genes (Figura
6).46
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FIGURA 6. Modelo del desarrollo de CLL basado en datos epigendmicos y de expresidon
génica. Adaptacion de Martin-Subero, 2013.

1.2 Linfoma Folicular
1.2.1 Generalidades del linfoma folicular

El linfoma folicular (FL) es un proceso linfoproliferativo derivado de una
poblacion de células B del centro germinal del foliculo linfoide y que
histol6gicamente remeda la formacién de foliculos linfoides secundarios. Es el
segundo linfoma B mas frecuente en los paises occidentales, después del
linfoma difuso de células grandes, y representa un 20-30% de todos los
linfomas no Hodgkin. Afecta fundamentalmente a adultos con una edad media
en la sexta década, con una razén hombre-muijer de 1:1,7.%° En la poblacién de
pacientes pediatricos, el FL es raro y afecta predominantemente a varones. En
términos generales, el FL se considera un linfoma indolente con una evolucién
clinica que se caracteriza por la progresion lenta durante muchos afios. Sin
embargo la evolucion clinica de los pacientes con FL puede ser

sorprendentemente variable y, en consecuencia, las opciones de tratamiento
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varian desde una conducta expectante a la terapia agresiva, incluyendo altas
dosis de quimioterapia y trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.
En la era pre-rituximab la mediana de tiempo de supervivencia global de los
pacientes con FL variaba entre ocho y diez afos. Sin embargo, las nuevas
estrategias terapéuticas, que incluyen anticuerpos monoclonales y nuevos

47,48 Los

farmacos, han prolongado considerablemente la supervivencia.
pacientes con FL generalmente manifiestan adenopatias generalizadas
asintomaticas, que pueden crecer y disminuir de tamafio espontaneamente a lo
largo de la evolucién de la enfermedad. La afectacion de la médula 0sea esta
presente en el 70 % de los pacientes, mientras que la afectaciébn de otros
organos es poco frecuente. Menos del 20% de los pacientes presentan
sintomas B y también menos del 20% de los pacientes presentan un aumento
de LDH.?° La afectacién intestinal es una forma de presentacion localizada de
la enfermedad, por lo general, en estadios iniciales y tiene un prondstico

favorable.*®

Los dos pardmetros que evaltan mejor el pronostico de los pacientes con FL
son el “Indice Prondstico Internacional del FL” (FLIPI) y el grado histoldgico

tumoral.*®

También existe evidencia de que las caracteristicas de las células
asociadas al microambiente tumoral influyen en el comportamiento de la
enfermedad y en el prondstico.”> El FLIPI se desarroll6 a partir de un estudio

internacional sobre los datos de supervivencia de 4.167 pacientes con FL

1.0
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diagnosticados entre 1985 y 1992, e incluye estos cinco factores prondsticos:
edad del paciente, el estadio, el nimero de regiones linfaticas involucradas,
LDH sérica y hemoglobina.>® Desde la incorporacién del rituximab en el
tratamiento de primera linea del FL el FLIPI ha seguido siendo un modelo de

prondstico util (Figura 7).>°

Los FL se clasifican en grados de 1 a 3 y este grado tiene utilidad prondstica.
Parece que no hay evidencia que indique que se precise un enfoque
terapéutico diferente entre los grados 1y 2. En cambio, las diferencias tanto en
el comportamiento clinico como en el perfil genético molecular sugieren que FL
grado 3A es una enfermedad indolente y se comporta como un FL grado 1 o 2
mientras que el 3B es una enfermedad agresiva comportandose como un
DLBCL aunque la arquitectura folicular esta intacta.?>*®>° A diferencia del
DLBCL, la tasa de recaida del FL 3B es mayor en algunas series, pero la
supervivencia es mas larga.®® El hecho de que muchos estudios incluyan
conjuntamente grados 3A como 3B podria tener un impacto en la interpretacion
de los resultados. Recientemente una serie ha observado un prondstico similar

entre los grados 3Ay 3B.%

La investigacion del microambiente celular del FL ha proporcionado datos
interesantes en relacion a la biologia del tumor y al pronéstico.’**352% Se ha
sugerido que el FL es una enfermedad inmunolégicamente funcional en el que
una interaccién entre las células tumorales y el microambiente determina el
comportamiento clinico. Asi, se ha observado que el predominio de un subtipo
de células T en el tejido ganglionar se asocia a un prondstico favorable,
mientras que la activacibon de macrofagos es un factor prondstico

desfavorable.>3%°

1.2.2 Papel de la biopsia ganglionar en el diagnéstico del FL

La biopsia ganglionar es fundamental para el diagnostico del FL. Esta debe
realizarse preferiblemente en biopsia excisionales de ganglios linfaticos, ya que
permite evaluar mejor el grado y el patron arquitectural. En los pacientes con
ganglios accesibles este método es el mas recomendado. En pacientes con
afectacion de ganglios profundos y de dificil acceso, puede realizarse el
diagnéstico de FL mediante puncién aspiracién con aguja fina o biopsias con
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aguja gruesa, siempre que se obtenga material adecuado para realizar técnicas
adicionales que permitan establecer un diagnéstico diferencial
(inmunohistoquimica, citometria de flujo, PCR para reordenamientos de IGHV o
del TCR y FISH) y que permita documentar la naturaleza clonal de la neoplasia.
El grado histolégico no se puede establecer mediante puncion aspiracion con

aguja fina.®’

El FL es una neoplasia que tiende a imitar la situacion de las células B
normales del centro germinal, y por ello suele rodearse de células T foliculares
que expresan CD3, CD4, y marcadores de células Ty mas especificos como
CD57, PD1 y CXCL13, asi como de células dendriticas foliculares.®®
Histolégicamente el FL reemplaza la arquitectura normal del ganglio con una
proliferacion de foliculos neoplasicos que contienen centros germinales atipicos
y zonas del manto atenuadas o ausentes. Estos foliculos estan compuestos por
una mezcla de dos tipos principales de células neoplasicas, centrocitos y
centroblastos en proporciones variables, y no presentan la imagen
caracteristica en cielo estrellado ni el patron de zonacion de los centros
germinales reactivos que se dividen en una zona oscura altamente proliferativa
y una zona clara de menor proliferacién.?’ La afectacion de la médula 6sea es
muy frecuente en el FL y caracteristicamente los infiltrados se localizan en la

zona paratrabecular, pudiéndose extender hacia el intersticio medular.

El FL puede ser clasificado en grados 1, 2, 3A y 3B de acuerdo con el nUmero
de centroblastos y la presencia o ausencia de centrocitos. En los grados 1y 2
el nimero de centroblastos no excede los 150 en los foliculos en 10 campos de
gran aumento (CGA). El FL grado 3 se presenta con mas de 150 centroblastos
por 10 CGA. Se considera un grado 3A si los centrocitos siguen presentes en
los foliculos neoplasicos, mientras que en el grado 3B los foliculos estan
completamente compuestos por centroblastos. El fenotipo de las células es
similar al de las células B del centro germinal, con expresién de CD10, BCL6,

HGAL y LMO2 en la mayoria de casos, y sobreexpresion de BCL2 (Figura
8).20'69
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FIGURA 8: Comparacidn histoldgica entre un foliculo reactivo (linea superior) y un linfoma folicular (linea

inferior). Las imagenes By E corresponden a tincién para CD10y las imagenes Cy F, a BCL2

1.2.3 Patogénesis molecular del FL

Desde un punto de vista molecular, el FL se caracteriza por la presencia de la
t(14;18)(932;921). Esta alteracion se encuentra en un 90% de los FL y esta
considerada como un evento genético inicial en la patogénesis de esta

neoplasia.”®"*

Esta translocacion aparece en estadios iniciales en la
maduracion del linfocito B durante la recombinacion VDJ de los genes IGHV en
la médula 6sea, e involucra el locus IgH (14932.3) y el locus BCL2 (18921.3).
Esto conlleva a una expresion aberrante de BCL2. Esta proteina ejerce una

funcién antiapoptoética sobre las células, por lo que su sobreexpresion confiere
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una ventaja de supervivencia, ya que estas células son incapaces de entrar en
apoptosis durante los procesos de maduracion y cambio de clase de
inmunoglobulina en el centro germinal. En esta situacion las células son més
propensas a acumular alteraciones cromosémicas secundarias durante su
evolucién clonal.” Las alteraciones secundarias méas frecuentes en el linfoma
folicular son las ganancias en 1q, 2p, 7, 8, 12q, 18q y X, asi como las
deleciones de 1p, 6q, 10q, 13q y 17p.”® A pesar de que la t(14;18) es muy
frecuente en el FL, existe un porcentaje de pacientes que no tiene esta
alteracion citogenética. Se han descrito algunos FL de patron arquitectural
predominantemente difuso que carecen de la t(14;18) mientras que presentan
la delecién de 1p36.3.7

Sin embargo, la presencia de la translocacion t(14;18) o la sobreexpresion de la
proteina BCL2 son, por si solas, insuficientes para la transformacion neoplasica
completa. Varios estudios han demostrado mediante técnicas de PCR que la
t(14;18) también puede ser detectada en una frecuencia baja en la sangre
periférica de individuos sanos, la mayoria de los cuales nunca desarrollara un

linfoma folicular.”"®

En los ultimos afios, gracias a las tecnologias de secuenciacion masiva, se han
identificado mutaciones en genes asociados con la modificacion de la
cromatina (EZH2) e histonas metiltransferasas (MLL2, CREBBP).”""® La
inactivacion del gen MLL2 representa la segunda alteracion genética recurrente
mas frecuente en FL, y se detecta en el 80% de los casos, por lo que se cree
que podria estar cooperando con otras mutaciones para incrementar la
inestabilidad genética. Esta mutacién parece ser un evento temprano en la
patogénesis del FL, que indica que cambios iniciales en el epigenoma,
posiblemente en combinacion con la desregulacion de la expresion de BCL2,
pueden facilitar la transformacion maligna en el centro germinal. Las
mutaciones de CREBPP, por su parte, actian atenuando la acetilacion de
BCL6, resultando en un incremento de la actividad de este oncogén y alterando
la expresion de los genes diana de BCL6.*"°® Ademas de las frecuentes
mutaciones en genes reguladores de la cromatina, otros genes que se
encuentran mutados en FL incluyen aquellos involucrados en modulacién
inmune (B2M, CD58, TNFRSF14), genes de la via JAK-STAT (SOCS1 y
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STAT6) y genes de la via de sefalizacion BCR/NF-kB (BCL10, CARD11,
CD79B), muchos de los cuales han sido también identificados en DLBCL
(Figura 9).881-83

EPIGENETIC
REGULATORS
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FIGURA 9: Mutaciones en el FL. Adaptado de Okosun, 2014. (Okosun Nat Genet 2014)

1.3 Linfoma esplénico difuso de la pulpa roja
1.3.1 Generalidades del linfoma esplénico difuso de la pulpa roja

El linfoma esplénico difuso de la pulpa roja (SDRPL) es un linfoma B poco
frecuente que afecta primariamente al bazo y que se caracteriza por su patrén
de infiltracion difuso de la pulpa roja. Actualmente esta considerado como una
entidad provisional dentro de los linfomas esplénicos no clasificables en la

actual clasificacion de la OMS.%°

Desde el punto de vista clinico es un linfoma indolente, que suele presentarse
con una linfocitosis poco llamativa, esplenomegalia y raramente con sintomas
B, adenopatias generalizadas o hepatomegalia. En sangre periférica los
linfocitos pueden presentar proyecciones citoplasmaticas, aunque no es un

dato especifico de la enfermedad. De hecho, el cuadro citologico es muy similar
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al del linfoma esplénico de la zona marginal. El curso clinico es indolente, y los

pacientes no suelen precisar tratamiento mas all4 de la esplenectomia.

El diagnostico de esta entidad es controvertido. Existe un claro solapamiento
clinico y citolégico entre el SDRPL y otros linfomas B esplénicos, como el
linfoma de la zona marginal, la tricoleucemia o la tricoleucemia variante. La
distincion entre estas entidades puede ser dificil, y el diagnostico debe
realizarse analizando en conjunto las caracteristicas citoldgicas,

inmunofenotipicas e histoldgicas.

La informacién clinica, patolégica y citogenética de que disponemos en los
SDRPL es muy escasa Y limitada a unas pocas series que incluyen un nimero
pequefio de pacientes. En alguna de estas series publicadas el diagnéstico de
SDRPL no esta basado en la histologia del bazo, y por consiguiente, no se

pueden excluir otros linfomas de afectacién esplénica.?*®®

Histolégicamente, el SDRPL se caracteriza por la presencia de infiltrados
difusos de células B que afectan a los cordones y sinusoides de la pulpa roja.
El infiltrado neoplasico estd compuesto por una poblacibn monétona de
linfocitos pequefios, con nucleo de contorno regular, cromatina vesicular y sin
nucleolo prominente. El inmunofenotipo caracteristico de estas células consiste
en positividad para marcadores B como CD20 y PAXS5, y para DBA44, y
negatividad para CD5, Anexina Al, CD25 y CD123.

Las alteraciones citogenéticas asociadas con SDRPL no estan bien definidas.
Los escasos estudios que hacen referencia identifican deleciones del
cromosoma 7 y trisomias de los cromosomas 3 y 18, aunque hay que tener en
cuenta que estos resultados estan obtenidos de una serie en la que s6lo un
tercio de los pacientes estudiados estan esplenectomizados, por lo que no se
puede descartar que en estos estudios se incluyeran otros linfomas esplénicos
como el linfoma esplénico de la zona marginal, donde estas alteraciones

citogenética son frecuentes.®’

Los estudios de secuenciacion masiva del genoma han permitido identificar la
presencia de genes recurrentemente mutados en algunos linfomas de

presentacion esplenomegélica. Sin embargo, actualmente no existen estudios
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publicados que analicen la presencia de mutaciones genéticas en el SDRPL.
En el linfoma de la zona marginal se han identificado mutaciones en algunos
genes, siendo las mas frecuentes las de NOTCH2, que se encuentra mutado
en entre un 6 y un 25% de los pacientes y de KLF2 (Kruppel-like factor 2),
mutado entre el 10 al 40% de los pacientes.®® TP53, MLL2, CREBBP y MYD88
son otros genes que se hallan mutados con frecuencias variables.’?#%9 E|
perfil de genes mutados incluye una alta frecuencia de genes relacionados con
la diferenciacion marginal, por lo que estos hallazgos confirman que el SMZL
es una entidad clinicopatologica distintiva, diferente de otros linfomas

esplénicos.

En la tricoleucemia se ha identificado que el oncogén BRAF localizado en el
cromosoma 7934 se encuentra mutado en casi la totalidad de los
pacientes.®%*% Este hallazgo ha permitido afiadir la mutacién de BRAF V600E
como una herramienta mas en el diagndstico diferencial con otros linfomas que
manifiestan un solapamiento en sus caracteristicas morfolégicas e
inmunofenotipicas con la tricoleucemia.”®> Ademas del impacto diagnéstico y
patogenético de la mutacién de BRAF, ésta se ha convertido en una diana
terapéutica en pacientes con tricoleucemia que manifiestan una escasa
respuesta al tratamiento convencional con andlogos de purinas.’ Existe un
porcentaje de pacientes que no presentan la mutacibn de BRAF. Estos
pacientes suelen tener, en cambio, mutaciones del gen MAP2K1 y, ademas,
frecuentemente muestran el reordenamiento del gen de las inmunoglobulinas
de la familia IGHV4-34.%%%7

2.- MECANISMOS DE TRANSFORMACION Y PROGRESION DE
LOS LINFOMAS DE BAJO GRADO

Es un hecho ampliamente documentado que algunos pacientes con linfomas
de bajo grado, especialmente aquellos afectos de linfoma folicular o de
leucemia linfatica crénica, pueden experimentar a lo largo de los afos una
transformacion histolégica de su enfermedad con un comportamiento

clinicamente agresivo. Esta entidad suele corresponder a un linfoma difuso de
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células grandes, que desde un punto de vista histoldgico es similar a un DLBCL
de novo. Histolégicamente se caracteriza por la presencia de sabanas de
linfocitos de tamafio grande que suelen borrar la arquitectura de los tejidos.
Este proceso de transformacion histologica seria consecuencia de la
adquisicion y acumulacion progresiva de alteraciones genéticas secundarias,

mas que del resultado de un Unico evento mutageno.
2.1 Mecanismos de transformacién en CLL

El desarrollo de un linfoma agresivo en un paciente con CLL es un hecho
infrecuente pero bien documentado, que fue descrito por primera vez por
Maurice N. Richter en 1928, y que se caracterizaba por la apariciéon de un
cuadro clinico rapidamente evolutivo de adenopatias generalizadas vy
hepatoesplenomegalia asociado a linfocitosis en sangre periférica.”® Sin
embargo el término de “sindrome de Richter” (SR) no fue introducido hasta 40
aflos mas tarde por Lortholary para describir la progresion de pacientes con
una CLL a una “reticulopatia maligna” en estadio terminal y que manifestaban
los sintomas que habia descrito Richter.®® Con el tiempo, la definicién de SR se
ha ido expandiendo para incluir una misceldnea de otras neoplasias linfoides
que pueden complicar el curso clinico de la CLL. La frecuencia de
transformacion a un SR actualmente se encuentra entre un 5-20% de los
casos. Aun limitando la definicion de SR a la transformacion de una CLL a un
DLBCL, el término incluye dos condiciones biolégicas diferentes: la
transformacion a un DLBCL clonalmente relacionado, que constituye la mayoria
de casos, y la segunda, el desarrollo de un DLBCL que no esta relacionado con
el clon de la CLL.*® Actualmente, la transformacién a SR requiere la
demostracion histologica, y debe ser diferenciado de una progresion de la CLL
o de una CLL refractaria al tratamiento.*

El DLBCL en el SR se caracteriza por la presencia de sabanas de linfocitos B
grandes. Los casos de CLL que se presentan con numerosos centros de
proliferacion y con un incremento en la proporciébn de prolinfocitos y
parainmunoblastos, pero sin criterios claros de DLBCL, no deben ser
diagnosticados de un SR.?° Morfolégicamente, se pueden distinguir variantes

centroblasticas o inmunoblasticas del DLBCL, siendo las primeras las mas
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frecuentes. Desde el punto de vista fenotipico, aunque las células neoplasicas
en la CLL suelen expresar los antigenos CD5 y CD23, estos se encuentran
frecuentemente perdidos en la transformacion. De hecho, la expresion de CD5
suele estar presente en un 30% de los casos mientras que la de CD23 es mas
rara (15%). El marcador CD20 se encuentra generalmente expresado y
representa una diana importante para la inmunoterapia con anticuerpos
monoclonales anti-CD20.'** La mayor parte de estos casos tiene un fenotipo
post-centro germinal, con positividad para IRF4, mientras que solo un 5-10%

tiene un fenotipo de centro germinal, con expresion de CD10 y BCL6.'%4'%

Los mecanismos patogenéticos subyacentes que determinan o favorecen el
desarrollo de un SR no estan completamente elucidados y probablemente sean
multiples. En la mayoria de los estudios, los autores han centrado las
investigaciones en las alteraciones genéticas conocidas que ocurren en CLL o
DLBCL.1?%% Sin embargo, hay pocos estudios publicados basados en el
andlisis de todo el genoma.®31021%197 | 55 hallazgos mas importantes
recientemente relacionados con la patogénesis del SR son la inactivacion de
TP53, la activacion de MYC, la trisomia 12, las pérdidas de 13ql4, las
mutaciones somaticas de NOTCH1 y la pérdida de CDKN2A.%7"1921% Ademas,
también se ha observado que la expresidbn de moléculas especificas que
facilitan la interaccion de las células de CLL con el microambiente, tales como
la expresion del gen IGHV4-39 reordenado de manera estereotipada (VH
CDR3), esta relacionada con un mayor riesgo de transformacién a DLBCL.*®

El gen supresor de tumores TP53 codifica para una proteina que posee un
papel importante en la regulacion de la respuesta al dafio del DNA. Su
activacion en células normales conlleva la detencién del ciclo celular y
apoptosis y en células tumorales es un mediador de la accion antiproliferativa
de muchos agentes quimioterapicos.*®® Por esta razén, la disrupcion de TP53
es un factor determinante en la refractariedad a la quimioterapia que

caracteriza al DLBCL transformado de una CLL.
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2.2 Mecanismos de transformacion en FL

Aunque el linfoma folicular inicialmente es una enfermedad indolente que suele
responder a diferentes tratamientos, durante el transcurso de la enfermedad se
van produciendo recaidas que se acompafian de una refractariedad progresiva
a la quimioterapia.’'® Un suceso importante en la historia natural de este
linfoma es la transformacion a un DLBCL, que ocurre en un 25-35% de los
casos.’’ El gold estandar que define la transformacién a un linfoma maés
agresivo esta basado en la demostracién histolégica de un aumento en la
proporcion de células grandes infiltrando difusamente los ganglios,
ocasionando un borramiento total o parcial de la arquitectura folicular.
Consecuentemente, la transformacion se define como una progresion
demostrada patoldgicamente y confirmada clonalmente de un FL grado 1,2 0 3
a un DLBCL, o menos frecuentemente, a un linfoma B no-clasificable con
rasgos intermedios entre linfoma de células grandes y linfoma de Burkitt, un
linfoma linfoblastico o una leucemia aguda linfoblastica.?>****? La presencia
simultanea de un FL y un DLBCL en la misma biopsia inicial representa una
histologia compuesta, un hallazgo que sugiere pero no confirma una
transformacién precoz de un FL y probablemente una relacion clonal entre los
dos tumores. Algunos investigadores consideran que se requiere al menos un
intervalo de 6 meses entre el diagnéstico inicial de FL y el del DLBCL para

definir inequivocamente una transformacion.™***

La progresion de un linfoma folicular de grado 1 y 2 a grado 3a no se considera
transformacion histoldgica, sino que es un evento frecuente en el curso clinico
de esta enfermedad. Ademas de la biopsia como evidencia de progresion, una
definicion inequivoca de transformacion requiere la demostracion de una
relacion clonal entre el linfoma folicular original y la neoplasia subsiguiente que
se puede establecer mediante técnicas de biologia molecular.****® Sin
embargo, en la préactica clinica diaria las técnicas de clonacion y secuenciacion
del gen de las inmunoglobulinas pueden no ser rutinarias, por lo que la
demostracion de una restriccion de cadenas ligeras, ya sea mediante citometria
de flujo o inmunohistoquimica, o la constataciéon de la t(14;18) en la neoplasia
transformada pueden ser suficientes para sugerir la transformacion y descartar

una posible neoplasia secundaria no relacionada.
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En muchos casos el fenotipo del DLBCL mantiene el fenotipo de centro
germinal del FL preexistente.''® La mayoria de los casos retiene la expresion
de CD10, BCL6 y BCL2, aunque ocasionalmente se pueden observar cambios
antigénicos, por lo que la pérdida o ganancia de marcadores no excluye un
relaciéon clonal entre el FL y la transformacion histoldgica.'®
Concomitantemente con la transformacion, ocurre la pérdida de la arquitectura
folicular y un incremento en la actividad mitética, en gran parte por un aumento
del nimero de centroblastos. A pesar de que se han identificado un gran
namero de marcadores prondsticos relacionados con la supervivencia del FL,
tan s6lo se ha examinado el papel biolégico del riesgo de transformacion en
unos pocos de los mismos. La mayoria de las células B del FL dependen de la
trama de células foliculares dendriticas subyacente para crecer y sobrevivir. La
pérdida de esta trama y la consecuente disolucion de los foliculos se considera
como un precursor inicial de la transformacién del FL.*?* De la misma manera,
areas con arquitectura difusa parecen estar asociadas a un mayor riesgo de
transformacion.®® En algunos casos estos cambios estan asociados con una
pérdida de la expresion de CD9 en las células del FL en transformacion,
contribuyendo a un crecimiento de la neoplasia independiente de la trama

folicular dendritica.*??

Algunas alteraciones genéticas se han asociado a transformacién histologica.
Los analisis de muestras apareadas se usaron para implicar las mutaciones de
TP53 (cromosoma 17p) como un evento importante en la transformacién
histoldgica, ya que suelen encontrarse en el linfoma difuso de células grandes
pero no en el preexistente FL.'?® Con la misma metodologia, también se han
implicado alteraciones en pl6 (cromosoma 9) que demuestran una pérdida de
expresion de este gen en los linfomas transformados.*®* Estudios de expresion
génica también han demostrado la implicacion de MYC y sus genes diana en la
transformacion del FL.*®°1% Muytaciones somaticas tanto en BCL2 como en
BCL6 se han asociado con transformacién histologica, asi como las
translocaciones de BCL6 que parecen estar relacionadas con una
predisposicién a la transformacion.*?® También las alteraciones genéticas que
afectan a 1p36.3 y las mutaciones en FAS (cromosoma 10) se han asociado a

un incremento del riesgo de transformacién.*?”*?® |os estudios realizados
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mediante técnicas de secuenciacion masiva no han identificado eventos
genéticos como responsables Unicos de la transformacién, sino que es
probable que esta resulte de la adquisicion de una constelacion de alteraciones

genéticas.®

Ademas de las alteraciones genéticas adquiridas por las células malignas del
FL, la interrelacion entre las células tumorales y las células no neoplasicas del
sistema inmune que se hallan en el microambiente tumoral también afecta al
riesgo de transformacion del FL. Asi ha sido documentado que la disminucion
de la presencia de células T CD4 cooperadoras (Tw) o T reguladoras (Treg) esta

asociado a un mayor riesgo de transformacion (Tabla 3).>3%%1%°

Tabla 3: Factores biolégicos asociados a transformacién histolégica de LF a LDCG
Lesiones genéticas en células tumorales Cambios en el microambiente

pérdida TP53 pérdida trama células foliculares dendriticas

pérdida p16 incremento intrafolicular de células T CD4"

desregulacién de MYC incremento linfocitos Treg
mutaciones BCL2/BCL6 disminucion de linfocitos TFH
translocaciones BCL6 aumento densidad microvascularizacion
delecién 1p36

mutaciones FAS

Modificado de Lossos et al, 2011

2.3 Impacto de MYC en la progresion y/o transformacion de los linfomas

El gen MYC es un factor de transcripcidbn que posee numerosas funciones
fisioloégicas, como apoptosis, y ademas se puede comportar como un oncogén.
Fue identificado inicialmente como el oncogén que se encontraba desregulado
a consecuencia de la t(8;14)(g24;932) en el linfoma de Burkitt. Esta
translocacion yuxtapone MYC al gen de las inmunoglobulinas, IGH, dando
lugar a su activacién mediada por los promotores de IGH. Posteriormente, se
han identificado otros reordenamientos de MYC con las cadenas pesadas o
ligeras de las inmunoglobulinas en otras neoplasias linfoides, las cuales se
130,131 Sin

asocian generalmente a un comportamiento clinico agresivo.

embargo la translocacion de MYC por si misma no tiene capacidad para
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originar un linfoma, lo que se apoya por el hecho de que en individuos sanos
dicha translocacion puede hallarse presente, indicando que por si misma no es

suficiente para desencadenar el proceso de linfomagénesis.*****

La expresion de MYC en células B normales estd controlada de forma muy
estricta. En las fases iniciales de la formacion del centro germinal, MYC se
expresa en células B tras su interaccidon con antigenos y células T, siendo
esencial para el desarrollo del centro germinal, pero es rapidamente reprimido
por BCL6. MYC es activado nuevamente en una pequefa poblacion de células
B de la zona clara, que se caracteriza por la represiéon de BCLS6, la activacion
de NFkB y la expresion de IRF4. Las células B MYC negativas de la zona clara
migraran del centro germinal para diferenciarse en células de memoria B, 0 en
células plasméticas. La expresion de BLIMP1 en estas células reprime MYC e

inicia el programa de diferenciacién plasmocelular.'***3°

Paradéjicamente, muchos linfomas con alteraciones de MYC se originan de
células que normalmente no expresan MYC, lo que sugiere que estos tumores
necesitan desarrollar mecanismos oncogénicos adicionales para superar los
mecanismos reguladores de MYC y su funcién proapoptética.’** Ademas del
linfoma de Burkitt, las alteraciones del gen MYC se han detectado en otros
linfomas agresivos como el DLBCL, el linfoma B con rasgos intermedios entre
linfoma difuso de células grandes y linfoma de Burkitt, los linfomas agresivos
“doble o triple hit”, el linfoma plasmablastico y el linfoma B de células grandes
Alk-positivo. Los mecanismos oncogénicos que activan MYC incluyen
ganancias y amplificaciones de 8924, translocaciones que yuxtaponen MYC al

locus de las inmunoglobulinas y mutaciones puntuales.*®

Las alteraciones de MYC en linfomas de bajo grado son poco frecuentes, y se
asocian, al igual que ocurre con los linfomas de células grandes, a una
transformacion agresiva del linfoma.****%2 En la CLL, la desregulacién de MYC

se encuentra en un 26% de los sindromes de Richter.'%?

Independientemente de las alteraciones que afectan al oncogén MYC,
podemos encontrar expresion de la proteina en linfomas de bajo grado sin que
se halle asociada a alteraciones genéticas. En los ganglios de pacientes con

CLL se ha observado que existe una expresion proteica de MYC, y que ésta
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tiende a localizarse en los centros de proliferacion.?>**'4* Esta expresion
también ha sido demostrada mediante perfiles de expresion génica.'* Es
posible que la sobreexpresion de la proteina no sea debida a aberraciones
genéticas, tales como amplificaciones, ganancias o reordenamientos del gen,
sino que resulte de la induccion de alteraciones de genes que se hallan en la
via molecular de MYC por encima del mismo.'*® La relacién entre la expresion
de MYC en centros de proliferacion y el riesgo de transformacion a DLBCL no

ha sido investigada.

2.4 Impacto de las mutaciones de NOTCH en la progresiéon ylo

transformacion de los linfomas

NOTCH1 codifica una proteina transmembrana de clase | que sirve como un
factor de transcripcion que regula la diferenciacion celular, proliferacion y
apoptosis. La familia de receptores NOTCH consta de cuatro proteinas
transmembrana, que tienen un dominio extracelular de union al ligando y un
dominio intracelular responsable de la sefializacion.**” En condiciones de
reposo, el receptor es un complejo heterodimérico compuesto de dos
fragmentos: el dominio extracelular (NEC), que actia como el receptor de
ligandos y por lo general se expresa en la superficie de otras células, y un
componente transmembrana e intracelular (NTM) que actia como mediador de
la sefial una vez que se libera a partir del componente NEC por la activacion
del receptor. Estos dos fragmentos se estabilizan por el dominio de
heterodimerizacion (HD), compuesto por los fragmentos C -terminal de la NEC
y el N -terminal de la NTM. La union del ligando al componente NEC inicial
desencadena una escision proteolitica catalizada por una metaloproteinasa en
el HD. Esta escision genera una molécula truncada unida a la membrana
(Figura 10).'*

La activacion de NOTCH tiene un papel importante en el desarrollo de las
células T normales. Se han identificado mutaciones somaticas en el 60% de los
pacientes con leucemia aguda linfoblastica T. Muchas de las mutaciones en
esta leucemia afectan al dominio HD o al dominio PEST. EIl significado

biologico de estas dos mutaciones es diferente. Las mutaciones en el dominio
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HD generan una activacion del receptor con un potencial oncogénico
importante. Las mutaciones en el dominio PEST generan un coddén prematuro
de “stop”, que trunca la proteina, la hace mas estable y se acumula en las

células tumorales.

La mayoria de mutaciones en NOTCH detectadas en CLL ocurre en el dominio
de transactivacion (TAD) o en el dominio PEST, y generan una proteina
truncada mas estable que se sobreexpresa en la célula. En la CLL, un 85% de
las mutaciones de NOTCH1 ocurren en el dominio PEST.®’ Recientemente se
han identificado nuevas mutaciones que afectan a una region no codificante
3'UTR del exdn 34. Estas mutaciones producen un splicing anémalo del mRNA
dando lugar a una proteina sin el dominio PEST, estabilizando la proteina al

igual que ocurre con las mutaciones en el dominio PEST.**

: W~

EGF LHR HD \ ANK TAD PEST

Componente extracelular (HEC) Componentetransmenbrana e
intracelular (NTM)

FIGURA 10: Representacion esquematica del gen NOTCH1

La asociacion de las mutaciones de NOTCHL1 en los dominios TAD y PEST es
relevante porque actuan sinérgicamente activando la via de sefializacion de
NOTCHL1, y estan asociadas a una forma méas agresiva de la enfermedad.™ El
potencial oncogénico de las mutaciones de NOTCH1 y sus consecuencias en
los pacientes con CLL no se hallan completamente establecidos. La
estimulacién de células de CLL por ligandos de NOTCH aumentan la activacion
de la via de NFkB y la supervivencia celular, mientras que la inhibicién de la
sefalizacion de NOTCH acelera la apoptosis espontanea de las células de
CLL, sugiriendo que NOTCH juega un papel manteniendo la supervivencia de

estas células neoplasicas.™*
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Algunos estudios han descrito el impacto pronostico de las mutaciones de
NOTCH1 y su asociacion con otras variables clinico-biolégicas, en la CLL.
Estas ocurren mas frecuentemente en CLL con IGHV no mutado y alta
expresion de ZAP70 o CD38. Los pacientes se presentan ademas con estadios
de Rai y Binet avanzados, y niveles elevados de LDH y B2-microglobulina. Los
pacientes de CLL con mutaciones en NOTCH1 suelen tener menos
frecuentemente deleciones del brazo largo del cromosoma 13, y presentan con
una mayor frecuencia trisomia del cromosoma 12.%71°%%%* Esta asociacion
entre mutacion de NOTCH1 y parametros asociados a un  prondstico
desfavorable en la CLL se ve reflejada en una disminucién de la supervivencia
global y de la supervivencia libre de progresion. Ademds, estos pacientes
requieren tratamiento mas frecuentemente y mas precozmente que los

pacientes que no tienen la mutacion de este gen.'*%*>*

Ademas de asociarse a factores de mal prondéstico, la mutacién de NOTCHL1 se
ha asociado en la CLL con la transformaciéon a un DLBCL o sindrome de
Richter. Los pacientes con la mutacion evolucionan a un sindrome de Richter
mas frecuentemente y mas rapidamente que los pacientes no mutados (31%
en NOTCH1 mutado vs 6% en NOTCH1 no-mutado). La mayoria de estos

linfomas agresivos estan clonalmente relacionados con la CLL de base.® %215

Ademas de la CLL, las mutaciones en el gen NOTCH también se han
identificado en otros linfomas B. En el linffoma de células del manto se ha
demostrado la mutacibn de NOTCH1 en una pequefia proporcion de
pacientes.!* Al igual que en CLL, la mutacién de NOTCH1 se asocia a un curso
mas agresivo con una disminucion de la supervivencia global en este linfoma.
En el linfoma esplénico de la zona marginal se han identificado mutaciones
recurrentes en NOTCH2. El impacto pronéstico de la mutacién de NOTCH2 en
este linfoma esplénico es controvertido, aunque parece que los estudios mas
recientes indican que esta mutacion, similar al efecto de la mutacién en

NOTCH1, comporta un prondstico mas desfavorable,**921%2
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HIPOTESIS

La progresion y/o transformacion histolégica de un linfoma indolente de bajo
grado a un linfoma de alto grado es una caracteristica que ocurre con una
frecuencia que oscila entre el 5y el 25% Yy claramente comporta un prondstico
desfavorable. El curso clinico de estos pacientes es agresivo con necesidad de
tratamiento activo e intensivo similar al de los linfomas de alto grado. La forma
mas frecuente de transformacion de la CLL o el FL es la de un linfoma difuso
de células grandes. Sin embargo, existen transformaciones a formas
histologicas poco frecuentes y escasamente documentadas tales como la
transformacién plasmablastica. Al igual que en los linfomas plasmablasticos
gue se manifiestan de entrada sin una fase previa de linfoma indolente, la
hipotesis del primer trabajo plantea que las alteraciones citogenéticas
subyacentes en este tipo de transformacién que acontece en linfomas de bajo
grado podrian implicar al gen MYC en su desarrollo. Si ello ocurriera, permitiria
identificar un subtipo de transformacién posiblemente mas agresiva y que
podria requerir un planteamiento terapéutico diferente al clasico utilizado para
tratar la forma de transformacion mas frecuente, es decir un DLBCL.

Los estudios de secuenciacion masiva en algunos linfomas como la CLL estan
aportando datos relevantes sobre mutaciones en genes que tienen también un
impacto prondstico en el curso clinico del paciente. NOTCH1 es uno de estos
nuevos genes mutados, que aungue ya se conocia previamente en la leucemia
linfoblastica T, parece asociarse a un curso agresivo en la CLL y MCL. La
hipotesis planteada en el segundo trabajo consistié en que al igual que la CLL y
el MCL, podrian existir mutaciones en NOTCH1 o NOTCH2 en el linfoma
folicular, que podrian conferir un peor prondstico o0 un mayor riesgo de
transformacion a linfoma difuso de células grandes en este linfoma. La
identificacion de estas mutaciones, permitiria demostrar que las mutaciones de
NOTCH son un mecanismo que de hecho comparten o es comun en una
variedad de linfomas de bajo grado, y permitiria elucidar hasta cierto punto los

mecanismos de transformacion en el linfoma folicular.

El tercer trabajo se centr6 en un linfoma de bajo grado pobremente

caracterizado, el linfoma esplénico difuso de la pulpa roja o SDRPL. Este
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linfoma es muy poco frecuente, existen muy pocas series publicadas y hay
cierta controversia sobre los criterios diagnésticos y su relacion con el SMZL o
la tricoleucemia variante. Ademdas, no existe ningun estudio que haya
investigado la presencia de mutaciones en genes involucrados en otros
linfomas B de bajo grado y la informacion sobre la progresion a un curso
agresivo es muy escasa. La hipétesis de este trabajo es que el SDRPL
probablemente presenta mutaciones en genes o alteraciones cromosomicas
que se hallan implicados en linfomagénesis, particularmente en linfomas de
bajo grado primariamente esplénicos como el SMZL. La informacién de
alteraciones cromosémicas en SDRPL es limitada y dado que el estudio
histoldgico del bazo es en estos momentos imprescindible para el diagndstico
de este linfoma es posible que algunas series publicadas anteriormente
pudieran haber incluido casos de SMZL o linfoma linfoplasmacitico al no
considerar las caracteristicas histolégicas como criterio. En el tercer trabajo se
analizan las alteraciones cromosémicas y mutaciones de genes en una serie de
pacientes con SDRPL en los que el diagnostico se bas6é en la histologia

esplénica.
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OBJETIVOS

Primer trabajo:

- Caracterizar los rasgos histologicos e inmunohistoquimicos de la
transformacion plasmablastica en la leucemia linfatica cronica (CLL) y

linfoma folicular (FL).

- Estudiar las alteraciones citogenéticas presentes en la transformacion

plasmablastica y con especial énfasis el estado de gen MYC.
Segundo Trabajo:

- Establecer la presencia y frecuencia de las mutaciones de los genes
NOTCH1 y NOTCH2 en el FL.

- Correlacionar las caracteristicas histologicas de los FL con y sin las
mutaciones de NOTCH.

- Analizar la evolucion clinica de los pacientes con mutaciones de NOTCH

y el papel que poseen en la progresion y transformacion del FL.
Tercer Trabajo:

- Caracterizar de manera detallada las caracteristicas histoldgicas e
inmunohistoquimicas del linfoma esplénico difuso de la pulpa roja
(SDRPL).

- Estudiar la presencia de mutaciones en BRAF, MAP2K1, MYDS88,
NOTCH1, NOTCH2, SF3B1 y TP53 en SDRPL, que son genes que

también se encuentran mutados en otros linfomas de bajo grado.

- Estudiar las alteraciones citogenéticas presentes en SDRPL mediante

cariotipo, FISH o arrays de copy number.

- Analizar la evolucion clinica de los pacientes con SDRPL vy
correlacionarla con las alteraciones citogenéticas y moleculares

halladas.
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RESULTADOS

Primer Trabajo
Resumen

La transformacion histologica de los linfomas de bajo grado a linfoma difuso de
células grandes esta asociada a un pronostico desfavorable. Aunque la
diferenciacion plasmocelular es comun en estos linfomas, la transformacion
plasmablastica (PBL-T) es un fendbmeno pobremente documentado . En este
trabajo hemos descrito 6 casos de PBL-T que ocurren en tres pacientes con

leucemia linfatica crénica (CLL) y en tres con linfoma folicular (FL).

Cinco pacientes eran hombres, y la edad media fue de 65 afios (rango, 52 a 72

afos). Ninguno de ellos tenia historia previa de inmunodeficiencia.

En tres casos la PBL-T ocurrio entre 34 y 85 meses tras el diagnostico inicial, y
en los otros tres, la transformacion se diagnosticd simultaneamente con el
linfoma de bajo grado. Todos los pacientes recibieron quimioterapia tras la
transformacién, y cuatro de ellos fallecieron entre 4 y 24 meses tras el
diagnéstico. En tres casos la PBL-T se manifestd en una regién extranodal.
Desde el punto de vista histologico, todos los PBL-T tenian una morfologia
inmunoblastica, con presencia concomitante en el tejido de células plasmaticas,
que eran CD20 y PAXS5 negativas, expresaban cadena ligera lambda, y cinco
eran positivos para CD138. Todos los casos eran negativos para el virus HHVS,
y solo en uno de los casos las células plasmabléasticas fueron positivas para el
virus de Epstein-Barr mediante técnicas de hibridacién in situ del RNA de este
virus . En cinco pacientes se demostro la relacion clonal entre el componente
de linfoma de bajo grado y la PBL-T mediante citogenética. En dos casos de
CLL, ambos componentes tenian deleciones de 13q, y en todos los casos de
FL, ambos componentes presentaban la translocacion t(14;18). En dos casos
transformados de CLL se identificaron translocaciones del gen MYC con la IGH
(1(8;14)).

La transformacion plasmablastica expande el espectro clinico-patoldgico de la

transformacién de los linfomas B de bajo grado. Estos tumores transformados
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son clinica, histolégica y fenotipicamente similares a los linfomas
plasmablasticos primarios. Sin embargo, a diferencia de estos ultimos, los PBL
que resultan de la transformacién en linfomas de bajo grado no se asocian con
un estado de inmunosupresion y/o infeccion por el virus de Epstein-Barr y en el

linfoma folicular, no manifiestan alteraciones en el gen MYC.
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B-cell Lymphomas

Report on 6 Cases

Daniel Martinez, MD,* Alexandra Valera, BSc,* Nhora Silva Perez, MD,t
Luz Fernanda Sua Villegas, MD,{ Blanca Gonzalez-Farre, MD,* Carla Sole, BSc,*
Eva Gine, MD, PhD,* Armando Lopez-Guillermo, MD, PhD,* Gaél Roue, PhD,*
Salome Martinez, MD,} Francesc Sant, MD,§ Krzysztof Warzocha, MD,| Tadeusz Robak, MD,
Magdalena Czader, MD# Neus Villamor, MD, PhD,* Lluis Colomo, MD, PhD,*
Elias Campo, MD, PhD,* and Antonio Martinez, MD, PhD*

Abstract: Histologic transformation of low-grade B-cell lym-
phoma to diffuse large B-cell lymphoma is associated with poor
prognosis. Although plasma cell differentiation is common in
these lymphomas, an overt plasmablastic transformation (PBL-
T) has been only rarely reported. We report 6 cases of PBL-T
occurring in 3 chronic lymphocytic leukemias (CLL) and 3
follicular lymphomas. Five patients were men, and the mean age
was 65 years (range, 52 to 72y). None of them had history of
immunodeficiency. In 3 cases the PBL-T occurred 34 to 85
months after the initial diagnosis, and in 3 it was detected si-
multaneously with the small cell component at diagnosis. All
patients received chemotherapy after transformation, and 4 died
4 to 24 months after this diagnosis. In 3 cases, PBL-T occurred
in an extranodal site. All PBL-Ts had immunoblastic mor-
phology with admixed plasma cells, were CD20 and PAXS
negative, expressed A light chain, and 5 were CD138 positive. All
cases were negative for HHVS, and only 1 PBL-T was Epstein-
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Barr virus positive. Evidence of a clonal relationship between
the small cell and PBL-T components was found in 5 cases. In 2
CLL cases, both components had 13q deletions, and in all fol-
licular lymphoma cases both components harbored the t(14;18)
translocation. MYC translocations were observed in 2 cases
transformed from a CLL. In conclusion, PBL-T expands the
clinicopathologic spectrum of the transformation of low-grade
B-cell lymphomas. These transformed tumors are clinically,
histologically, and phenotypically similar to primary plasma-
blastic lymphomas, but they are not associated with im-
munodeficiency and rarely have Epstein-Barr virus infection or
MYC alterations.

Key Words: plasmablastic lymphoma, Richter syndrome, fol-
licular lymphoma, chronic lymphocytic leukemia/small lym-
phocytic lymphoma, MYC, BCL2, plasma cell differentiation

(Am J Surg Pathol 2013;37:272-281)

Low-grade B-cell lymphomas may transform into a
more aggressive lymphoma, usually a diffuse large
B-cell lymphoma. This evolution occurs in 2% to 8% of
patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL) and
25% to 35% with follicular lymphoma (FL).! Trans-
formation to a high-grade lymphoma with Burkitt fea-
tures or blastoid transformation has been reported
occasionally.>4 Even when the transformed tumor is
clonally related to the original lymphoma, the phenotype
may differ, and the transformed tumor may exhibit dif-
ferenlt phenotypic features and a higher proliferation
rate.

Plasma cell differentiation is a relatively common
event in low-grade B-cell non-Hodgkin lymphoma as part
of the cytologic spectrum of the disease, as in lympho-
plasmacytic lymphoma or marginal zone lymphoma.
Some cases of FLs may also have a clonally related
plasma cell component.”® These encompass cases of
“classic” FLs, usually with BCL2 translocations that
show postfollicular maturation to plasma cells mostly

Am | Surg Pathol * Volume 37, Number 2, February 2013

40



Am | Surg Pathol * Volume 37, Number 2, February 2013

PBL-T of Low-grade B-cell Lymphomas

with an interfollicular distribution.!® Similarly, plasma
cell differentiation is observed in occasional cases of
mantle cell lymphoma and CLL. In CLL, plasma cell
differentiation may occur in vitro, after 12-O-tetradeca-
noylphorbol-13-acetate stimulation,!!"!5 and in vivo, re-
lated to chromosomal abnormalities like 1p36 alterations
or associated with additional copies of 3q.!%17 The bio-
logical meaning of plasma cell differentiation is unknown,
although recent studies in vitro had shown that it may be
related to resistance to new therapeutic agents in mantle
cell lymphoma.!®

Unlike plasma cell differentiation, an overt ag-
gressive plasmablastic transformation (PBL-T) in the
context of small B-cell lymphomas has been only rarely
reported.!®23 A plasmablastic phenotype is characteristic
of plasmablastic lymphoma (PBL), a very aggressive
disease mainly presentinﬁ in extranodal sites associated
with immunodeficiency." A plasmablastic morphology
and phenotype may be observed in other specific subtypes
of large B-cell lymphoma and occasional cases of multiple
myeloma.?*3! Whether the PBL-T of a low-grade B-cell
non-Hodgkin lymphoma may mimic clinically, histologi-
cally, and biologically primary PBL has not been exam-
ined before.

Here we study 6 cases of low-grade B-cell lymphomas
that had a PBL-T. This type of evolution exhibits unique
clinicopathologic features and expands the histologic
spectrum of transformation of small B-cell neoplasms.

MATERIALS AND METHODS

Samples and Patients

Six cases of PBL-T in the context of low-grade B-
cell lymphomas were identified in the files of the
contributing institutions over a period of 20 years. The
original small cell lymphoid neoplasms were CLL in 3
cases and FL in 3. One case was previously reported in
part (case 3).22 Formalin-fixed and paraffin-embedded
tissue was available in all cases. This study was approved
by the Intramural Research Boards of the participating
institutions when required. Clinical information was re-
trieved from the files and included age at diagnosis, pre-
senting symptoms, performance status, clinical stage of
disease, serology, bone lesions, monoclonal component,
time to transformation, treatments, and follow-up.

Immunohistochemistry and In Situ
Hybridization

Immunohistochemical studies were carried out with
a panel of monoclonal and polyclonal antibodies reactive
in paraffin-embedded tissue sections (Supplemental Table 1,
http://links.lww.com/PAS/A157) using a peroxidase-
labeled detection system, standard antigen retrieval proto-
cols, and an automated immunostainer BenchMark XT
(Ventana Medical System, Tucson, AZ), Autostainer PT-
Link (Dako, Copenhagen, Denmark) or BondMax (Leica
Microsystems, GmbH, Wetzlar, Germany). Epstein-Barr
virus (EBV) was detected using in situ hybridization with
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EBV-encoded RNA (EBER) probes (Inform EBER, Ventana
Medical Systems).

IgH Gene Rearrangements and Mutational
Analysis

Genomic DNA was extracted from formalin-fixed,
paraffin-embedded or frozen tissue sections by using the
QIAamp DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Germany). For
IGHYV gene rearrangement, purifitd DNA was polymer-
ase chain reaction amplified using primers to framework
regions 1 and 3 (FR-1 and FR-3) and the JH regions of
the immunoglobulin heavy-chain gene (IgH-polymerase
chain reaction), using the BIOMED2 protocol.’? The
mutational status of the IGHV was analyzed in case 1,
following protocols described elsewhere.3?

Conventional Cytogenetics

Conventional cytogenetics were available in 3 cases,
1 of them (case 3) published earlier, and the studies were
carried out as described.??

Fluorescence “In Situ” Hybridization
Fluorescence in situ hybridization (FISH) was per-
formed on 3- to 4-pum-thick sections of formalin-fixed
paraffin-embedded tissues, using dual-color break-apart
probes specific for the following loci: M YC (8q24), BCL2
(18g21), and BCL6 (3q26) (Abbott Molecular, IL). In
those cases in which MYC or BCL2 was rearranged and
there was available material, we carried out additional
analysis to determine whether IgH was the partner of
MYC and/or BCL2, using dual-color dual-fusion probes:
MYC/IGH/CEP8 and IGH/BCL2 (Abbott Molecular).
To study the commonest copy number alterations de-
tected by FISH in CLL, the following panel of specific
loci probes was used: 11q22 (ATM), 13q14 (D13S319)/
13q34, 17pl3.1 (TP53), and the centromeric region of
chromosome 12 (Abbott Molecular).3* The FISH ex-
periments were carried out as described elsewhere.?’

RESULTS

Plasmablastic Transformation in Chronic
Lymphocytic Leukemia
Clinical Features

Three patients diagnosed with a CLL developed a
PBL-T. Two were men and 1 was a woman, and the mean
age was 60 years (range, 52 to 70y) (Table 1). None of
patients had personal or family history of immuno-
deficiency, and none of them received immuno-
suppressors. The serologies for human immunodeficiency
virus, EBV, cytomegalovirus, and herpes simplex virus
were negative in all patients. In 2 cases, the reason for the
biopsy was the clinical suspicion of transformation during
the evolution of the disease. In these 2 cases, the PBL-T
occurred in an extranodal site (subcutaneous and man-
dibular) 47 and 85 months after the initial diagnosis of
CLL. The third patient (case 1) was investigated for
lymphocytosis, thrombocytopenia, and a painful large
mesenteric mass. A mesenteric lymph node was obtained
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TABLE 1. Clinical Features

Case #1 CLL #2 CLL #3 CLL #4 FL #5 FL #6 FL

Age 70 52 57 67 70 72

Sex Male Male Female Male Male Male

Time 0 85mo 47mo 0 0 34mo

Biopsy site LN, mesenteric ~ Subcutaneous tissue ~ Mandibular LN, right inguinal Jejunum LN, laterocervical

Bone marrow involvement Yest Yest Yest Yest — Yest

Stage IV-B IV-A IV-B v IE v

ECOG=>2 Yes Yes No Yes — No

High LDH Yes No Yes — e No

Bone lesion No Yes No Yes — No

M component IgM-A A K, A No No No

HIV Negative Negative Negative Negative Negative Negative

Prior treatment No Cysplatin 2-CdA} No No No

Etoposide*

Treatment R-CHOP x 2 R-CHOP x 6 VADx 1 R-CHOP x 6 R-CHOP R-CHOP x 3

CHOPx 3 ESHAP x4 GEMOX
Auto-BMT
Follow-up 4mo DwD 24 mo DwoD 6mo DwD 20mo DwoD 24mo AwoD 3mo AwoD

*For incidental seminoma.
1By low-grade lymphoma without evidence of involvement by the PBL-T.
tRobak et al.??

2-CdA indicates 2-chloro-2-deoxyadenosine cladribine; AwoD, alive without disease; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; DwD, died with disease; DwoD,
died without disease; HIV, human immunodeficiency virus; LDH, lactate dehydrogenase; LN, lymph node.

and demonstrated simultaneous infiltration by the small
lymphocytic lymphoma and the PBL-T. Two patients had
B-symptoms and high levels of lactate dehydrogenase
(cases 1 and 3). Only 1 patient developed bone lesions in
ribs and the humeral bone (case 2). Two CLL cases had a
A monoclonal component in serum (cases 1 and 2). In case
3, immunoelectrophoresis showed a double monoclonal
component in serum and urine as k and A-free chains,
whereas the total serum immunoglobulin levels were
normal. At the time of transformation, all patients had
bone marrow infiltration by CLL but not by the high-
grade tumor. Two patients (cases 2 and 3) received che-
motherapy before the transformation. One of them re-
ceived cysplatin and etoposide for an incidental
seminoma, and the other received 6 cycles of 2-chloro-2-
deoxyadenosine cladribine because of disease pro-
gression. After transformation, 2 patients received ritux-
imab, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and
prednisone (R-CHOP) (2 cycles in case 1, and 6 cycles in
case 2). One patient (case 3) received 1 cycle of vincristine,
doxorubicin, and dexamethasone (VAD), followed by a
salvage therapy of 3 cycles of CHOP with poor response.
All patients died 4 to 24 months after the diagnosis of the
transformation. The cause of death was related to the
disease in cases 1 and 3.

Histologic, Immunophenotypical, and Molecular
Features

The main immunophenotypical characteristics of
the initial CLL and transformed tumors are summarized
in Table 2. All 3 cases had a conventional CLL im-
munophenotype in peripheral blood with CD20%™ and
coexpression of CDS and CD23. Two cases showed A and
1 k light-chain restriction. Cases 1 and 2 had bright CD38
expression by flow cytometry and high ZAP70+ ex-
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pression by immunohistochemistry. All patients had bone
marrow involvement by CLL with a diffuse pattern in
case 1 and interstitial in case 2. In case 3 no trephine
biopsy was performed, but the bone marrow aspirate
demonstrated 80% of atypical lymphocytes with a CLL
cytology and phenotype.

The high-grade transformation had predominant
immunoblastic morphology with admixed plasma cells
and a plasmablastic phenotype negative for CD20 and
PAXS but positive for CD138 (Figs. 1G-J). In cases 1 and
3, residual CLL cells were intermingled in some areas with
the PBL-T component. In all cases the high-grade lym-
phoma was strongly positive for Blimpl and IRF4
(Fig. 1K) and exhibited strong nuclear expression of
XBP1. IRF8 was weakly positive in all CLLs and neg-
ative in all transformed tumors. All large cells had a
strong cytoplasmic A light-chain expression, and in cases
1 and 2 the same light-chain expression was also found in
the CLLs (Figs. 1F, L), whereas the CLL in case 3 ex-
pressed x light chain.

All cases were negative for HHV8, and 2 (cases 1
and 3) were also negative for EBV by in situ hybridization
for EBER genes (EBERI and 2). The EBV-positive PBL-
T of case 2 showed intense expression of EBER but was
negative for LMP1 and EBNA2 genes.

Genetic Features

The main genetic features of CLL cases and trans-
formed tumors are summarized in Table 3 and in Sup-
plemental Table 2 (http://links.lww.com/PAS/A158). In
case 1 the transformed tumor exhibits an immunoglobulin
heavy-chain gene rearrangement of the same size as that
of the CLL suggesting a clonal relationship between the 2
components. This was confirmed by sequencing of the
IGHV rearranged gene in case 1, and both the CLL and
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TABLE 2. Immunophenotypical Features

#1 CLL #2 CLL

#3 CLL

#4 FL #5 FL #6 FL

CLL PBL-T CLL PBL-T CLL

PBL-T FL

PBL-T FL PBL-T FL PBL-T
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PBL-T tumor displayed unmutated immunoglobulin
genes. This case shows the same monoclonal peak of IgH
rearrangement that was observed in the CLL in bone
marrow and peripheral blood, and in the microdissected
areas of pure plasmablastic tumor suggesting a clonal
relationship between these 2 processes (Supplemental
Fig. 1, http://links.lww.com/PAS/A155). Case 3 could not
be investigated.

Two CLL cases had deletion of 13q14.3 (cases 1 and
2), and 1 of them (case 1) also had a deletion of 11q22
(ATM), both of which are recurrent alterations described
in CLL. Case 1 also presented alterations in chromo-
somes 9, 12q, and 1q, and case 2 had a complex trans-
location t(1;6;18)(p32;p21.3;p11.2), both in the CLL
component. Case 3 had deletion of 1p21 and 6ql3. This
case also showed a hyperdiploid karyotype (69 to 75
chromosomes) with duplication of chromosomes 1, 2, 6,
and 11 to 15. In cases 1 and 2, the same genetic alterations
present in the CLL, the deletion of 13q14.3 and deletion
of 11g22, were also found in the transformed component,
suggesting an evolution of the same clone. In the PBL-T
component, but not in CLL, gains of BCL6 were ob-
served in all cases and gains of BCL2 in 2 of them. The
t(8;14) translocation was demonstrated in the plasma-
blastic cells but not in the CLL cells (Figs. 3A, B) in 2 of
the 3 cases (cases 1 and 3).

Plasmablastic Transformation in Follicular
Lymphoma
Clinical Features

All patients were men with a median age of 70 years
(range, 67 to 72y) (Table 1). In 2 cases, the low-grade and
the transformed component were simultaneously identi-
fied at diagnosis (cases 4 and 5), whereas in case 6 the
transformation occurred 34 months after the initial di-
agnosis. None of the patients were immunosuppressed,
and serologies for human immunodeficiency virus, EBV,
cytomegalovirus, and herpes simplex virus were negative
in all patients. In 2 patients the bone marrow was biop-
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sied and showed infiltration by FL but not by the high-
grade tumor. In 1 case, the transformation occurred in an
extranodal site, in the jejunum, although on computed
tomography scanning it was observed that some mesen-
teric lymph nodes also appeared to be involved (case 5).
Case 4 also developed multiple lytic bone lesions, and case
6 presented thoracoabdominal lymph node involvement
and splenomegaly.

All patients received chemotherapy with CHOP and
rituximab achieving a complete remission. Patient 4 re-
lapsed 1 year later. A salvage therapy with 4 cycles of
etoposide, prednisolone, cytarabine, and cisplatin
(ESHAP) was performed, and the patient underwent
autologous bone marrow transplantation and died 20
months after diagnosis without evidence of the disease.
Case 6 relapsed 2 years after the initial diagnosis of FL
and received a second line of treatment with gemcitabine
and oxaliplatin achieving complete remission. The trans-
formed tumor was diagnosed 34 months after the initial
FL. This patient received 20 cycles of radiotherapy and is
alive without evidence of disease 10 months after trans-
formation. The remaining patient (case 5) is still alive
without evidence of the disease after 24 months of follow-

up.

Histologic, Immunophenotypical, and Molecular
Features

The main immunophenotypical characteristics of
the tumors are summarized in Table 2. All FLs had
prominent interfollicular mature plasma cells that were A
light-chain restricted. The FLs were strongly positive for
CD20, PAXS, CD10, BCL6, and BCL2 (Figs. 2A-C). All
cases expressed the germinal center—related transcription
factor IRF8 but were negative for CD138 and IRF4
(Figs. 2A-E). All FLs expressed cytoplasmic A light chain
(Fig. 2F). In case 4, a high-grade FL (grade 3b) compo-
nent was found near the diffuse transformed tumor.

The PBL-T had predominant large centroblastic
and immunoblastic cytology and exhibited a plasma-
blastic phenotype, all being CD20 and PAXS5 negative
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FIGURE 1. Case 1: CLL with PBL-T. A, Lymph node involvement by a diffuse infiltrate of small atypical lymphocytes (hematoxylin
and eosin). The neoplastic CLL cells are positive for (B) CD20 and (C) PAXS. The plasma cell-associated markers (D) 138 and (E)
IRF4/MUM1 were negative. F, Tumor cells exhibit cytoplasmic A light-chain expression (lower panel) being negative for k (upper
panel). G, The PBL-T is composed of large atypical immunoblasts (hematoxylin and eosin), negative for (H) CD20 and (l) PAXS.
The plasma cell markers (J) CD138 and (K) IRF4/MUM1 are expressed in the atypical large cells with strong (L) A light-chain
expression (lower panel) being negative for k (upper panel).
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TABLE 3. Cytogenetic Alterations

#1 CLL #2 CLL #3 CLL #4 FL #5 FL #6 FL

CLL PBL-T CLL PBL-T CLL PBL-T FL PBL-T FL PBL-T FL PBL-T
Cepl2 Normal Normal Normal Normal Normal Gains NE NE NE NE Normal Normal
13q del del 13q14.3  del del Gains Gains NE NE NE NE Normal Normal

13q14.3 13q14.3 13q14.3
ATM del del 11g22 Normal Normal Gains Gains Normal Normal Normal Normal Normal Normal

11q22
P53 Normal Normal Normal Normal Gains Gains Normal Normal Normal Normal Normal Normal
MYC Normal Rearranged Normal Normal Normal Rearranged Normal Normal Normal Normal Normal Normal
BCL2 NE Gains Normal Normal Normal Gains Rearranged Rearranged Rearranged Rearranged Rearranged Rearranged
BCL6 NE Gains  Normal Gains Normal  Gains Normal Normal Normal Normal Normal Normal

NE indicates not evaluable.

and 2 of 3 being CD138 positive (Figs. 2G-J). In all cases,
the PBL-T component was positive for Blimpl and IRF4
(Fig. 2K) and showed intense nuclear expression of XBP1
with strong cytoplasmic A light-chain expression (Fig. 2L).
All cases were negative for EBV and HHVS.

Genetic Features in Follicular Lymphoma

In all cases, both components, the FL and the PBL-
T tumor, harbored the t(14;18) (Figs. 3C, D). No M YC or
BCL6 rearrangements were found. None of the cases had
deletions of 17p13.1 or 11g22.

In 2 cases with available DNA, the study of IGHV
gene showed a monoclonal rearrangement in the FR-3
region in 1 case (case 4) and a polyclonal pattern in the
other (case 6). The DNA quality did not allow studying
FR-2 or FR-1 regions. In the clonal case, the same
monoclonal peak was found both in the FL and in the
microdissected PBL-T (Supplemental Fig. 2, http://links.
Iww.com/PAS/A156).

DISCUSSION

We report 6 unique cases of low-grade B-cell lym-
phomas, 3 CLLs and 3 FLs that had a PBL-T either at the
initial diagnosis or in the evolution of the disease. The
transformed component of all cases showed similar
plasmablastic morphologic and phenotypic features. In
the 5 cases analyzed, the same clonal genetic alterations
were found in the low-grade lymphoma and in the plas-
mablastic tumor suggesting a true transformation from
the original lymphoma.

PBL is an uncommon neoplasm associated mostly
with immunodeficiency and EBV infection.253637 A
plasmablastic phenotype defined by the expression of
plasma cell markers such as CDI138, CD38, PRDMI1/
Blimpl, or nuclear XBP13® and lacking mature B-cell
antigens such as CD20 and PAXS is mainly found in
PBLs and infrequently in other aggressive B-cell tu-
mors.2838 Nevertheless, PBL-T of low-grade B-cell lym-
phomas has been rarely reported. Four cases of PBL-T in
CLL!92"23 and 1 in FL? have been described. In all
cases, the transformation arose in extranodal sites. One
CLL evolved to a plasmablastic tumor associated with
EBV infection.!? This patient received chemotherapy be-
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cause of CLL progression (6 cycles of fludarabine). Only 1
patient in our series developed an EBV-positive trans-
formed tumor. This patient also received chemotherapy
(cysplatin and etoposide) for an incidental seminoma.
One previously published case was associated with
HHV8.22 Although no immunodeficiency was stated in
this case, the HHV8-positive plasmablastic tumor will
now rather be classified within the current World Health
Organization classification as a solid variant of primary
effusion lymphoma.! None of our cases showed HHVS
infection. All previously reported cases died 1 to 9 months
after transformation (mean 5 mo). In our series, 2 patients
are still alive at the last follow-up (3 to 24 mo) with no
evidence of disease.

Among the 4 previously published PBL-Ts of CLL-
transformed patients, only 2 cases were probably clonally
related, because both tumors exhibited the same light-
chain restriction, although molecular studies for im-
munoglobulin gene rearrangements were not performed.
Two PBL-T tumors in our series were clonally related by
light-chain expression, but only in 1 case immunoglobulin
gene rearrangement could be studied. This case displayed
unmutated immunoglobulin gene in both tumors. Un-
mutated CLL tended to transform to a clonally related
high-grade lymphoma.’*#? Unmutated inmunoglobulin
genes are also found in 60% of primary PBLs.** Two of 3
CLLs and PBL-T tumors displayed deletions of 13q14.3,
which are also found in up to 17% of conventional
Richter syndrome.** BCL6 gains were found in all PBL-T
tumors evolving from CLL. This is an infrequent genomic
alteration found in rare cases of conventional trans-
formation to a diffuse large B-cell lymphoma* but in up
to 40% of primary PBLs associated with other copy
number alterations.?> Therefore this finding might be due
to the presence of an underlying hyperploidy karyotype.
None of the FL cases exhibited BCL6 alterations. All our
FL cases transformed to a probably clonally related
plasmablastic tumor, as both components exhibited the
same light-chain expression and carried the t(14;18)
translocation, as also proven in a previous case re-
ported.?’ In none of our FL cases DNA was available for
immunoglobulin gene sequencing. Although BCL2 alter-
ations can be found in up to 30% of primary PBLs, none
of these tumors harbored the t(14;18) translocation,’
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FIGURE 2. Case 4: FL with PBL-T. A, Neoplastic follicles are composed by a predominance of large centroblasts (hematoxylin and
eosin) that are positive for (B) CD20 and (C) PAXS. The plasma cell-associated markers (D) 138 and (E) IRF4/MUM1 were
negative. F, Tumor cells exhibit cytoplasmic ’ light-chain expression (lower panel) being negative for k (upper panel). G, The PBL-
T is composed of large immunoblastic cells, some of them polyploid, with different extents of secretory transformation (hema-
toxylin and eosin). Tumor cells are negative for the B-cell-associated antigens (H) CD20 and (l) PAXS5 and for the plasma cell
antigen (J) CD138. K, In contrast, tumor cells were strongly positive for the plasma cell-associated transcription factor IRF4/
MUMT1. L, Large cells strongly express A light chain (lower panel) but are negative for k (upper panel).
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FIGURE 3. FISH study in low-grade lymphomas and transformed tumors. A, Case 1: MYCis rearranged in the PBL-T of CLL (break-
apart probe MYC red, IGH green). B, Case 1: IGH/MYC translocation is demonstrated in PBL-T (dual-color dual-fusion probe). C,
Case 4: IGH/BCL2 translocation is found in the FL and (D) in the plasmablastic tumor (dual-color dual-fusion probe).

suggesting that they represent different diseases. It is
noteworthy that the only previously reported FL case
was also proved to be clonally related to the PBL-T
tumor, and the t(14;18) translocation was present in both
components.2 Moreover this case also displayed an
MYC translocation, although the partner could not be
demonstrated.

Recent evidence suggests that deregulation of M YC
gene expression through translocation (43%) or amplifi-
cation (20%) of the M YC gene region may be important
in the pathogenesis of PBLs.3%3 MYC translocation is
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more common in EBV-positive (74%) than EBV-negative
(43%) tumors and is associated with poorer overall sur-
vival.? In our series, 2 patients (30%) harbored a MYC
rearrangement and evolved from CLL. MYC alterations
are found in 25% of the transformed CLLs in conven-
tional Richter syndrome.*’

Five of our 6 patients received a CHOP-like regimen
after transformation that included rituximab, although
rituximab is no longer recommended, as these tumors are
CD20 negative.*6 In primary PBLs, the current National
Comprehensive Cancer Network guidelines recommend
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primary treatment with intensive regimens such as
CODOX-M/IVAC, EPOCH, or hyperCVAD.*

In conclusion, we report a series of PBL-Ts of low-

grade B-cell lymphomas. Although these transformed
tumors may mimic primary PBL, they are not associated
with immunodeficiency and rarely present EBV infection
or MYC alterations. Moreover, they display genetic fea-
tures such as the t(14;18) translocation or the 13q dele-
tions that are more characteristic of clonal evolution from
a low-grade lymphoma rather than a PBL. Our study
demonstrates that a plasmablastic phenotype can be ac-
quired in the evolution of low-grade B-cell lymphomas
and expands the clinicopathologic spectrum of the his-
tologic transformation.

10.
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Segundo Trabajo

Resumen

El linfoma folicular (FL) es uno de los linfomas més frecuentes. La translocacion
t(14;18)(g32;921) se encuentra en un 80% de los casos y juega un papel
importante en linfomagénesis. Sin embargo, los mecanismos moleculares
implicados en el desarrollo y la transformacion de este linfoma no estan
completamente establecidos. Recientemente se han descrito mutaciones en los
genes NOTCH1 y NOTCH2 en una variedad de linfomas B, pero la presencia
de las mismas y el papel que poseen en la patogenia en el FL son

desconocidos.

En este estudio se ha investigado el estado mutacional de estos dos genes en
112 linfomas foliculares. Se identificaron mutaciones en NOTCH1 en cinco
casos, y mutaciones de NOTCH2 en dos casos (total de 7/112, 6.3%). Todas
las mutaciones predecian para una proteina truncada en el dominio PEST, y

eran idénticas a otras identificadas en otros linfomas B y CLL.

Los FL con mutacion de NOTCH se caracterizaban por tener una baja
frecuencia de la t(14;18) (14% vs 69%, p=0.01), mayor incidencia de afectacién
esplénica (71% vs 25%, p=0.02) y un predominio en mujeres (100% vs 55%,
p=0.04). Ademas, se identific6 mas frecuentemente un componente de linfoma
difuso de célula grande (DLBCL) en los FL con mutaciones de NOTCH en

comparacion a los FL no mutados (57% vs 18%, p=0.03).

Estos resultados indican que las mutaciones de NOTCH son poco frecuentes
en el FL. Sin embargo se hallan presentes en un pequefio grupo de casos que

presentan caracteristicas clinico-patologicas distintivas.
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Abstract

Follicular lymphoma (FL) is one of the most common malignant lymphomas. The t(14;18)(q32;q21) translocation is
found in about 80% of cases and plays an important role in lymphomagenesis. However, the molecular mechanisms
involved in the development and transformation of this lymphoma are not fully understood. Gain-of-function
mutations of NOTCH1 or NOTCHZ2 have recently been reported in several B cell lymphoid neoplasms but the role
of these mutations in FL is not known. In this study we investigated the mutational status of these genes in 112
FLs. NOTCH1 and NOTCH2 mutations were identified in five and two cases, respectively (total 7/112, 6.3%). All
mutations predicted for truncated protein in the PEST domain and were identical to those identified in other B cell
lymphoid neoplasms. NOTCH-mutated FL cases were characterized by lower frequency of t(14;18) (14% versus
69%, p = 0.01), higher incidence of splenic involvement (71% versus 25%, p = 0.02) and female predominance
(100% versus 55%, p = 0.04). A diffuse large B cell lymphoma (DLBCL) component was more frequently
identified in NOTCH-mutated FL than in wild-type cases (57% versus 18%, p = 0.03). These results indicate
that NOTCH mutations are uncommon in FL but may occur in a subset of cases with distinctive, characteristic,
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clinicopathological features.
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Introduction

Follicular lymphoma (FL) is one of the most common
malignant lymphomas in the world. Lymphoma cells
usually express germinal centre B cell markers, such
as CD10 and BCL6, and t(14;18)(q32;q21), juxtaposing
the BCL2 gene with the immunoglobulin heavy chain
(IGH) gene, is detected in about 80% of cases [1].
Although the clinical course is usually indolent, the
tumour may become refractory to chemotherapy and
25-35% of FLs transform to aggressive lymphomas [1].
This histological transformation is usually associated
with a rapid progressive clinical course with around 1
year overall survival. The mechanisms underlying this
process are not fully understood [2,3].

The NOTCH signalling pathway activates various
physiological cellular processes, including cell pro-
liferation, differentiation and death [4]. NOTCHI,

Copyright © 2014 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk

-2, -3 and -4 have been identified as NOTCH
transmembrane receptors composed of three domains:
extracellular, transmembrane and intracellular (see
supplementary material, Figure S1). The intracellu-
lar domain is released to the cytoplasm through the
binding of NOTCH ligands. This results in the acti-
vation of the NOTCH signalling pathway and induces
the expression of various target genes [4]. Until now,
mutations of NOTCHI and NOTCH?2 have been iden-
tified in some haematopoietic malignancies, such as
chronic lymphocytic leukaemia (CLL) [5,6], mantle cell
lymphoma (MCL) [7,8], splenic marginal zone lym-
phoma (SMZL) [9,10] and acute T cell lymphoblastic
leukaemia/lymphoma (T-ALL/LBL) [11,12]. Almost
all NOTCH mutations in CLL, MCL and SMZL are
localized in the transactivation (TAD) domain or
the PEST domain, resulting in truncating muta-
tions, while the majority of NOTCHI mutations of
T-ALL/LBL are associated with the heterodimerization

] Pathol 2014; 234: 423-430
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Table 1. Clinicopathological findings of follicular lymphoma with NOTCH mutations

Clinical findings NOTCH mutational profile Cytogenetics Immunohistochemistry

Case Age/ BM Splenic Morphological

no. sex involvement involvement FLIPI NOTCH1  NOTCH2 diagnosis t(14;18) t(3g27) BCL2 CD10 BCL6 LMO2

1 44[F Pos Pos High p.P2514fs’4 Neg FL, grade 2 Pos NE Pos Neg Pos Pos

2 67/F Pos Pos High p.P2514fs’'4 Neg FL, grade Neg Neg Neg Neg Pos Pos
3a+DLBCL

3 28/F Pos Pos High p.P2514fs'4 Neg FL, grade Neg NE Pos Pos Pos Pos
2+ DLBCL

4 67/F Pos Pos Intermediate p.P2514fs'4 Neg FL, grades 2 and Neg Neg Neg Pos Neg Neg
3b+ DLBCL

5  64fF Neg Neg High p.P2514fs'4 Neg FL, grade Neg Pos® Pos Neg Pos Pos
3a+ DLBCL

6 62/F Pos Pos High Neg p.R2400 FL, grade 3a Neg Pos Pos Pos Pos Pos

7 70/F Neg Neg High Neg p.12304 fs'9 FL, grade 22 Neg ND NE NE Pos NE

NE, not evaluable; ND, not done; LN, lymph node; BM, bone marrow; FLIPI, Follicular Lymphoma International Prognostic Index; pos, positive; neg, negative.

*Transformed to DLBCL 1 year after the diagnosis of FL.

The sample from a relapsed lesion showed BCL6 translocation, although FISH for BCL6 was not evaluable for the lesion at diagnosis.

(HD) domain [5-7,9-12]. The truncating mutations
of the PEST domain result in the elimination of degra-
dation signals of NOTCH proteins. This prolongs the
half-life of the intracellular domain, resulting in higher
activation of NOTCH signalling [4,13]. Mature B cell
lymphomas with NOTCHI or NOTCH2 mutations
usually have more aggressive clinical behaviour [5-8].

The potential role of NOTCH mutations in FL is not
well known. Genome-sequencing studies have not iden-
tified mutations in these genes, but the number of cases
examined is limited. Therefore, we analysed NOTCHI
and NOTCH?2 mutations in a large cohort of FLs to deter-
mine whether mutations in these genes may contribute
to the pathogenesis and evolution of these tumours.

Materials and methods

Samples

A total of 137 samples from 112 FL patients with frozen
material were collected from the pathology files of the
Hospital Clinic (Barcelona, Spain). Mutational analy-
ses were performed using frozen samples at diagnosis
in 71 patients, at relapse in 34 and in seven patients
with no available clinical information. Formalin-fixed,
paraffin-embedded (FFPE) samples were also used for
additional mutational analyses of paired sequential sam-
ples of two NOTCHI- and one NOTCH2-mutated cases.
Pathological findings of all cases were reviewed and
classified according to the current WHO classification.
This study was approved by the Ethical Committee of
the Hospital Clinic, University of Barcelona. Informed
consent was obtained in accordance with the Declaration
of Helsinki. DNA was extracted following conventional
methods and used for the following molecular patholog-
ical analyses.

Immunohistochemistry, genetic and molecular
analyses

Immunohistochemical analysis was performed using the
FFPE samples and following a panel of antibodies:

Copyright © 2014 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk

CD10 (Dako, Glostrup, Denmark), BCL2 (Dako), BCL6
(Dako), CD21 (Dako), CD23 (Dako), CD35 (Dako),
LMO?2 (Ventana-Roche, Basel, Switzerland) and p53
(Dako). CD10, BCL6 and LMO2 were considered posi-
tive when > 25% of tumour cells were positive. Based on
previous reports, the cut-off threshold used to determine
p53 and BCL2 expression was 10% and 50%, respec-
tively [14,15].

Fluorescence in situ hybridization (FISH) studies
were performed using FFPE samples with a pro-
cedure previously described [16]. DNA probes for
IGH-BCL2 (Abbot Molecular, Abbot Park, IL, USA)
and break-apart rearrangement probes for BCL6 and
MYC (Abbot) were used. BCL2/IgH rearrangement was
also analysed, using polymerase chain reaction (PCR)
for both the major breakpoint region and the minor
cluster region, following the BIOMED?2 protocol [17].
G-band chromosome analysis was also performed in
some cases (Table 1).

PCR and Sanger sequencing for NOTCH1

and NOTCH2

Amplification by PCR was performed using an Ampli-
TaqGold DNA Polymerase Kit (Life Technologies,
Madrid, Spain) with 50ng DNA. The reaction mix
contained 1X PCR buffers (Life Technologies), 200 pM
dNTP mix (Life Technologies), 100nM forward and
reverse primers, 1.5mM MgCl, and 1.25 U AmpliTag-
Gold DNA polymerase (Life Technologies) in a final
reaction volume of 50 pl. The PCR products, targeting
the PEST domain and most of the TAD domain, include
97% of NOTCHI mutations previously described in
CLL [18] (see supplementary material, Figure S1).
Exons 26 and 27, which accumulate virtually all muta-
tions in the HD domain, were also analysed. The PCR
products for NOTCH2 also covered 92% of known
mutations described in SMZL, extranodal marginal
zone B cell lymphoma and DLBCL [9,10,19] (see
supplementary material, Figure S1). Shorter amplicon
PCR primers were specially designed for some cases
with FFPE tissue available.

] Pathol 2014; 234: 423430
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For sequencing, PCR products were cleaned using
ExoSAP-IT (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)
and sequenced using ABI Prism BigDye terminator
v 3.1 (Life Technologies) with 5pM of each primer.
Sequencing reactions were run on an ABI-3730 auto-
mated sequencer (Life Technologies). All sequences
were examined using Mutations Surveyor DNA Vari-
ant Analysis software (Soft Genetics, State College,
PA, USA). For allele-specific PCR amplification and
sequencing, primers were designed for the deletion of
CT dinucleotide (p.P2514fs"4) in NOTCH]1. Sequences
for the primers used are listed in Table S1 (see sup-
plementary material). The sensitivity of our Sanger
sequencing technique for the assessment of NOTCHI
allelic mutations and the allele-specific PCR amplifica-
tion and sequencing of the p.P2514fs"4 mutation were
10% and 3%, respectively, as established in our previous
study [20]. These values were determined using DNA
titration experiments, by diluting genomic DNA from
mutated samples with an allelic frequency close to
45-50%, according to next-generation sequencing with
normal DNA [20].

Analytical methods

Obtained categorical data were compared using Fisher’s
exact test and two-sided p value, while non-parametric
tests were used for ordinary data. Results were consid-
ered to be statistically significant when p <0.05.

Results

NOTCH mutation in FL

Mutational analyses of NOTCHI and NOTCH2 was
performed in 112 FL cases (see supplementary mate-
rial, Figure S1). This series includes 71 FLs at diag-
nosis and 34 cases at relapse. No clinical information
was available in seven cases. The mutational status
was successfully analysed in all cases for NOTCHI by
Sanger sequencing, and five cases carried the mutation
p.P2514fs™4 (Table 1, cases 1-5) and one case showed
p.R2263W mutation. The case with this last muta-
tion was not included in the NOTCH-mutated case list,
because this missense mutation has not been described
as pathogenic. To determine whether this mutation could
be in other cases at lower allelic frequency, we suc-
cessfully performed a more sensitive allele-specific PCR
for the deletion of this mutation in 105 cases and no
additional mutated cases were identified. Exons 26 and
exon 27 of NOTCH], including the hot spot in the HD
domain, were successfully sequenced in 108 and 104
cases, respectively, and no mutations were identified in
any case. Mutational analysis for NOTCH2 was suc-
cessfully performed in 103 cases. Two cases showed a
non-sense mutation and a frameshift mutation, respec-
tively (p.R2400" and p.I2304fs*9) (Table 1, cases 6 and
7). These mutations lead to the truncation of the PEST
domain and are identical to those found in SMZL [9,10].

Copyright © 2014 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk
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We additionally found some single nucleotide variants
that were located on identified polymorphic sites and
then excluded from further studies. In total, NOTCHI or
NOTCH?2 mutations were identified in seven of the 112
cases (6.3%).

Pathological features of NOTCH-mutated FL

The clinicopathological findings of seven FLs with
NOTCHI or NOTCH2 mutations are described in
Table 1 and Figure la—g. In all mutated cases, atyp-
ical lymphoid cells had a follicular growth pattern
that was highlighted by the immunohistochemical
staining of follicular dendritic cells with CD21 and
CD23 (Figure la, b). Morphologically, three of seven
NOTCH-mutated cases showed grade 2 or 3a, while the
other case had areas of grade 2 and 3b (Table 1). t(14;18)
was only identified in one of the seven mutated cases
and two had a BCL6 rearrangement (Table 1). BCL2
was expressed in lymphoma cells in four cases and
was negative in two (Figure 1c, d). CD10, BCL6 and
LMO?2, representative germinal centre markers, were
expressed in 50%, 86% and 83% of the cases analysed,
respectively (Figure le—g). The pathological features
of the wild-type FL at diagnosis and relapse were
relatively similar (see supplementary material, Table
S2). Comparison of this group of cases with the seven
NOTCH-mutated FLs revealed a significantly lower fre-
quency of t(14;18) in the mutated than in the wild-type
tumours (14% versus 69%, p=0.01), whereas no sig-
nificant differences were seen in immunohistochemical
findings (CD10, BCL2 and BCL6) (Table 2).

NOTCH mutations and DLBCL transformation

A DLBCL component associated with the FL at the
moment of diagnosis was identified in four of the seven
(57%) NOTCH-mutated cases but only in 12 of the
64 (18%) unmutated tumours (p =0.03). One mutated
FL (case 7, Table 1) and five of 64 NOTCH wild-type
FL cases transformed to DLBCL subsequently. These
findings suggest that association with DLBCL is sig-
nificantly more common in NOTCH-mutated than
wild-type FLs (71% versus 23%, p =0.02) (Table 3).

Paired sequential biopsies were investigated in 14
patients, including three NOTCH-mutated cases (cases
3, 5 and 7 in Table 1) that already had a concomitant
DLBCL atdiagnosis, and 11 unmutated (see supplemen-
tary material, Table S3). Nine cases showed histologi-
cal transformation from FL to DLBCL, including one
NOTCH-mutated case (no. 7) and eight wild-type cases.
NOTCH mutational status did not change between the
two sequential samples in all cases analysed, regardless
of histological transformation. In addition we studied the
presence of the NOTCH mutation separately in the FL
and simultaneous DLBCL component in the spleen of
case 2, and the same mutation was detected in both FL
and DLBCL (see supplementary material, Figure S2).
These findings suggest that NOTCHI mutations in FL
may be acquired before the histological transformation
occurs.

] Pathol 2014; 234: 423-430
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Figure 1. Pathological findings in follicular lymphoma with NOTCH1 mutation: (a) haematoxylin and eosin (H&E)-stained splenic lesion of
case 2 shows nodular proliferation corresponding to follicular structures; (b) immunohistochemistry for CD21 highlights follicular dendritic
cell proliferation; (c, d) BCL2 staining is negative in lymphoma cells; (e) CD10 is negative in lymphoma cells, while the germinal centre B
cell markers BCL6 (f) and LMO2 (g) are expressed by the lymphoma cells. Magnification = x40 for H&E, CD21 and BCL2; x400 for BCL2,

CD10, BCL6 and LM02

Table 2. Pathological characteristics of follicular lymphoma cases
with or without NOTCH mutations

Morphology

Grade 1 or 2 57/105 (54%) 2/7 (29%) ns.
Grade 3a or 3b 29/105 (28%) 1/7 (14%) ns.
FL+ DLBCL 19/105 (18%) 4[7 (57%) 0.03
Immunohistochemistry®

CcD10 68/85 (80%) 3/6 (50%) ns.
BCL2 71/86 (83%) 4/6 (67%) ns.
BCL6 59/63 (94%) 6/7 (86%) ns.
Chromosomal translocation

t(14;18) 25/36 (69%) 1/7 (14%) 0.01
t(3q27) 1/4 (25%) 2/4 (50%) ns.

n.s., not significant; DLBCL, diffuse large B cell lymphoma.
Five and two cases showed NOTCH1 and NOTCH2 mutation, respectively.
bThis indicates a number of positive cases.

To determine the relationship between NOTCH
mutations and other genetic alterations associated with
DLBCL transformation in FL [21,22], we studied
TP53 protein expression by immunohistochemistry
and MYC rearrangements by FISH in 21 NOTCH
wild-type and five NOTCH-mutated FLs with DLBCL.
Ten of 20 NOTCH wild-type DLBCLs showed strong
over-expression of TP53 and two had MYC rearrange-
ments. NOTCH-mutated FLs with DLBCL were all
negative for TP53 (p =0.06) and MYC rearrangements
(see supplementary material, Table S4).

Copyright © 2014 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk

Clinical findings of NOTCH-mutated FL

The clinical characteristics of the seven NOTCH-
mutated FL. and 64 unmutated cases at diagnosis are
described in Tables 1 and 3. All NOTCH-mutated cases
were diagnosed in female patients, six had an extranodal
involvement and five (71%) had splenic involvement.
Significant differences between wild-type and mutated
cases were sex (female proportion 55% versus 100%;
p=0.04) and splenic involvement (16% versus 71%;
p=0.02). No significant difference was observed in
the overall survival of the patients with mutated and
unmutated FLs [Syear survival rate, 71% (NOTCH
mutated) versus 67% (NOTCH wild-type)].

Discussion

We have shown that NOTCH mutations occur in about
6% of FLs and seem to identify a particular subset
of patients characterized by female predominance,
frequent splenic involvement, low frequency of t(14;18)
and a significant association with DLBCL. The fre-
quency of NOTCH mutations in FL is relatively similar
to the 4—10% observed in CLL [5,6,23,24] and lower
than in MCL(10-12%) [7,8] or SMZL(20-25%) [9,10].
The ratio of NOTCHI and NOTCH2 mutations is differ-
ent among these diseases. Almost all NOTCH mutations
in CLL involve NOTCHI, whereas NOTCH2 mutation

| Pathol 2014; 234: 423430
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Table 3. Clinical characteristics of follicular lymphoma at
diagnosis according to NOTCH mutational status

NOTCH wild-type ~ NOTCH

Features (n=64) mutated (h=7) p
Age (median) 56.5 (28.5-89)  65.6 (28-69.6) n.s.
Gender (female, %) 35 (55%) 7 (100%) 0.04
Clinical stage I-11 10 (16%) 1 (14%) ns.
Clinical stage Ill-1V 52 (84%) 6 (86%) ns.
Extranodal involvement 37 (62%) 6 (86%) ns.
Bone marrow infiltration 31 (52%) 5 (71%) ns.
Splenic involvement 14 (25%) 5 (71%) 0.02
B symptoms 13 (22%) 1 (14%) ns.
FLIPI (>2) 30 (61%) 7 (100%) ns.
IPI (>3) 11 (23%) 2 (500%) ns.
LDH (>ULN) 21 (36%) 3 (43%) n.s.
B2-micro (>ULN) 27 (52%) 3 (75%) ns.
Haemoglobin (<120g/1) 22 (37%) 3 (50%) ns.
Treatment

Wait and see 4 (6%) 0 (0%) ns.
CHOP 42 (68%) 5 (71%) ns.
Other 16 (26%) 2 (29%) ns.
Rituximab 31 (50%) 3 (43%) ns.
Response (% CR and PR) 52 (93%) 6 (86%) ns.
Relapse and refractory 40 (69%) 3 (43%) ns.
DLBCL® 15 (23%) 5 (71%) 0.02
0S months (median, Cl 95%) 173 (87-261) Not reached ns.
Survival at 5 years 67% (55-79) 71% (38-100)

Died 28 (44%) 2 (33%) -

ULN, upper limit of normal; FLIPI, Follicular Lymphoma International Prognostic
Index; CR, complete remission; PR, partial remission; DLBCL, diffuse large B cell
lymphoma; ns., not significant.

“Histologically confirmed DLBCL, either at diagnosis or in the evolution of the
disease at follow-up.

is very rare [25]. On the other hand, NOTCH2 mutations
are identified in around 20% of SMZLs, being more fre-
quent than NOTCH1 (5%) [10]. NOTCHI and NOTCH2
mutations are similarly frequent in MCL (about 5% for
both) [8]. In our study NOTCH1I mutations (five cases)
were slightly more frequent than NOTCH2 mutations
(two cases).

The frequency of t(14;18) in NOTCH-mutated FL
(14%) 1is significantly lower than in conventional FL
(ca. 80%) [1]. Several studies have highlighted the bio-
logical and clinical differences of FL with and without
t(14;18) [26—29]. Guo et al [26] showed that FL cases
without t(14;18) had a higher histological grade and a
lower frequency of CD10 and BCL2 expression. Leich
et al [29] identified that the gene expression profile of FL
without t(14;18) shared more similarities to activated B
cells than germinal centre B cells. FL without t(14;18)
also shows different distribution of other genetic alter-
ations. Comprehensive genomic profiles revealed that
BCL6 rearrangement, trisomy 3 and trisomy 18 are more
common in FL without t(14;18) [27,29]. Katzenberger
et al [30] identified frequent deletion of 1p36 in a sub-
type of t(14;18)-negative FLs with a diffuse growth pat-
tern and frequent clinical presentation as large masses
in the inguinal region. The findings of our study sug-
gest that, in addition to the previous genetic alterations,
NOTCH mutations may contribute to lymphomagenesis
and aggressiveness in a subset of t(14;18)-negative FLs.

Splenic involvement is a relatively rare event in
FL. Although some cases have been described previ-
ously, the molecular abnormalities of these tumours

Copyright © 2014 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
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have not been analysed in detail [31]. In the present
study, NOTCH-mutated FLs showed significantly more
frequent splenic involvement than wild-type cases.
NOTCH?2 is essential for B cells to differentiate into
marginal zone B (MZB) cells [32]. NOTCH2 activa-
tion also promotes B cells to localize in the splenic
marginal zone [33,34], whereas its inhibition induces
relocalization of MZB to other organs, such as the
peripheral blood, resulting in splenic MZ attenuation.
Frequent NOTCH2 mutation in SMZL suggests that
activation of the NOTCH pathway may promote lym-
phoma cell accumulation in the spleen. In this study,
four of five cases with splenic involvement showed
NOTCHI mutation. Although NOTCH1 is involved in
the differentiation of B cells to antibody-secreting cells
[35], the association of NOTCHI and splenic B cell
differentiation remains unknown.

The relationship between NOTCH2 mutations and
SMZL raises the question of whether the NOTCH-
mutated FL observed in this study could be related to
these tumours. The five FLs with NOTCH mutations
and splenic involvement had a clear follicular growth
pattern, highlighted by a well-preserved meshwork of
follicular dendritic cells, and they lacked monocytoid
differentiation. The five cases expressed germinal centre
cell markers, including CD10 in two, BCL6 in four and
LMO?2 in four. In addition, two cases carried the t(14;18)
translocation or BCL6 rearrangement. All these findings
support the interpretation of these cases as follicular
lymphomas. Further studies are needed to define the
role of NOTCHI1 activation and FL pathogenesis in the
splenic microenvironment.

NOTCH mutations have been associated with more
frequent transformation to DLBCL in CLL and blastoid
morphology in MCL [5,6,8], and with poor prognosis in
CLL [5,6] and MCL [8]. However, the prognostic sig-
nificance of NOTCH2 mutations in SMZL is still con-
troversial [9,10]. In this study, four FLs with NOTCH
mutations were associated with a simultaneous DLBCL
component, and one case of FL grade 2 showed histo-
logical transformation to DLBCL at relapse. These find-
ings suggest that NOTCH mutations are also associated
with histological aggressiveness in FL. when compared
with the frequency of histological transformation pre-
viously described (25-35%) [1]. The prognostic impact
of NOT'CH mutations on FL could not be properly deter-
mined in our study, due to the small number of mutated
cases. Future analyses with larger numbers of cases may
clarify the prognostic significance of NOTCH mutations
in these patients.

Until now, several molecular mechanisms for the
transformation of FL have been described. MYC
translocation [36], deletions of CDKN2A [37] and TP53
mutations [38] are representative genetic abnormalities
related to histological transformation and aggressive-
ness of FL. In this study, MYC and TP53 status were
further analysed to explore the relationship of these
mechanisms and NOTCH mutations in the histological
aggressiveness of FL. Immunohistochemistry for p53
identifies its nuclear accumulation, caused by TP53

] Pathol 2014; 234: 423-430
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mutation. In our study, p53 positivity or MYC rear-
rangements were confirmed for DLBCL components in
50% of NOTCH wild-type cases, but were not detected
in any of the NOTCH-mutated cases. This indicates
that NOTCH mutations might be an alternative mecha-
nism to 7P53 alterations or MYC rearrangement in the
histological aggressiveness of FL. On the other hand,
NOTCHI mutations have been reported to be occa-
sionally associated with 7P53 mutations in MCL [7].
Fabbri et al [5] described that NOTCHI mutation and
MYC translocation were mutually exclusive in Richter’s
transformation in CLL, whereas both were sometimes
accompanied by 7P53 mutation. Recently, Pasqualucci
et al [39] and Okosun et al [40] have described that
mutations of regulator genes of the NF-xB pathway
(MYD88 and TNFAIP3) are also involved in the his-
tological transformation. The pathological association
between these genetic abnormalities and NOTCH
mutation should be explored in the future.

NOTCH mutational status was analysed in paired
sequential samples in 14 patients, including three
NOTCH-mutated cases and nine transformed cases.
NOTCH mutational status did not change between
the sequential samples in all cases analysed, regard-
less of histological transformation (see supplementary
material, Table S3). In one case in which we could
separately examine the NOTCHI mutation in the FL
and the concomitant DLBCL, we found the same
mutations in both components. These findings suggest
that NOTCHI mutation may already be present in the
initial FL. component and may facilitate the progression
to DLBCL. Villamor et al [20] performed sequential
analysis on 200 patients, and only one case (0.5%)
acquired NOTCH1 mutation. Fabbri et al [5] also anal-
ysed NOTCHI mutation in paired sequential samples
collected before and after the Richter’s transformation
of CLL. A majority of cases showed NOTCHI mutation
in the leukaemic cells of CLL before the transformation.
These findings share similarities with NOTCH-mutated
FL cases analysed in this study.

The NOTCH mutations identified in this study may
open new possibilities in the therapy of FL. y-Secretase
activates the NOTCH pathway by cleaving the trans-
membrane domain, followed by releasing the intracel-
lular domain into the cytoplasm. y-Secretase inhibitors
(GSIs) have been assessed as a possible therapy in
NOTCH-mutated tumours and could be also effective in
FLs carrying these mutations. GSI suppressed cell pro-
liferation or induced apoptosis in MCL cell lines with
the NOTCHI mutation p.P2514fs*4, also identified in
our FLs [7]. Although several points still remain to be
improved for the clinical usage of GSI, especially in
efficacy, recent reports have indicated that the modu-
lation of the dose or combination therapies with other
drugs, including glucocorticoids, might increase the
anti-tumour effect and reduce the toxicity [41,42]. Ther-
apeutic antibodies targeting individual Notch receptors
may be interesting therapeutic alternatives targeting this
pathway [43].

Copyright © 2014 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk
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In conclusion, the present study shows that NOTCHI
or NOTCH?2 are mutated in 6.3% of FLs. These cases
have particular biological features, characterized by low
frequency of t(14;18), common splenic involvement and
frequent association with DLBCL. Further analyses are
required to clarify the functional contribution of NOTCH
mutation to FL lymphomagenesis and its potential rele-
vance as a new therapeutic target.
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Tercer Trabajo
Resumen

El linfoma esplénico difuso de la pulpa roja (SDRPL) esta considerado como
una neoplasia indolente primariamente esplenomegalica y cuya patogénesis no
se halla establecida. Ello deriva en parte de las dificultades en su diagnostico
debido a la baja incidencia y las dificultades en la obtencién de tejido linfoide

atil para el diagnastico.

En este trabajo se han investigado las alteraciones moleculares y genéticas de
19 SDRPL, todos ellos caracterizados de forma exhaustiva mediante histologia

del bazo y su posible correlacién con la progresion de la enfermedad.

La histologia se caracterizaba por la presencia de infiltrados linfoides difusos,
que afectaban predominantemente a la pulpa roja, compuestos por una

poblacion monotona de células B con un inmunofenotipo inespecifico.

El patron de mutaciones de IGHV, similar a otros linfomas B, fue heterogéneo
hallandose mutaciones en el 69% de los casos (9/13). No se identificd un uso
preferencial de una familia de VH. Los estudios genéticos mediante
citogenética convencional y FISH identificaron cariotipos complejos en dos
casos y reordenamientos de IGH en tres, con PAX5 y potencialmente TCL1
como parejas, en un caso cada uno. Los arrays de copy number mostraron
aberraciones en el 69% de los tumores, incluyendo pérdidas recurrentes en
10923, 14931-g32 y 17p13 en tres casos, y 9p21 en dos casos. Las deleciones
de 70g31.3-g32.3 se identificaron solamente en un caso, mientras que no se
detectaron trisomias de los cromosomas 3 ni 18. Se encontraron mutaciones
en NOTCHL1 (2 casos) y MAP2K1 (2 casos), mientras que los genes BRAF,
TP53 y SF3B1 estaban mutados en un caso cada uno. No se encontraron
mutaciones de NOTCH2 o MYD88.

Cinco pacientes mostraron progresion de la enfermedad. Cuatro de los cinco
pacientes con enfermedad agresiva tenian mutaciones de NOTCH1 (dos

casos), TP53 (un caso) y MAP2K1 (un caso). La supervivencia libre de
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progresion de los pacientes con genes mutados fue significativamente mas

corta que en los no mutados (p=0.011).

El SDRPL muestra mutaciones en varios genes que se hallan involucrados en
las vias de sefializacion de NFkB, de BRAF-MEK-ERK y de reparacion del
DNA, y al igual que en otros linfomas de bajo grado, como el SMZL y la CLL,
no se han hallado mutaciones recurrentes, a diferencia de lo que ocurre en la

tricoleucemia o en el linfoma linfoplasmacitico.

En conclusidén, alteraciones citogenéticas y moleculares que son recurrentes en
otros linfomas primariamente esplénicos, tales como del7g31, mutaciones de
NOTCH2 en el SMZL o mutaciones de MYD88 en el linfoma linfoplasmacitico,
se hallan practicamente ausentes en el SDRPL lo cual apoyaria que el SDRPL
es una entidad con rasgos moleculares diferentes a estos dos linfomas. Las
mutaciones de TP53, NOTCH1 y MAP2K1 se asocian a un curso de la

enfermedad mas progresivo.
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NOTCHT1, TP53, and MAP2K1 Mutations in Splenic Diffuse
Red Pulp Small B-cell Lymphoma Are Associated With
Progressive Disease
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Abstract: Splenic diffuse red pulp small B-cell lymphoma
(SDRPL) is considered an indolent neoplasm and its patho-
genesis is not well known. We investigated the molecular char-
acteristics of 19 SDRPL patients, 5 of them with progressive
disease. IGHV genes were mutated in 9/13 (69%). Cytogenetic
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and molecular studies identified complex karyotypes in 2 cases,
and IGH rearrangements in 3, with P4AX5 and potentially 7CLI
as partners in each one of them. Copy number arrays showed
aberrations in 69% of the tumors, including recurrent losses of
10923, 14931-q32, and 17p13 in 3, and 9p21 in 2 cases. Deletion
of 7q31.3-q32.3 was present in only 1 case and no trisomies 3 or
18 were detected. NOTCHI and MAP2K] were mutated in 2
cases each, whereas BRAF, TP53, and SF3BIl were mutated
each in single cases. No mutations were found in NOTCH2 or
MYD88. Four of the 5 patients with aggressive disease had
mutations in NOTCH]1 (2 cases), TP53 (1 case), and MAP2KI
(1 case). The progression-free survival of patients with mutated
genes was significantly shorter than in the unmutated
(P = 0.011). These findings show that SDRPL share some mu-
tated genes but not chromosomal alterations, with other splenic
lymphomas, that may confer a more aggressive behavior.

Key Words: SDRPL, prognosis, NOTCHI, MAP2KI, BRAF,
SF3BI, TP53

(Am J Surg Pathol 2015;00:000-000)

plenic diffuse red pulp small B-cell lymphoma

(SDRPL) is an uncommon and poorly characterized
lymphoma that affects the spleen with a diffuse pattern of
involvement of the red pulp. It is characterized by an in-
filtration of both cords and sinuses by a monomorphous
population of small B lymphocytes.! Clinically, most pa-
tients present with a relatively low-level lymphocytosis
with or without villous cells, splenomegaly, rarely B
symptoms and lymphadenopathy or hepatomegaly. Pa-
tients usually follow an indolent clinical evolution who do
not require treatment or only splenectomy.?* Few cases
with progressive disease following splenectomy have been
described but the underlying molecular mechanisms in-
volved in the pathogenesis and progression of this disease
have not yet been recognized.? There is a clear overlap in
the clinical and cytologic features between SDRPL and
other splenomegalic small B-cell lymphomas such as
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splenic marginal zone lymphoma (SMZL), hairy cell leu-
kemia (HCL), and hairy cell leukemia variant (HCL-v).
Distinction between these entities could be difficult, and at
present the diagnosis should rely on a constellation of
features that includes cytology, immunophenotype and
histology.!

Molecular events described in splenic lymphomas
have given insights into their pathogenesis and have
shown to be useful for the diagnosis of some entities,
particularly HCL where a BRAF V600E mutation is de-
tected in the vast majority of cases’ and, to some extent,
SMZL and HCL-v in which the genes NOTCH2 and
MAP2K1 appear to be frequently mutated, re-
spectively.® However, these mutations are not restricted
to a single disease entity or detected in all cases. Thus,
although BRAF V600E mutations seem to be character-
istic of HCL, they may be absent in a significant minority
of cases!%!! and also rarely found in unclassifiable splenic
lymphomas.!2

Clinical, pathologic, and cytogenetic information of
SDRPL is limited to a few series of few patients and oc-
casional case reports.>“ In some of these reports the di-
agnosis of SDRPL was not based on spleen histology and
therefore other primary splenomegalic lymphomas could
not be excluded. Furthermore, there is so far no in-
formation on the presence of mutations on genes that
have been documented in closely related B-cell con-
ditions.

We report for the first time a large series of SDRPL
and describe the clinical features, morphology, spleen
histology, cytogenetics and molecular genetics including
copy number arrays, fluorescence in situ hybridization
(FISH), and mutational analyses, and discuss the poten-
tial prognostic impact in this lymphoma of recurrently
mutated genes seen in other B-cell neoplasms.

MATERIALS AND METHODS

Samples

Nineteen cases of SDRPL were collected for his-
tology review and molecular analysis. Thirteen cases were
selected from the files referred to or diagnosed at the
Hematopathology Unit of the Hospital Clinic of Barce-
lona during the period 2000 to 2014 and the remaining 6
cases were collected from the Histopathology Department
of the Royal Marsden Hospital (London, UK). All cases
were diagnosed based on the histologic features consistent
with SDRPL according to the 2008 WHO classification.!
Spleen and bone marrow (BM) histology, immuno-
phenotype, and clinical features were used to rule out the
diagnosis of other lymphomas involving primarily the
spleen, in particular SMZL, HCL, HCL-v, and prolym-
phocytic leukemia. Splenic tissue was reviewed in all
cases, whereas BM trephine biopsies were available in 10.
Morphology of the circulating lymphocytes was assessed
by 2 experienced hematologists on May-Griinwald-
Giemsa stained smears in 9 patients. Flow cytometry
studies were carried out in blood lymphocytes in 11 (57%)
patients on a CD19" gate with a panel of anti-B-cell
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monoclonal antibodies. Informed consent for sample
analysis was obtained from all patients in agreement with
the Institutional Review Board of Hospital Clinic
(Barcelona, Spain) or the referral hospital, according to
the guidelines of the local Ethic Committee for samples
used for research purposes.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical (IHC) studies were carried
out in all samples with a panel of monoclonal and poly-
clonal antibodies reactive in formalin-fixed paraffin-
embedded tissue sections using a peroxidase-labeled
detection system, standard antigen retrieval protocols,
and an automated immunostainer (Dako Autostainer,
Glostrup, Denmark). The clone, source, and conditions
of use for all antibodies are listed on a Supplementary
Table S1 (Supplemental Digital Content 1, http://links.
Iww.com/PAS/A315).

Cytogenetic and FISH Analyses

Conventional cytogenetics was performed on fresh
peripheral blood (PB) lymphocytes from 6 patients at the
time of diagnosis according to standard methods. FISH
analysis for detection of IGH, BCL2, BCL3, PAXS,
BCL6, BCLI10, FOXP1, CCNDIl, ZFP36L1, TCLI,
MALTI, and MYC rearrangements and 17pl3 deletions
were performed following standard protocols!? (Supple-
mentary Methods, Supplemental Digital Content 1,
http://links.lww.com/PAS/A315 and Supplementary Ta-
ble S2, Supplemental Digital Content 1, http://links.
Iww.com/PAS/A315).

Molecular Analyses

Tumor DNA was obtained from the 19 SDRPL, 16
from formalin-fixed paraffin-embedded tissues, and 3
from frozen tissues.!* In addition, a second DNA sample
from 4 patients was extracted from involved PB using
QIAamp DNA kit (Qiagen). Mutational analysis of the
following genes BRAF (exon 15), MAP2KI (exons 2-3),
MYD88 (exon 5), NOTCHI and NOTCH2 (exon 34),
SF3BI1 (exons 14-15-16), and TP53 (exons 4 to 10) was
performed by Sanger sequencing. In addition, in 9 cases
TP53 mutations were assessed by using the Access Array/
Biomark system (next-generation sequencing technology).
The IG repertoire and IGHV mutational status were
studied in 13 patients. Copy number analysis was per-
formed in 16 cases using array-comparative genomic hy-
bridization (aCGH) in SurePrint G3 Human aCGH
Microarray 1M (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
and Affymetrix SNP6.0 microarrays (Affymetrix, Santa
Clara, CA). Array data have been deposited to GEO
under accession GSE64822. Details are described in
Supplementary Methods, Supplemental Digital Content
1, http://links.lww.com/PAS/A315 and shown in Supple-
mentary Table S3, Supplemental Digital Content 1,
http://links.lww.com/PAS/A315.

Statistical Analysis

Progression-free survival was defined as the time
from splenectomy to disease progression or death.!’
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Progression-free survival was analyzed by the Kaplan-
Meier method and the log-rank test was used to compare
the difference within different groups. The association of
categorical variables was assessed by cross-tabulation and
exact Pearson xz tests, and results were considered sta-
tistically significant when P < 0.05. Statistical tests were
performed using PASW Statistics v18.0 software (IBM
SPSS Statistics).

RESULTS

Clinical Features

Patients had a male predominance (male/female
ratio: 2.3:1) and a median age of 65 years (range, 43 to
79 y). Most patients were asymptomatic and were referred
because of the splenomegaly or lymphocytosis detected
on a routine examination. At diagnosis 6/9 (67%) patients
had lymphocytosis, 3 had thrombocytopenia (platelets
<100 x 10°/L) and none had severe anemia (Hb < 100 g/L).
A serum monoclonal band of 36 g/L (IgG L) was detected
in one patient (case 12) and another had a concomitant
active infection by hepatitis C virus genotype 1b (case 3).
All patients underwent splenectomy after a median time
of 5 months (range, 1 to 84 mo) from presentation. This
procedure was performed as a therapeutic option due to
bulky splenomegaly. At a median follow-up of 33 months
(range, 12 to 170mo) from presentation 13/15 (87%)
patients with available follow-up were alive. Details are
shown in Table 1.

Pathology

Spleen

The weight of the spleens ranged from 1172 to
3285 g (median 2500 g). In all cases there was a massive
lymphoid infiltration of the red pulp with variable degree
of effacement of the white pulp. Blood cell lakes were
variably observed in 14 (73%) but were only prominent in
3 cases. Focal extramedullary hematopoiesis on the red
pulp was seen in 3 cases (16%). White pulp was virtually
absent with scanty residual aggregates in 15 cases (79%)
and was more preserved in the remaining 4 patients. In
some cases, this residual white pulp was only highlighted
by IHC showing small nodular lymphoid aggregates of
predominantly mature T cells located around the splenic
trabeculae and the branching arterial vessels. In 8 cases
(42%), residual lymphoid follicles within the white pulp
could be identified with CD21 and CD23 immunostain-
ing, whereas in the remaining cases the follicular dendritic
cell network was absent. Marginal zone differentiation
was not seen. The red pulp neoplastic infiltrate was
composed by a monotonous population of small lym-
phocytes, with round nucleus, compact chromatin and no
distinct nucleoli (Fig. 1 and Supplementary Table S4,
Supplemental Digital Content 1, http://links.lww.com/
PAS/A315). Focal plasmacytic differentiation was present
in 12 cases (63%). Large cells were only occasionally seen,
but in 1 case large cells were more abundant forming
small aggregates (case 14). Most cases (79%) had a very
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low mitotic index (< 1 mitotic figures per 10 high-power
fields) (Table 1).

Immunophenotype studies showed that the neo-
plastic lymphoid cells were CD20, CD79a, and/or PAXS
positive and consistently negative for germinal center
markers CD10 and BCL6, CD21, CD23, SOX11, CD138,
and Annexin Al. Seven cases were IgD positive, 2 of them
coexpressing IgM, 7 were IgG positive, and the remaining
were not evaluable. All cases were positive for DBA.44
and negative for CD25 (Fig. 1), except one (case 14),
which was DBA .44 negative and CD25 positive. This case
also coexpressed CD5. Case 2 was weakly positive for
cyclin D1 but was negative for the t(11;14)(q13;q32) and
for SOX11. Only case 4 was diffuse and strongly positive
for p53. Nuclear staining for TCL1 was positive in 5 out
of 10 cases. Staining for CD3 and CD5 showed a variable
component of T cells within the red pulp ranging from
scattered (11 cases) to a moderate (8 cases) T-cell pop-
ulation intermingled with the neoplastic cells. The pro-
liferative index assessed by Ki-67 was generally low,
equal, or <5% in 10 cases, 20% in case 4, and 30% in
case 3 (Supplementary Table S4, Supplemental Digital
Content 1, http://links.lww.com/PAS/A315).

PB and BM

Morphologic examination of PB in 5 patients
showed the presence of small-sized to medium-sized
lymphoid cells with condensed chromatin, regular nuclear
outline, no nucleoli, and a basophilic cytoplasm with or
without the presence of villi or protrusions. In 1 patient
(case 3), a few large cells with less condensed chromatin
and 1 or 2 nucleoli were also present in the PB and BM
after splenectomy. Immunophenotyping in the PB from
11 patients demonstrated the presence of a clonal B-cell
population with immunoglobulin light chain restriction
and strong expression of CD19 and CD20. CDS5 was
positive in 1/11, CDA43 in 2/9, CDl11c in 2/7, CD103 in 2/
7, and all cases were CD25, CD10, and CD23 negative
(Table 1).

A BM biopsy was performed in 12 patients and it
was affected in all of them. Upon histologic review the
pattern of involvement was interstitial in 7 cases, intra-
sinusoidal in 2 cases and intertrabecular infiltration in 1
case. The infiltration became diffuse in 2 patients at
progression (cases 2 and 3). In 2 cases, BM was reported
as involved but the slides were not available for review
(Table 1).

Genetic Studies

Conventional cytogenetics of PB was available in 6
cases. Three cases carried normal karyotypes, 1 case (case
1) had a somatic pericentromeric inversion in chromo-
some 7, inv(7)(p22q32), and 2 cases carried a complex
karyotype. Case 3 had 4 structural alterations including a
t(9;14)(p13;q32) with IGH-PAXS translocation confirmed
by FISH (Supplementary Fig. S1, Supplemental Digital
Content 1, http://links.lww.com/PAS/A315) and case 14
had multiple rearrangements (Supplementary Table S5,
Supplemental Digital Content 1, http://links.lww.com/
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TABLE 1. Clinicopathologic Characteristics of the SDRPL Studied

Age WBC Lymphocytes BM Gene No.

Case (y)/Sex (x10°/L)*  (x10°/L)* Immunophenotype Infiltration  Mutation CNA

1 73/F 10.4 7.7 CcD20" " *,CcD19" ", CD5 7, CD23, FMC7" ", Interstitial NOTCH!I 6
CD103", CD25, CDllc “, A

2 48/M — 2.0 CD20" " *,CD19" " ", CD5, CD23 ", CD10, CD25 ", Sinusoidal MAP2KI NA
CDllc

3 43/M 2.7 0.6 CD20" " *,CD19" " ", CD5, CD10~, CD43, CD38 ", Interstitial NOTCHI 8
CD103, FMC7", A

4 53/M 63.0 55.0 CD20" " *,CD19" ", CD5, CD10, CD43 ", CD25 ", Interstitial TP53 11
CD103 ", CDllc

5 65/M - — CD20" " *,CD19" ", CD5 ", CD10 Involved NA

6 69/M — — — MAP2K1 1

7 60/F 10.1 CcD20" " *,CD19" " ", CD5 7, CD10, CD43 ", CD25 ™, Interstitial BRAF 0
CD103 ", CD11

8 63/M - — — SF3B1 0

9 45/F 18.0 12.0 CcD20" ", CcD19" ", CD5 ", CD43, CD10, CD11c", Interstitial 6
CD25,CDI103", FMC7",1gG" ', x

10 67/M 11.2 33 — 1

11 62/F — — — 0

12 58/M 7.4 4.1 CD20" **,CD19" " *,CD5, CD23~, FMC7" *, Interstitial 0
CD43, CD10 ", &

13 61/M — — — 1

14 71/M 26.0 22.0 CD20" " *,CD19" " ", CD5", CD23*, CD43", FMC7 ", Interstitial 30
CD200" ', x

15 79/M 33 1.6 Nodular NA

Intertrabecu-
lar

16 75/F 20.0 — CD20" " *,CD19" ", CD5, CD43 ", CDllc — 1
CD25, CD103, CD123

17 -M 42.0 — Sinusoidal

18 65/M 9.6 — Involved 1

19 -/F - — CD20" " *,CD19" " ", CD5, CD43 ", CDllc, 1

CD25°, CD103", CD123

*At diagnosis time and before any treatment.

— indicates negative; +, positive; CNA, copy number alterations; CR, complete response; F, female; HPF, high-power field; HR, hematological response; M, male;
NA, not available; No., number; NR, no response; PR, partial response; R-CHOP, rituximab, cyclophosphamide, vincristine, adriamycin, and prednisone; R-COP,
rituximab, cyclophosphamide, vincristine, and prednisone; WBC, white blood cells; x, kappa restriction; A, lambda restriction.

PAS/A315 and Supplementary Fig. S2, Supplemental
Digital Content 1, http://links.lww.com/PAS/A315).

FISH studies detected a loss of 17p in 3 patients
(cases 1, 4, and 14). Eighteen cases were screened for the
presence of /GH rearrangements. In addition to the case
with JGH-PAX?5 translocation, 2 additional cases showed
signal patterns suggestive of an I/GH rearrangement.
Possible partner for /GH translocations (BCL2, BCL3,
PAXS5, BCLI0, BCL6, FOXPIl, ZFP36LI1, TCLI,
MALTI, and MYC) were tested in these cases. Remark-
ably, only TCL1 showed breakpoints in 1 case (case 19),
in line with its chromosomal imbalance profile. The
presence of unbalanced breakpoints in the /GH and
TCLI loci, both in 14q32, point to a potential chromo-
somal event deregulating 7CL! in this case.

Eleven out of 16 (69%) cases analyzed by copy
number arrays had gains and losses, but no amplifications
or homozygous deletions (Fig. 2A, Supplementary Table
S5, Supplemental Digital Content 1, http://links.
Ilww.com/PAS/A315 and Supplementary Table S6, Sup-
plemental Digital Content 2, http://links.lww.com/PAS/
A316). Six of the 11 (55%) altered cases had only 1
aberration. The remaining 5 cases had a high number of
copy number alterations and 1 patient (case 14) showed
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chromothripsis of chromosomes 1, 7, and 15. Overall, no
recurrent gains were detected, whereas losses of 17p (in-
cluding TP53 gene) and 9p (including CDKN2A gene)
were detected in 3 and 2 patients, respectively. Other re-
current losses were 10q23 and 14q31-q32 detected in 3
patients each (Fig. 2B) and losses of 12p13.3 and 19q13.2
detected in 2 patients each. Interestingly, only 1 patient
had losses at 7q31.3-q32.3. There was no evidence of
trisomy 3 or 18 in any case.

Molecular Studies

IGHV mutational analysis was performed in 13
cases (Supplementary Table S5, Supplemental Digital
Content 1, http://links.lww.com/PAS/A315). Nine cases
showed mutated /IGHV genes and 4 were unmutated.
IGHV4-34 and IGHV1-2 were the most used rearrange-
ments, 3 cases each. Mutations in 7 genes were analyzed
in both PB and spleen in 4 cases and only in the spleen in
the remaining 15 tumors. 7P53 was mutated (p.I1255S) in
1 patient with 17p deletion but no mutations were de-
tected in the other 2 tumors with 17p deletions. Two
patients had mutations in NOTCH1, affecting the PEST
domain (p.P2448fs*6 and p.P2515fs*4), whereas no mu-
tations were identified in NOTCH?2 in any case. MAP2KI
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TABLE 1. (continued)

Complex Mitosis 10 Ki-67 Time to second  Second-line Response to
Karyotype  Treatment HPF (%) Response Progression line (mo) Treatment Second Line Follow-up (mo)
Yes Splenectomy 1 10 HR Yes 43 Pentostatin Progression Dead in
progression
(49)
NA Splenectomy i 5 HR Yes 24 Cladribine HR Alive in HR (35)
Yes Splenectomy 1 30 NR Yes 1 R-CHOP CR Alive in CR (14)
NA R-COP 10 20 NR Yes 1 Splenectomy Progression Dead in
progression
(11)
NA Splenectomy 1 <5 HR Yes 48 Rituximab Progression Alive in
Cladribine progression
(77)
NA Splenectomy 1 5 HR No e — — Alive in HR (33)
No Splenectomy =1 <5 HR No — — — Alive in HR (12)
NA Splenectomy 1 <5 HR No — — Alive in HR (30)
No Splenectomy <1 <5 PR No Alive in PR
(171)
NA Splenectomy 1 10 HR No — — — Alive in HR
(102)
NA Splenectomy 10 10 NA — — — — —
No Splenectomy = | 5 HR No — — — Alive in HR (39)
NA Splenectomy 1 5 NA == e — = =
Yes Splenectomy 4 10 HR No —— e — Alive in HR (28)
NA Splenectomy <1 <5 HR No — — — Alive in HR (16)
NA Splenectomy 1 5 NA — — — — —
NA Splenectomy 3 10 HR No e o — Alive in HR (47)
NA Splenectomy 1 5 HR No — — — Alive in HR (14)
NA Splenectomy 1 5 NA - — — - -

was mutated in 2 patients (p.K57E and p.K57N). One
case had a BRAF mutation (p.K601Q) and another had
an SF3BI1 mutation (p.P642L) (Fig. 3). We did not find
mutations in MYD88 gene, although 6 cases were not
evaluable, neither by Sanger sequencing nor by allele-
specific PCR. In case 1, the NOTCHI mutation
(p.P2448fs*6) was detected only in the PB but not in the
spleen. Both were samples at the time of diagnosis, and
they were clonally related with the same 6 CNA. The
other 3 patients with paired samples (PB and spleen) did
not have gene mutations.

Clinical Evolution

Thirteen out of 15 patients in whom follow-up in-
formation was available responded to splenectomy. No
single patient had adverse events due to the surgical
procedure. The 2 nonresponders (cases 3 and 4) and the 3
patients that progressed later (cases 1, 2, and 5) required a
second line of treatment after a median time of 24 months
(range, 1 to 48 mo) from splenectomy (Table 1). Four out
of these 5 patients had gene mutations (2 cases in
NOTCHI, and MAP2KI and TP53 in 1 case each). Three
of these cases had a high genetic complexity with 6, 8, and
11 CNA per case, respectively (cases 1, 3, and 4). The 2
nonresponders (cases 3 and 4) received chemotherapy.
Case 3 progressed shortly after splenectomy with B
symptoms, lymphocytosis, few circulating large cells and
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diffuse BM infiltration and achieved a complete response
to R-CHOP (rituximab, cyclophosphamide, vincristine,
adriamycin, and prednisone). NOTCHI gene was mu-
tated and PAXS rearranged in this case. The other patient
that progressed (case 4) died shortly after splenectomy
due to disease progression and 7P53 was mutated in the
spleen. These 2 cases had a high Ki-67 (=20%) in the
spleen.

Out of the 3 patients who progressed, case 2 re-
lapsed 24 months after splenectomy with increasing
lymphocyte count, diffuse BM infiltration, and mesenteric
lymphadenopathy. He achieved a hematological response
to cladribine. This patient had an MAP2KI mutation. A
second patient (case 1) who progressed with cytopenias
and BM infiltration 43 months from splenectomy received
pentostatin but died with progressive disease. This patient
had a NOTCHI mutation at diagnosis and TP53 was
deleted but not mutated. The third patient who required
treatment (case 5) relapsed 48 months after splenectomy.
Rituximab therapy was started but stopped due to an
anaphylactic reaction and changed to cladribine. At the
last follow-up this patient has progressive disease. There
were no mutations in any of the tested genes in this case.

The remaining 10 patients who responded to sple-
nectomy had stable disease and they are on a watch and
wait policy. One of these patients, with a follow-up of 33
months had MAP2KI mutation, 1 had SF3BI mutation

www.ajsp.com | 5

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

64



Martinez et al Am | Surg Pathol * Volume 00, Number 00, Il 2015

2 P

FIGURE 1. Pathologic findings in SDRPL. A, Splenic lesion of case 13 shows a diffuse lymphoid infiltration of the red pulp.
Prominent blood cell lakes are seen in this case (hematoxylin and eosin [H&E]). B, The infiltrate is composed by a monotonous
population of small lymphocytes, with round nucleus, compact chromatin and inconspicuous nucleoli (H&E). C, Im-
munohistochemistry shows that the atypical population corresponds to B cells, positive for CD20. Staining for (D) CD3 and (E)
CD21 highlights relatively preserved white pulp nodules, with residual T cells and follicles, and a moderate infiltrate of T
lymphocytes accompanying the neoplastic B cells. F, Ki-67 shows a low proliferative index. The neoplastic cells are positive for (G)
DBA44, and negative for (H) CD25 and (l) annexin A1l.
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(30mo follow-up), and another with a short follow-up
had BRAF mutation (12mo).

Four out of the 5 patients (80%) who progressed or
did not respond to splenectomy had gene mutations,
whereas only 3 out of 10 (30%) who achieved an hema-
tological response had gene mutations. Progression-free
survival of the 7 patients with gene mutations was sig-
nificantly shorter than that of the 8 patients without
mutations (median time to progression: 24 mo vs. not
reached; P = 0.011). The presence of /GHV mutations or
VH family usage did not have a prognostic impact
(Supplementary Table S5, Supplemental Digital Content
1, http://links.lww.com/PAS/A315).

DISCUSSION

SDRPL is an infrequent B-cell lymphoma included as
a provisional entity in the WHO classification.! Owing to
the overlapping clinical and laboratory features with other
splenomegalic lymphomas the diagnosis requires the in-
tegration of clinical, morphologic immunophenotypic, and
genetic information. The few previously documented series
of SDRPL focused on the morphology, histopathology,
and cytogenetics but there is no information on gene mu-
tations in this disease and the knowledge of the genomic
alterations is limited.> #1618 The scanty information on the
biologic features of SDRPL likely reflects the problems in
establishing the diagnosis. At present, it is possible that
SDRPL is both underdiagnosed or overdiagnosed. Indeed,
in our series 2 patients were referred initially as relapsed or
refractory HCL and 2 others were considered as SMZL on
clinical grounds. On the basis of a series of cases with his-
tologic diagnosis, we document here the genomic alter-
ations and the presence of mutations in 5 genes in these
lymphomas. SDRPL, unlike HCL, may carry mutations in
different genes previously identified in other splenic lym-
phoid neoplasms. This scenario is similar to what is ob-
served in other low-grade lymphoproliferative disorders,
such as CLL, in which a relatively large number of genes
are mutated at low frequency ranging from 5% to 15% of
the patients, underlining the heterogenous mutational
landscape of these diseases.!®

From a diagnostic perspective, splenic histology is a
key element to differentiate this entity from other splenic
lymphomas. The main feature of the SDRPL is the diffuse
monophasic pattern of infiltration with atrophy of white
pulp, in contrast to the biphasic and nodular pattern of
SMZL with white pulp replacement and marginal zone
differentiation. Although the spleen histology in SDRPL
may resemble HCL, the immunophenotype can usually
rule out this diagnosis. SMZL may have a cytology and
phenotypic profile similar to SDRPL but the spleen his-
tology is clearly different. The differential diagnosis with
lymphoplasmacytic lymphoma may be problematic due
to the presence of a monoclonal band or focal plasma-
cytic differentiation in the tissues as shown in some of our
SDRPL cases. The lack of MYD&8 mutations in our
patients may help to rule out this diagnosis. Finally,
HCL-v may raise diagnostic problems even when spleen
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histology is available. The lack of plasmacytic differ-
entiation, the monomorphic cytology in the blood and
tissues with lymphoid cells with prominent nucleoli and
the high lymphocyte counts in HCL-v are useful to dif-
ferentiate these 2 diseases.

The genetic changes associated with SDRPL are not
well defined. In the seminal report by Traverse-Glehen
et al,* deletion of 7q was the most common abnormality
(4/10 cases) and trisomy 18 as well as trisomy 3 were de-
tected in 2 and 1 cases, respectively. A caveat of this study
was the lack of spleen histology in nearly two thirds of
these patients. Our findings based on copy number arrays
and cytogenetics do not confirm these data as deletion of
7q was only identified in 1 case and no trisomies of
chromosomes 3 or 18 were found. These findings are in
agreement with the data documented in splenectomized
SDRPL patients.2 These observations support the idea
that SDRPL is not genetically related to SMZL, in which
these alterations are frequently found.2? This is also in
contrast to HCL-v where deletion of 7q by copy number
arrays has been documented in 3/15 cases.?! One case of
the present series had a translocation involving the re-
arrangement of the 14q32 locus with 9p13. This alteration
results in the juxtaposition of the PAXS5 gene in chromo-
some 9 to the enhancer of the IGH gene, and it is known
to lead to PAX5 overexpression.?? This translocation has
been described in a variety of lymphomas, particularly
diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) and SMZL (4 of
330 cases) but, interestingly, 2 out of the 3 latter cases with
spleen histology available had a diffuse pattern of in-
filtration.20 In a series of 10 patients with different low-
grade lymphomas with this rearrangement present, 8 of
them transformed to high-grade DLBCL.? In our case,
the translocation was associated with a complex kar-
yotype and NOTCHI mutation and the patient had a
progressive disease. Another case harbored unbalanced
breakpoint in TCL1I and IGH, in line with the array-based
profile. Rearrangements of TCLI with the TCRJ gene
have been described in T-cell prolymphocytic leukemia.?*
The gene may be deregulated with high protein expression
in some B-cell lymphomas, such CLL or mantle cell
lymphoma (MCL).%* In this series TCL1 expression was
positive in half of cases tested, included the one with
TCLI breaks. However, the significance of the re-
arrangement in this case is uncertain.

Our findings show a preferential /GHV4-34 and
IGHV1-2 gene usage in SDRPL confirming previously
reported data.2* However, this cannot be used to support
a diagnosis of SDRPL as IGHV4-34 family is also over-
represented in HCL-v, SMZL, MCL, and CLL.!1:26-2

For the first time we report in SDRPL the presence
and prognostic impact of mutations in several genes
previously observed in splenic and other small cell lym-
phoid neoplasms. NOTCHI! mutations affecting the
PEST domain were found in 10% of the cases, and in
contrast to SMZL, NOTCH?2 mutations were not found.
Mature B-cell lymphomas with NOTCHI or NOTCH?2
mutations have been rezported to have a more aggressive
clinical behavior.!93932 NOTCHI mutations have been
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FIGURE 2. A, Genomic profile detected by copy number arrays in 16 SDRPL cases. On the x-axis, the chromosomes are repre-
sented horizontally from 1 to 22 and on the y-axis, the percentage of cases showing copy number alterations. Gains are
represented in the positive y-axis and colored in blue, whereas losses are represented in the negative y-axis in red. B, Detailed
recurrent losses in 10923 (including PTEN gene among others) and in 14q31-q32 are shown.

associated in CLL with frequent transformation to
DLBCL,*? in MCL with blastoid morphology®® and in
FL with splenic involvement and frequent association
with DLBCL.3* In contrast, the prognostic significance of
NOTCH?2 mutations in SMZL is still controversial.®8 In
agreement with the findings in CLL, MCL, and FL, the
presence of NOTCHI mutation in our 2 patients was
associated with aggressive disease. Of interest, in 1 of
these 2 patients, the mutation was found only in PB
lymphoma cells and not in the spleen. This might indicate
that the mutation did not occur as a primary event but
later in the pathogenesis of the disease similarly to what
has been occasionally reported in CLL3% and MCL* and
suggested that may occur in T-cell acute lymphoblastic
leukemia. 3¢

Mutations in MAP2KI and BRAF genes were
found in 2 and 1 case, respectively. MAP2KI encodes the

8 | www.ajsp.com

dual-specificity kinase MEK 1, which is a direct effector of
BRAF and is directly upstream of the extracellular signal-
regulated kinases ERK1 and ERK2 in the MAPK path-
way. Both mutations have been reported to be mutually
exclusive.®37 MAP2K1 mutations have been described in
a variety of solid tumours but appear to be extremely rare
in hematopoietic malignancies having only been reported
in Langerhans cell histiocytosis (11/40 cases),® HCL-v
(10/24 cases) and HCL with IGHV4-34 usage (5/7 cases).’
However, in these HCL-v and HCL cases the diagnosis of
SDRPL could be entertained as there was no detail on
cytology and spleen or BM histology. The diagnosis of
HCL-v in our 2 patients was ruled out by the cytologic
features (ie, absence of nucleolus) and low lymphocyte
counts. One of our 2 cases with MAP2K] mutation had
unmutated IGHV4-34 rearrangement and progressive
disease. Other mutations in the M APK family genes have
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Gene Mutations in SDRPL

MAP2K1 mutations NOTCH1 mutations
p.K57N p.K57E p.P2448fs"26 p.P2515fs'4
CAGAATCAGAAG||ACCCAGAAGCAG| KAGCCACTGGGCTGGCGGTG| FCCGTCCCCTGAGTCCCC TY
° N
‘ | delCCAGCAGCC deiCT
! \ /\f "* (\[\ il /\(J\
A RIS ARAR
Case 2 Case 6 Case 1 Case 3
BRAF mutation SF3B1 mutation TP53 mutation
p.K601Q p.P642L p.1255S
& U BG GIC BT CCTT 1Y

CTCACCATCATCACACTG
[ ] ‘ (] f

FIGURE 3. Electropherograms of the mutated genes found in SDRPL cases. Two nonsynonymous mutations in MAP2K1 were
found in 2 cases, 2 frameshift mutations in NOTCHT were found in other 2 different cases, and BRAF, SF3B1, and TP53 non-
synonymous mutations were detected in single cases. The red mark indicates the exact location of the mutation.

been rarely identified in SMZL (MAP3K3 and
MAP3K14)"® and one indolent MCL (MAP3K14).3° Our
third case with disruption of the above-mentioned path-
way had a BRAF p.K601Q mutation and thus involving
an amino acid next to the V600E that is mutated in HCL.
Although a diagnosis of HCL could be considered, this
was ruled out by the immunophenotypic profile. An oc-
casional case report of SDRPL with BRAF V600E mu-
tation has been documented.!? BRAF mutations are a
recurrent feature and molecular hallmark of HCL.® In
one series, however, 20% to 25% HCL, particularly those
with IGHV4-34 usage were reported to lack mutations
in this gene.!%!! Whether all the BRAF unmutated
cases are a particular genetic subgroup of typical HCL
or if a proportion may represent SDRPL is, at present,
uncertain.

Mutations in 7P53 appear to be rare in SDRPL and
SMZL. Only 1 case in our series had a mutated TP53
concomitantly to a 17p deletion in the other allele and
was the only one with p53 overexpression by im-
munohistochemistry. The low frequency of mutations of
this gene in SDRPL is in contrast with HCL-v where
TP53 mutations have been documented in up to 30% (9/
30) of the cases.?

SDRPL patients pursue a chronic clinical course
with median survival similar to those seen in SMZL and
significantly superior to HCL-v.2%3° Although there is
no standard treatment for these patients, splenectomy
allows debulking disease and may control it for years.
However, in our series, around 25% of patients had

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

a more progressive course and a worse outcome and
this appears to be underlined by gene mutations also
present in other low grade B-cell malignancies. Screen-
ing for these mutations in SDRLP, particularly in
young patients might help to foresee an unfavorable
outcome.

In conclusion, this large cohort of SDRPL shows
that these tumors carry mutations in genes previously
identified in other splenic and small B-cell lymphoid ne-
oplasms. However, recurrent chromosomal alterations
frequent in SMZL such as deletion of 7q and trisomies 3
or 18 are not common findings suggesting that these tu-
mors may correspond to a different entity. Despite the
general indolent clinical evolution of SDRPL, some cases
may have a progressive or resistant disease to conven-
tional therapies such as therapeutic splenectomy and this
aggressive behavior may be associated with mutations in
different genes.
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DISCUSION

Los trabajos que integran esta tesis estan centrados en la progresion y
transformacioén histologica de un grupo de linfomas B de bajo grado, y ofrecen
una vision global sobre algunos de los mecanismos citogenéticos y moleculares
implicados en estos fendmenos. La progresion y transformacién de los linfomas
indolentes ha sido un tema de estudio recurrente a lo largo de la historia de la
hematopatologia, utilizando los medios disponibles en cada momento. La
microscopia electronica primero, la histoquimica y la inmunologia después, y
finalmente la biologia molecular han sido hitos tecnoldgicos alcanzados por la
patologia que han permitido mejorar el entendimiento de las enfermedades
neoplasicas, y en especial las patologias hematoldgicas, debido a la facilidad
para la obtencion de muestras. En los Ultimos afios, el desarrollo y la posterior
simplificacion de las tecnologias de secuenciacibn masiva han permitido
identificar mutaciones recurrentes que afectan a genes implicados en vias
importantes involucradas en la diferenciacion y activacion del linfocito B, asi
como profundizar en el conocimiento de los mecanismos oncogénicos de
muchas neoplasias derivadas de la expansion clonal de células linfoides B
maduras. Estos avances han facilitado la identificacion de biomarcadores que,
ademas de proporcionar conocimientos sobre la patogénesis de las diversas
neoplasias, han proporcionado datos relevantes en lo que concierne a predecir
el curso clinico y a nuevas opciones terapéuticas o terapias diana que
contribuyen a disminuir la toxicidad del farmaco con un incremento de su

eficacia.

Los trabajos que se presentan en esta tesis deben situarse en este contexto. El
primer trabajo esta centrado en la descripcion de un tipo de transformacion
agresiva poco documentado y caracterizado, que es la transformacion de un
linfoma de bajo grado a un linfoma de células grandes con fenotipo
plasmablastico. La transformacion agresiva habitual de los pacientes con CLL o
FL es a un linfoma difuso de células grandes convencional, un fenédmeno
plenamente estudiado en estas dos entidades. Sin embargo, la transformacion

L155-158

plasmablastica ha sido documentada en unos pocos casos de CL y tan

solo en un caso de FL.*** Nuestro trabajo identificé tres casos de CLL y tres FL
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que evolucionaron hacia una transformacion plasmablastica. Este hallazgo
parece ser que guarda relacién con el linfoma plasmablastico que se manifiesta
como tal sin una fase previa de linfoma de bajo grado. Esta ultima entidad es
un linfoma de células grandes con caracteristicas morfolégicas y fenotipicas
plasmablasticas y que se asocia a inmunosupresion e infeccién por VEB. Las
células suelen ser de tamafio grande y poseer un nudcleo excéntrico, un
nucléolo central y prominente y cromatina laxa. El inmunofenotipo es
caracteristico con expresion de antigenos de células plasméaticas como CD138,
CD38, IRF4, Blimpl o XBP1, y ausencia de marcadores de células B madura
como CD20 y PAX5% Desde un punto de vista morfolégico e
inmunohistoquimico nuestros casos eran muy similares al linfoma
plasmablastico que se manifiesta inicialmente como tal pero a diferencia de
éste no parecen asociarse a un estado de inmusupresiéon y/o infeccién por el
virus de Epstein-Barr. Solamente en un caso de nuestra serie, se observo la
infeccion por el VEB el cual se hallaba presente en el componente agresivo
plasmablastico. Un caso similar de LP-t que era VEB positivo ha sido descrito
en un paciente con CLL.™ En ambos casos los pacientes habian recibido
quimioterapia, por lo que no puede descartarse que la transformacién pudiera
estar favorecida por un estado de inmunosupresion en estos dos pacientes.
Debido a que en ninguno de estos dos casos fue estudiado el patrén completo
de antigenos de latencia y replicaciéon del VEB no se puede asegurar con
certeza el papel que juega este virus en la patogénesis y desarrollo de esta

transformacion.

Entre las alteraciones genéticas mas frecuentes en el linfoma plasmablastico
se encuentran las translocaciones que afectan al gen MYC, generalmente en
asociacion con la cadena pesada del gen de las inmunoglobulinas, detectado
en casi la mitad de los casos.™® Al igual que en este, la transformacion
plasmabléastica se asocid a reordenamientos de gen MYC en dos de los tres
pacientes con CLL, mientras que no se identificaron alteraciones en el linfoma
folicular. Los reordenamientos de MYC también han sido observados en otros
estudios con transformacion plasmablastica, tanto en CLL como en FL.13138
También se han descrito translocaciones de MYC en la transformacion de CLL

a un linfoma B difuso de células grandes®’ y en la transformacion del FL a
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leucemia aguda linfoblastica™***®°

y en otras neoplasias linfoides sin evidencia
de transformacion. Estas observaciones sugieren que las aberraciones de MYC
juegan también un papel importante en la patogénesis de las neoplasias

linfoides agresivas con diferenciacion B terminal.

Otras de las diferencias que contrastan entre la transformacion clasica a un
DLBCL y la transformacion plasmablastica, tanto en la CLL como en el FL, son
las mutaciones de TP53. Esta alteracion es un fendmeno muy frecuente
implicado en la patogenia de la transformacion a DLBCL en estos dos tipos de
linfomas. %% Sin embargo, en nuestra serie, no se observé ninguna alteracion

citogenética en la region cromosoémica de TP53 en el cromosoma 17p.

El segundo y tercer trabajo se centran en el papel de las mutaciones génicas
en la progresion y transformacién de dos linfomas indolentes, el linfoma
folicular y el linfoma esplénico difuso de la pulpa roja. La secuenciaciébn masiva
del genoma o exoma de diferentes neoplasias hematoldgicas ha permitido
identificar dos escenarios distintos sobre como influyen las mutaciones
genéticas en la patogénesis de estas entidades. Por un lado, los estudios de
secuenciacion llevados a cabo en la CLL han puesto de manifiesto que esta es
una enfermedad en la que existen un nimero relativamente grande de genes
mutados recurrentemente con una baja frecuencia y s6lo unos pocos genes
mutados en una frecuencia ligeramente mas elevada, tales como NOTCH1,
SF3Bly MYD88.%"35152162 Eny contraposicion, los estudios de secuenciacion
en la tricoleucemia han identificado una mutacion recurrente que se encuentra
en virtualmente todos los casos, y que afecta al gen BRAFV600E.*%** Esto
pone de manifiesto que los mecanismos patogenéticos en las neoplasias
hematolégicas pueden ser muy variados, y que su estudio debe abordarse de
manera amplia. El segundo y tercer trabajo aprovechan toda esta informacion
generada en los Ultimos afios y exploran la presencia de mutaciones ya
descritas en otras neoplasias hematoldgicas pero todavia no identificadas en el
FL o el SDRPL.

El segundo trabajo esta enfocado en la deteccion de las mutaciones de
NOTCH en el linfoma folicular y en casos transformados a linfoma difuso de
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células grandes. NOTCH1 es un gen que se encuentra implicado en otras
neoplasias hematoldgicas, como la leucemia linfoblastica T y algunos linfomas
B maduros, asociandose ademas, a un comportamiento clinico agresivo.® 413
En esta serie de 137 muestras de 112 pacientes con FL identificamos siete
casos (6%) con mutaciones de NOTCH, cinco de ellos en NOTCH1 y dos en
NOTCH2. Estos FL tenian unas caracteristicas clinico-patolégicas peculiares,
ya que tenian un predominio en mujeres, afectacion esplénica frecuente, no
solian tener la t(14;18) y se asociaban de manera significativa a transformacion
a linfoma B de células grandes. La frecuencia de mutaciones en NOTCH en el
FL es similar a la observada en CLL y algo inferior a la del linfoma de células
del manto. Las mutaciones de NOTCH1l se han asociado a una mayor
transformacién a DLBCL, peor prondstico en CLL y a formas blastoides en
MCL. En este estudio, cuatro FL con NOTCH mutado mostraron un
componente simultdneo de DLBCL, y otro caso de FL manifestd una
transformacion histolégica franca a DLBCL en la recaida. Estos hallazgos
sugieren que las mutaciones de NOTCH en el FL, al igual que en CLL o en
MCL, también estan asociadas con la agresividad del linfoma, cuando se
compara con la frecuencia de transformacion histol6gica previamente descrita
(25-35%). En 14 pacientes se pudo analizar la presencia de mutaciones en
muestras secuenciales. Esto incluia 3 casos NOTCH-mutado y 9 casos
transformados NOTCH-no mutado. En todos los casos el estatus mutacional no
cambié entre las muestras secuenciales, con independencia de la
transformacion histologica. Estos hallazgos sugieren que la mutacion de
NOTCH1 podria ser uno de los eventos iniciales y facilitar la progresion del FL
a DLBCL. Estos hallazgos también han sido documentados en los estudios de

muestras secuenciales en la CLL.%**

En esta serie, la frecuencia de la t(14;18) en los casos NOTCH-mutados (14%)
es mas baja que en el FL convencional, que se situa alrededor del 80%. Varios
estudios han demostrado que los FL sin la t(14;18) tienen un mayor grado
histolégico, una menor frecuencia de expresion de CD10 y BLC2, y un peffil
gendmico distinto, siendo mas comunes los reordenamientos de BCL6, trisomia
3y trisomia 18.1°*%® También se ha identificado un forma de FL sin la t(14;18),

con patron de crecimiento predominantemente difuso, que presenta
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frecuentemente la delecion de 1p36.”* Los hallazgos de nuestro estudio
sugieren que, ademas de las alteraciones genéticas previamente descritas, las
mutaciones de NOTCH pueden contribuir a la linfomagénesis y agresividad de

un subtipo de FL negativos para la t(14;18).

La afectacion esplénica es un fenébmeno inusual en FL. En este estudio los FL
con mutacion de NOTCH tenian mayor frecuencia de afectacion esplénica que
los NOTCH wild-type. La activacion de NOTCH2 es esencial para que las
células B normales se diferencien en células de la zona marginal.’®’ La
activacion de NOTCH también promueve a las células B para que se localicen
en la zona marginal, mientras que su inhibicién induce la relocalizacion de las
células de la zona marginal a otros 6rganos, como la sangre periférica,
resultando en una atenuacién de la zona marginal.**®** La frecuencia de las
mutaciones en NOTCH2, con su activacién subsecuente en el SMZL, superior
a la que se observa en el FL y CLL, podria ser uno de los determinantes de
promover la acumulacion de células del linfoma en el bazo. Por el contrario,
aunque NOTCH1 se halla involucrado en la diferenciacion de linfocitos B a
células secretoras de anticuerpo, se desconoce su asociacion con la

diferenciacion de linfocitos B en el bazo

Alteraciones del oncogén MYC y/o del gen supresor de tumores TP53 se
encuentran involucradas en una proporcion de casos de transformacion de FL.
En este estudio también se analizé la presencia de translocaciones de MYC y
mutaciones en TP53 para explorar la relacién entre estos mecanismos y las
mutaciones de NOTCH, con la transformacion histologica agresiva del FL. En
nuestra serie, se identificaron positividad para la proteina p53 o reordenamiento
del gen MYC en el componente de DLBCL en el 50% de los casos sin la
mutacion de NOTCHL1. Sin embargo, no se observaron estas alteraciones en
ninguno de los casos con la mutacion de NOTCH1. Esto indica que las
mutaciones de NOTCH pueden ser un mecanismo de transformacion agresiva

alternativo al de la desregulacion de TP53 y MYC.

La relacion entre las mutaciones de NOTCH2 y SMZL plantean la cuestion de

si los FL NOTCH-mutados observados en el estudio podrian estar relacionados
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con esos tumores. Los cinco FL con mutacion de NOTCH y afectacion
esplénica tenian un claro patrén de crecimiento folicular, con una trama de
células foliculares dendriticas conservada y carecian de diferenciaciéon
monocitoide. Ademas, los cinco casos expresaban marcadores de centro
germinal como CD10, BCL6 o LMO2, y dos de ellos presentaban la t(14;18), lo
gue apoyaba el diagnostico de FL en estos casos.

La identificacion de mutaciones de NOTCHL1 puede abrir nuevas posibilidades
terapéuticas en el tratamiento del FL. Las y-secretasas activan la via NOTCH
rompiendo el dominio transmembrana, liberando asi el dominio intracelular al
citoplasma. Los inhibidores de las y-secretasas se han propuesto como una
posible terapia en los tumores con la mutacion de NOTCH, y podrian ser
efectivos en los FL o cualquier otro tumor que tenga estas mutaciones. Aunque
todavia se requiere un “refinamiento” en la composicion de los inhibidores de y-
secretasas para su utilizacion en la préactica clinica, recientes estudios indican
que la modulacién de la dosis o la combinacién con otros farmacos como los
corticoesteroides, pueden incrementar el efecto anti-tumoral y reducir la

toxicidad."%"*

En el tercer trabajo se investigd la presencia de mutaciones genéticas
presentes en un linfoma con afectaciéon primariamente esplénica, el linfoma
esplénico difuso de la pulpa roja, y se analizé su papel en la progresion de la
enfermedad. Las alteraciones moleculares descritas en los linfomas esplénicos
nos han dado una vision de su patogénesis y han mostrado ser utiles en el
diagnéstico de algunas entidades, particularmente en la tricoleucemia, donde la
mutacion de BRAF se detecta en la gran mayoria de casos y, hasta cierto
punto, en el SMZL vy la tricoleucemia variante, en los cuales se observan con
una elevada frecuencia mutaciones en NOTCH2 y KLF2 en el primero, y
MAP2K1 en la tricoleucemia variante. Sin embargo, al igual que acontece con
NOTCH1 en la CLL o0 MYD88 en el linfoma linfoplasmacitico, estas mutaciones
no estan restringidas a una unica enfermedad y solo se observan en una

proporcion de casos.

Este trabajo es pionero en lo que se refiere a la identificacion de genes que se

hallan mutados en el SDRPL y por consiguiente implicados en su patogenia. En
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esta serie de 19 pacientes, se identificd la presencia de cinco genes mutados
en siete pacientes. Dos casos tenian mutaciones en MAP2K1, otros dos en
NOTCH1, y las mutaciones de TP53, BRAF y SF3B1 se identificaron en un
caso cada una. Las dos mutaciones en NOTCH1 ocurrieron en el dominio
PEST, al igual que se ha descrito en otros linfomas B de bajo grado, como CLL,
MCL o en nuestro trabajo previamente descrito en FL. De la misma manera, la
presencia de la mutacién de este gen en los dos pacientes se asocid con un
curso de la enfermedad agresivo, ya que los dos pacientes progresaron y
necesitaron una segunda linea de tratamiento con quimioterapia. Estos
hallazgos confirman el papel que posee la desregulacion de NOTCH1 como
elemento importante en la progresion y transformacion de los linfomas. En esta
serie de linfomas esplénicos no se identificaron mutaciones en NOTCH2 al
contrario que en el linfoma esplénico marginal lo cual sustentaria en parte que

se tratan de dos entidades diferentes.

Tres pacientes manifestaron mutaciones en genes de la via de MAP que
afectaban a MAP2K1 en dos casos y BRAF en uno. El gen MAP2K1 codifica
para la kinasa MEK1, que es un efector directo de BRAF y se encuentra en un
nivel inmediatamente superior a las kinasas ERK1 y ERK 2 en la via de MAPK.
La mutacién de MAP2K1 se ha descrito en algunos tumores sélidos, pero es
muy rara en neoplasias hematoldgicas, habiéndose descrito s6lo en
histiocitosis de células de Langerhans, tricoleucemia con el reordenamiento
IGHV4-34 y tricoleucemia variante. Sin embargo, las herramientas diagnésticas
en estos casos publicados de tricoleucemia y tricoleucemia variante eran muy
limitadas, por lo que no se puede descartar de que se trataran de SDRPL. Los
diagnosticos de tricoleucemia o tricoleucemia variante en los dos pacientes con
la mutacion de MAP2K1 fueron descartados por las caracteristicas citoldgicas
(ausencia de nucléolo), los niveles bajos de linfocitosis en sangre periférica y
por el inmunofenotipo. Uno de los pacientes mostraba el reordenamiento
IGHV4-34 y presentd un curso clinico progresivo que requirié tratamiento con
qguimioterapia. El tercer paciente con alteracion la via de MAPK presento la
mutacion de BRAF K601Q, una alteracion que se encuentra adyacente al
aminoacido V600E, que es el que se encuentra mutado en tricoleucemia. En

este caso se pudo descartar el diagndstico de tricoleucemia por el perfil
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inmunofenotipico. Esta mutacion especifica no ha sido descrita anteriormente.

Si se ha descrito excepcionalmente la mutacién de BRAF V600E en SDRPL.'"?

Un caso mostré mutaciones en TP53, concomitantemente con una delecion de
17p en el otro alelo. Este paciente evolucion6 rapida y desfavorablemente sin
respuesta a la esplenectomia ni a la quimioterapia. La baja frecuencia de
mutaciones de TP53 en esta serie contrasta con lo que se observa en la
tricoleucemia variante, donde se han documentado en hasta un 30% de los

casos.'”®

Las alteraciones citogenéticas en SDRPL descritas en trabajos previos incluyen
la delecién de 7q, y las trisomias 3 y 18.2>% Sin embargo, en el estudio de
Traverse-Glehen, a pesar de que incluyen 37 pacientes en su serie, en dos
tercios de los pacientes no se disponia de histologia del bazo. En nuestro
estudio basado en arrays de copy nhumber y citogenética no hemos confirmado
esos datos. La delecién de 7qg sélo se identificd en un caso mientras que las
trisomias 3 y 18 estaban ausentes. Estos resultados si concuerdan con lo
publicado en series de pacientes esplenectomizados.®® Estas observaciones
junto con la ausencia de mutaciones en NOTCH2 apoyarian la nocién de que el

SDRPL no esta genéticamente relacionado con el SMZL.

Histol6gicamente el SDRPL tiene una morfologia caracteristica, consistente en
un borramiento difuso de la pulpa roja y la pulpa blanca por una proliferacion de
linfocitos B, con un inmunofenotipo inespecifico. Esta morfologia es bastante
diferente del patron que suele adoptar el SMZL, que es el linfoma primario
esplénico mas frecuente, y que suele consistir en una expansion de la zona
marginal de la pulpa blanca, caracteristicamente mostrando un patrén bifasico.
Es por ello, que con la pieza de esplenectomia, estos dos linfomas se suelen
diferenciar sin problemas. Sin embargo la realizacién de la esplenectomia no
siempre es posible en los pacientes, ya sea porque el curso de la enfermedad
es muy indolente y no se quiere someter al paciente a una intervencion
puramente diagnostica, o porqué el estado general del paciente es fragil y el
riesgo de la intervencidén es elevado. Esta actitud estd apoyada por algunos
articulos, anteriores a la aparicion de la 4 edicion del libro de la WHO, que

indican que se puede realizar el diagnostico de SMZL con la combinacion de
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caracteristicas obtenidas mediante morfologia linfocitaria en sangre periférica,
inmunofenotipo, citogenética, histologia de médula 6sea vy, si esta disponible, la
morfologia esplénica.’’* Este razonamiento acepta la posibilidad de establecer
el diagnéstico de SMZL sin pieza histolégica del bazo. Sin embargo, el SDRPL
se puede presentar clinica y biologicamente de manera similar al SMZL,
pudiéndose solapar las caracteristicas morfologicas, inmunofenotipicas y el
patron de infiltracion de médula ésea, por lo que para establecer el diagndstico
especifico de alguno de estos linfomas es imprescindible conocer la histologia
esplénica. Algunos estudios que comparan el SMZL y el SDRPL han
sustentado su diagnostico meramente en la combinacion de hallazgos en
sangre periférica, médula 6sea, inmunofenotipo y citogenética.®® Esto abre la
posibilidad de que en el estudio pudieran haber mezclado entidades diferentes.
Esta posibilidad se ve reforzada por el hecho de que las alteraciones
citogenéticas encontradas en este trabajo muestran discrepancias con las
obtenidas en otros estudios donde si se analizé la histologia esplénica,
incluyendo el trabajo de la presente tesis, como se ha comentado
anteriormente.®® Desde un punto de vista diagnéstico, nuestro trabajo sugiere
que las alteraciones citogenéticas y mutaciones de ciertos genes podrian
contribuir de forma adicional al diagnostico diferencial entre el SMZL vy el
SDRPL en la circunstancia de no disponer de informacion de la histologia del

bazo.

Desde el punto de vista clinico, los pacientes con SDRPL tienen un curso
cronico con una supervivencia media similar a la del SMZL. Aunque no hay un
tratamiento estandar para estos pacientes, la esplenectomia puede ser eficaz
permitiendo controlar la enfermedad durante afios. Sin embargo en nuestra
serie, alrededor de un 25% de los pacientes manifestaron un curso progresivo y
mostraron un peor prondstico, lo que parece estar relacionado con la presencia
de mutaciones en diferentes genes que también se encuentran presentes en

otras neoplasias B de bajo grado.

Los estudios en FL y en SDRPL han puesto de manifiesto que la presencia de
mutaciones en algunos genes hasta ahora poco conocidos como NOTCH1 o
MAP2K1 tienen una implicacion en la progresion o transformaciéon de los

linfomas, y ello es similar a lo que se ha publicado previamente en CLL y MCL.
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Ademas, como se ha comentado previamente, la identificacion de mutaciones
de NOTCHL1 puede permitir nuevos abordajes terapéuticos mediante el uso de

los inhibidores de las y-secretasas.
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CONCLUSIONES

1.- La transformacion plasmablastica es un tipo de evolucién agresiva poco
frecuente en linfomas de bajo grado, y que manifiesta analogias y diferencias

con el linfoma plasmablastico

2.- La transformacion plasmabléstica puede asociarse o no con alteraciones del
gen MYC, pero a diferencia del linfoma plasmablastico no suele estar asociada

a inmunodeficiencia o infeccion por EBV.

3.- Las mutaciones de NOTCH1 y 2 son poco frecuentes en el linfoma folicular
(6.3%).

4.- Los linfomas foliculares con mutaciones de NOTCHL1 y 2 suelen presentarse
con afectacidn esplénica, tienen una menor frecuencia de t(14;18) y se asocian

frecuentemente a transformacion a linfoma de células grandes.

5.- El diagnéstico de linfoma esplénico difuso de la pulpa roja debe realizarse
en la pieza de esplenectomia, ya que las caracteristicas clinico-bioldgicas

pueden solaparse con las de otros linfomas que cursan con esplenomegalia.

6.- El linfoma esplénico difuso de la pulpa roja presenta alteraciones

moleculares y citogenéticas diferentes al SMZL.

7.- El linfoma esplénico difuso de la pulpa roja presenta mutaciones somaticas
en genes asociados a linfomagénesis en otros linfomas, como NOTCH1, TP53,
MAP2K1, BRAF y SF3B1, y no parecen tener ninguna mutacion caracteristica.

8.- Las mutaciones de NOTCH1, TP53 y MAP2K1 se asocian a un curso de la

enfermedad mas progresivo en el linfoma esplénico difuso de la pulpa roja.
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