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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ABC: Célula B activada

ADN: Acido desoxirribonucleico

AKT: Proteina serina-treonina cinasa alfa (Alpha serine/threonine-protein kinase)
ARID1A: Gen del dominio de interaccion rico en AT de la proteina A1 (AT-Rich
interaction domain 1A)

ARN: Acido ribonucleico

AS-PCR: Reaccion en cadena de polimerasa alelo especifica

BCL2: Gen de la proteina 2 de la leucemia/linfoma de células B (B-cell ymphoma
2)

BCR: Receptor de células B

BCWM.1: Linea celular inmortalizada de macroglobulinemia de Waldenstrom en
el Centro Bing del Instituto Dana Farber de Boston

BTK: Tirosina cinasa de Bruton

CD19: Antigeno del linfocito B CD19

CD79A: Gen de la cadena alfa de la proteina asociada al complejo del receptor
de antigeno de células B (B-Cell antigen receptor complex-associated protein
alpha chain)

CD79B: Gen de la cadena beta de la proteina asociada al complejo del receptor
de antigeno de células B (B-Cell antigen receptor complex-associated protein
beta chain)

cfDNA: ADN libre circulante (cell free deoxyribonucleic acid)

CM: Componente monoclonal

CNA: Alteraciones numéricas cromosomicas (copy number alterations)
CXCL12: Ligand 12 de la quimiocina C-X-C (C-X-C Motif Chemokine Ligand 12)
CXCL13: Ligand 13 de la quimiocina C-X-C (C-X-C Motif Chemokine Ligand 13)
CXCR4: Receptor 4 de la quimiocina C-X-C (C-X-C motif chemokine receptor 4)
CXCRS: Receptor 5 de la quimiocina C-X-C (C-X-C chemokine receptor type 5)
CXCRY7: Receptor 7 de la quimiocina C-X-C (C-X-C chemokine receptor type 7)
ddPCR: Reaccion en cadena de polimerasa digital en gotas

ERK: Cinasa de sefalizacion extracelular (extracellular signal-regulated kinase)
EXOC2: Gen del componente 2 del complejo de exoquiste (exocyst complex
component 2)
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FLC: Cadenas ligeras libres (free light chains)

GMSI: Gammapatia monoclonal de significado incierto

ICC: Consenso Internacional para la Clasificacion de Neoplasias Linfoides
Maduras

IL-1: Interleucina 1

IRAK1: Cinasa 1 asociada al receptor de interleucina 1 (interleukin-1 receptor-
associated kinase 1)

IRAK3: Cinasa 3 asociada al receptor de interleucina 1 (interleukin-1 receptor-
associated kinase 3)

IRAK4: Cinasa 4 asociada al receptor de interleucina 1 (interleukin-1 receptor-
associated kinase 4)

IRF4: Gen del factor 4 regulador del interferon (interferon regulatory factor 4)
LP: Linfoplasmocitico

MM: Mieloma multiple

MO: Médula 6sea

mTOR: Diana de la rapamicina en los mamiferos (mammalian target of
rapamycin)

MW: Macroglobulinemia de Waldenstrom

MWQ: Macroglobulinemia de Waldenstrom quiescente

MWS: Macroglobulinemia de Waldenstrom sintomatica

MYDB88: Gen de la respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88 (myeloid
differentiation primary response 88)

NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas (nuclear factor kappa B)

OCI-Ly3: Linea celular 3 inmortalizada de linfoma difuso de células grandes B
en el Instituto del Cancer de Ontario

OCI-Ly19: Linea celular 19 inmortalizada de linfoma difuso de células grandes B
en el Instituto del Cancer de Ontario

PI3K: Fosfoinositol 3-cinasa

SPI1: Protooncogén Spi1 (Spi-1 proto-oncogene)
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Leukemia/Lymphoma 1)

TLR: Receptor de tipo Toll (toll-like receptor)
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TP53: Gen de la proteina tumoral 53 (tumor protein p53)

VDJ: Recombinacién de regiones variables, de diversidad y de unién (variable,
diversity and joining recombination)

WES: Secuenciacion completa del exoma (whole exome sequencing)
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WHO: Organizacién Mundial de la Salud (World Health Organization)
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INTRODUCCION

La macroglobulinemia de Waldenstrom (MW) es un subtipo de linfoma B no
Hodgkin caracterizado por la infiltracion en médula ésea de linfoplasmocitos
clonales productores de una inmunoglobulina M (IgM) en el suero'2. Tiene una
prevalencia de 0,36 casos por 100.000 habitantes, siendo considerado una
neoplasia hematologica rara®. Tras la secuenciacién completa del genoma de la
MW, se han identificado también mutaciones somaticas recurrentes, tales como
el cambio de una leucina por una prolina en la posicién 265 del aminoacido del
gen MYD88 (MYD88 L265P) en el 90% de los casos*®. En el 40% de los casos
se han identificado distintas mutaciones en CXCR4, algunas produciendo un
codon de terminacién®’. Si bien las mutaciones en MYD88 y CXCR4 son
frecuentes en la MW, también se pueden observar en otros sindromes

linfoproliferativos; por lo tanto, no son exclusivas®?®.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes de la MW son aquellas
ocasionadas por la infiltracidon medular por las células tumorales, como la anemia
o trombocitopenia no inmunes. Entre las originadas por la cuantia o actividad del
componente monoclonal (CM) sérico IgM destacan la hiperviscosidad, la
neuropatia periférica, la crioglobulinemia y la anemia hemolitica por
crioaglutininas® 19", Al tratarse de un linfoma de bajo grado, la enfermedad suele
tener un curso indolente. Aproximadamente el 20% de los pacientes de nuevo

diagndstico con MW son asintomaticos 2.

La MW asintomatica o quiescente (MWQ) ha estado sujeta a numerosos estudios
con el interés de identificar factores predictores de progresion a MW sintomatica
(MWS), permitiendo también la creacion de escalas de riesgo a la progresion
que orienten a una toma de decision en la consulta médica. Segun la serie de
pacientes mas amplia, la incidencia acumulada de progresién es
aproximadamente del 30% a los dos afios, valor que varia segun la presencia o
no de factores predictores de peor supervivencia libre de progresion™s.

Debido a la necesidad de predecir el desarrollo de MWS vy la facilidad de detectar

un CM IgM en suero desde el punto de vista técnico, la gammapatia monoclonal

19



de significado incierto (GMSI) de isotipo IgM se considera el evento mas inicial
durante la evolucién de un paciente con MW'15_ |La GMSI se caracteriza por la
presencia de un CM IgM en ausencia de infiltracidn medular por el linfoma, y
desde el punto de vista gendmico, también puede presentar la mutacion MYD88
L265P, aunque en menor proporcion''6. A pesar de que la GMSI IgM es
considerada una entidad benigna, la tasa de progresion anual a MW u otra
neoplasia linfoproliferativa suele ser de 1 al 2% anual, de acuerdo a la serie de

pacientes con mayor seguimiento41%17-19,

Por lo tanto, existen dos entidades clinico-patoldgicas pre-sintomaticas de la MW
denominadas GMSI IgM y MWQ, ambas con un riesgo de progresion distinto,
pero que comparten caracteristicas bioldgicas similares y con un riesgo de
progresar a MWS. Este concepto evolutivo de la MW representa un modelo de
estudio unico, donde es posible la identificacidn de biomarcadores iniciales con
el objetivo de establecer un diagnostico mas preciso, asi como el prondstico de
los pacientes.

1. Criterios diagnosticos y célula de origen

1.1 Definicién de macroglobulinemia de Waldenstrom

El Dr. Jan Waldenstrom fue el primero en describir una enfermedad en el afo
1944, caracterizada por la presencia de anemia, trombocitopenia, signos de
hiperviscosidad del plasma en forma de epistaxis y alteraciones retinianas; todo
ello asociado con un aumento de una proteina de elevado peso molecular, que
posteriormente se identificd como IgM?°. Fue a partir del afio 1970 en el que se
asocia esta enfermedad, hasta entonces conocida como macroglobulinemia, con
la presencia concomitante de linfomas B2'. Posteriormente, se evidencio la
presencia de un CM sérico IgM en varias neoplasias B maduras; sin embargo,
se describi6 una que caracteristicamente presentaba una infiltracion por
linfocitos B con diferenciacion plasmocelular y de cuantia variable. De forma
sistematica, estos linfocitos B expresaban las moléculas CD19 y CD20 en su

superficie y eran negativos para CD5, CD10 y CD23, mientras que el
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componente plasmocelular expresaba CD1382%2. De esta manera, se logro definir
a la MW como un linfoma linfoplasmocitico en presencia de una gammapatia
monoclonal IgM. Debido a que no existe una relacion entre el porcentaje de
infiltrado medular linfoplasmocitico y el CM sérico IgM, no se establece un punto
de corte del CM IgM para la definicion de MW'. Tampoco se exige un punto de
corte de infiltrado medular, ya que existen casos con un porcentaje inferior al
10% pero presentan caracteristicas morfoldgicas, inmunofenotipicas y clinicas
de una MWS. En ello se basa el criterio que se usa en la actualidad (Segundo
Consenso Internacional de Waldenstrom del afio 2003, actualizado por el
Consenso Internacional para la Clasificacion de Neoplasias Linfoides Maduras o
ICC, por sus siglas en inglés) y que no ha variado desde su introduccion: el
diagnéstico de linfoma linfoplasmocitico se basa en la presencia de un agregado
linfoide linfoplasmocitico y evidencia de linfocitos B y células plasmaticas
clonales?. A partir del descubrimiento de la mutacion L265P en el gen MYD88 en
linfomas B indolentes y agresivos, y de forma mas recurrente en casi el 90% de
pacientes con MW, la presencia de esta alteracién molecular puede orientar el
diagnostico. Sin embargo, la ausencia de la mutacion no excluye el diagnostico
de la MW?2,

Dado que no todos los pacientes con MW presentan sintomas al diagndstico, la
lenta evolucion de muchos de los pacientes, y la practica incurabilidad de la
enfermedad, se clasifica como un linfoma B de bajo grado o indolente. Por lo
tanto, y como otros sindromes linfoproliferativos, al menos un 20% de pacientes
no requieren tratamiento al diagnostico segun la experiencia clinica de la Clinica
Mayo'2. Para definir a estos pacientes se uso el término anglosajon “smoldering”,
que puede traducirse al castellano como latente o quiescente, por hacer una
comparacion con el mieloma multiple (MM). Si bien no existe un consenso para
la definicion de MWQ, se extrapola a partir de la ausencia de sintomas'32324, De
este ultimo, tampoco se exige un minimo de tiempo de seguimiento con ausencia

de sintomas para que un paciente sea considerado como MWAQ.
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1.2 Evolucion de la definicién de la gammapatia de significado incierto
igM

El término GMSI fue mencionado por primera vez en el afio 1972 por Dr. Robert
Kyle tras el analisis de una poblacién de Minnesota de 1.200 adultos mayores de
50 afos, encontrando que 15 (1,25%) pacientes presentaban un pico monoclonal
en suero de isotipo IgG, IgA o IgM, sin tener ninguna de evidencia de MM o MW?°,
Con un mayor tiempo de seguimiento, la gran mayoria de los pacientes que
presentaban un CM sérico inferior a 30 g/L no desarrollaron una transformacién
maligna'#1%26.27 QOtras series validaron estos resultados, ademas de encontrar
que un subgrupo de pacientes con GMSI tenian un riesgo de transformacién
maligna durante el seguimiento. Mas especificamente, los pacientes que
presentaban un isotipo IgG o IgA progresaban a un MM o amiloidosis de cadenas
ligeras, mientras que aquellos con isotipo IgM lo hacian de forma mas frecuente
a una MWS?,

En la actualidad, la GMSI se define segun los criterios establecidos por la Clinica
Mayo (adoptado por la Organizacion Mundial de la Salud o WHO, por sus siglas
en inglés)?8-30 y la ICC"2. Los criterios de la WHO indican que se deben cumplir
tres criterios: CM sérico IgM menor de 30 g/L, ausencia de sintomas y un
infiltrado medular linfoplasmocitico inferior al 10%. Sin embargo, la Clinica Mayo
recomienda unicamente realizar un estudio medular en pacientes con GMSI IgM
que presenten factores predictores de progresion como un cociente de cadenas
ligeras libres en suero alterado y un CM sérico mayor a 15 g/L'4. Debido a que
los pacientes con GMSI IgM que presentan una transformacién maligna
representan solamente una pequefa proporcion, no se dispone de un estudio
medular en forma de aspirado o biopsia de forma sistematica en todos estos
pacientes.

Por otro lado, la ICC define a la GMSI IgM en el caso que exista un CM sérico
IgM independiente de su cuantia junto con un infiltrado medular inferior al 10%
de células plasmaticas, sin que haya evidencia de agregados linfoides B de tipo

linfoplasmocitico. La ICC va mas alla y plantea la definicion de dos subgrupos de
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GMSI IgM. El primero se denomina como “subtipo de célula plasmatica”, definida
por la presencia de células plasmaticas clonales en ausencia de una poblacion
linfoide B clonal y sin la mutacion MYD88 L265P. El segundo se denomina “no
especificado”, incluyendo aquellos que tienen una poblacion linfoide B clonal con
mutacion MYD88 L265P, no presentan agregados linfoides de tipo
linfoplasmocitico, y no cumplen criterios de otra neoplasia linfoide B maduraZ.
Debido a que no se menciona una cuantia de CM sérico IgM como punto de corte
para orientar el diagndstico de GMSI IgM, la ICC recomienda un estudio medular
para descartar la presencia de un infiltrado linfoplasmocitico, y ademas evaluar
la clonalidad por citometria de flujo.

Como se puede ver, existe cierta controversia en los aspectos diagnosticos, dado
que algunos pacientes diagnosticados de GMSI IgM segun los criterios de la
WHO podrian no serlo segun la ICC. La situacion mas compleja resulta al
momento de diferenciar a pacientes con sospecha de GMSI IgM y MWQ, debido
a que ninguno de los dos presenta sintomas. En cualquier caso, ambos criterios
coinciden en el caracter asintomatico de la GMSI IgM. Asimismo, se abren
nuevas oportunidades para una continua evaluaciéon de los parametros

diagnésticos.

1.3 Enfermedades relacionadas con el componente monoclonal IgM

Durante el Segundo Consenso de la Macroglobulinemia de Waldenstrom se
anadio un nuevo concepto denominado “enfermedad relacionada con la IgM”,
debido a la presencia de sintomas relacionados al CM sérico IgM sin evidencia
de un linfoma subyacente. Los sintomas habitualmente estan relacionados con
la presencia de crioglobulinemia, amiloidosis por cadenas ligeras, y fenbmenos
autoinmunes como neuropatia periféerica y la enfermedad por

crioaglutininas™3":32,

La tabla 1 resume los criterios diagndésticos de las distintas entidades clinico-
patolégicas en presencia de un CM sérico IgM, propuesta por el Consorcio
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Europeo de la Macroglobulinemia de Waldenstrom?3. En este nuevo consenso,
y de forma similar a la ICC, no se considera un punto de corte de CM sérico para
diferenciar la GMSI IgM de la MW, aunque destacan que raras veces excede los
30 g/L en la GMSI IgM. Sin embargo, se hace hincapié en que algunos pacientes
pueden tener infiltrados medulares dudosos sin confirmacién fenotipica. Estos
deberian considerarse como GMSI IgM, y recomiendan seguir el criterio de la
WHO. Por lo tanto, el estudio medular resulta indispensable para hacer el
diagndstico diferencial entre la GMSI IgM y la MWQ, especialmente por sus

implicaciones pronosticas y en el seguimiento.

1.4 Célula de origen de la macroglobulinemia de Waldenstrom

El linfocito B maduro con transformacién maligna en los pacientes con MW se ha
caracterizado por expresar los antigenos CD19, CD20, CD22, CD25, CD27 e
IgM de superficie, junto con una restriccion de cadena ligera. Mas
especificamente y comparando distintos perfiles de expresion génica entre
subgrupos de linfocitos B de maduracion normal y linfocitos B clonales de MW,
aquellos con expresion normal de CD25 y expresion baja de CD22 estaban muy
relacionados con el clon maligno en la MW, sugiriendo un probable origen clonal
a partir de linfocitos B de memoria. Se describio también la negatividad para otros
marcadores, tales como CD5, CD10, CD11 y CD23, ayudando a descartar otras
neoplasias linfoides B como la leucemia linfocitica cronica, el linfoma folicular, la

tricoleucemia y el linfoma de zona marginal®*3.

Por otro lado, la expresion de CD38 y la presencia de células plasmaticas
también estan presentes, con el mismo tipo de restricciéon de cadena ligera que
el clon de linfocitos. A pesar de ello, las células plasmaticas tanto en GMSI IgM
y MW se caracterizan por tener una expresion antigénica distinta a la del MM.
Se observa una diferenciacion mas bien plasmablastica durante la transicién
desde la GMSI IgM hasta la MW, debido a la positividad de CD19, CD20 y CD45,

asociado a restriccion de cadena ligera35-36,
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Desde el punto de vista gendmico, se ha descrito que la mutacion de MYD88
L265P tiene un papel muy inicial en la transformacion maligna de un linfocito B
de memoria para el desarrollo final de la MW, ya que otras alteraciones
numeéricas cromosomicas (copy number aberrations o CNAs, por sus siglas en
inglés) como las ganancias del cromosoma 4, 12 y 18 y la pérdida del brazo
largo del cromosoma 6 (del6q) también pueden estar presentes e incluso

aumentan a medida que progresa la enfermedad®’.

Por todo ello, la GMSI IgM, la MWQ y la MWS representan distintos estadios del
mismo clon tumoral, motivo por el que, de forma conjunta, se hara referencia a
las “gammapatias monoclonales IgM”, incluyendo estas tres entidades clinico-

patoldgicas.

Tabla 1. Criterios diagnésticos propuestos por el Consorcio Europeo de la
Macroglobulinemia de Waldenstrom, adaptado de Dogliotti et al*.

_ _ Sintomas por la
Infiltracion Sintomas por
infiltracién
CM IgM medular la IgM
tumoral

MWS + + + +

MWQ + + - -
Enfermedades

relacionadas + - + -

con IgM
GMSI IgM + - - -

CM: componente monoclonal; MWS: macroglobulinemia de Waldenstrom
sintomatica; MWQ: macroglobulinemia de Waldenstrom quiescente; GMSI:
gammapatia de significado incierto; IgM: inmunoglobulina de isotipo M.
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2. Epidemiologia de las gammapatias monoclonales IgM

2.1 Incidencia y prevalencia

Segun los registros mas grandes de pacientes procedentes de Estados Unidos
y Suecia, la incidencia de MW es de 0,36 y 1,05 casos por cada 100.000
habitantes en los ultimos 20 afos, respectivamente. Del total de linfomas no
Hodgkin, la MW representa el 2% de casos de nuevo diagndstico en Estados
Unidos. Es mas frecuente en varones, especialmente a partir de los 60 afos, y
se ha descrito una mayor incidencia en pacientes estadounidenses de origen
étnico caucasico®. En este mismo registro norteamericano, la incidencia de MW
aumento un 65% desde el afio 1990 hasta el 2019, probablemente debido a su
definicion mas precisa como una neoplasia linfoide B durante esos afios y la
mejora en las técnicas diagnosticas®®8. Respecto de la GMSI IgM, no existen
datos fidedignos debido a los sesgos metodologicos que pueden surgir para
evaluar su incidencia real. Mientras tanto, la prevalencia se ha estimado
aproximadamente entre un 0,4 y 0,6% en una serie de 21.463 habitantes de
Minnesota?’. Aunque aun no se disponen de datos definitivos procedentes del
registro prospectivo de Islandia, se ha encontrado una prevalencia de GMSI IgM
en torno al 0,8% a partir de un total de 75.422 habitantes analizados®°. Por lo
tanto, la prevalencia de GMSI IgM es mucho mayor que la de la MW.

2.2 Asociacion con enfermedades autoinmunes e infecciones

Se ha sugerido una estimulacidén antigénica cronica como posible causa de la
GMSI IgM y de la MW, no solo por una relacién epidemiolégica sino también
molecular. La primera esta basada en un estudio de 361 pacientes con MW en
Estados Unidos, que tras una mediana de seguimiento de 12 afios, se observo
un elevado riesgo relativo de presentar la enfermedad en aquellos con historia
de enfermedades autoinmunes, tales como la artritis reumatoide, el sindrome de
Sjogren y la enfermedad de Crohn, o aquellos con infecciones como el virus de
la hepatitis C, el virus de la inmunodeficiencia humana y la rickettsiosis*?. Otro
estudio poblacional en Suecia de 2.470 casos con MW y 9.698 controles

identifico una asociacion significativa entre la MW vy la presencia de
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enfermedades autoinmunes como la esclerosis sistémica, el sindrome de
Sjogren, la polimialgia reumatica y la arteritis de células gigantes, e infecciones
como la neumonia, pielonefritis, sinusitis, infeccidn por herpes zoster e

influenza*!.

El mecanismo detras de la asociacidon de enfermedades autoinmunes e
infecciones con la MW se ha podido esclarecer gracias a la introduccion de la
secuenciacion de células individuales o single cell sequencing. Se ha descrito la
expansion de una subpoblacion CD19+ CXCR5 negativa de linfocitos B
extrafoliculares con capacidad autorreactiva en pacientes con GMSI IgM y MW,
similares a los que se encuentran en enfermedades autoinmunes*?. Se ha
considerado que la mutacidon MYD88 L265P podria estar detras de este proceso,
al activar la sefalizacion del receptor de tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés),
mecanismo que a su vez se ha descrito como parte de la respuesta inmune frente

a patogenos*344,

2.3 Factores hereditarios

El primer registro de agregacion familiar en la MW fue en el afo 1962, tras
identificar dos hermanos con la enfermedad y la madre con una gammapatia
monoclonal IgM asintomatica*>. Un estudio de 257 pacientes con MW describio
que el 18,7% tenian un familiar de primer grado con antecedente de MW, y en
menor medida, con otras neoplasias linfoproliferativas. Este subgrupo de
pacientes con antecedente familiar se diagnosticaba a una edad mas temprana
y con mayor carga tumoral. A nivel citogenético, se detectaron deleciones en
6g21-22.1 en la mitad de los casos, pero sin presentar diferencias entre aquellos
que tenian historia familiar o no*8. Por otro lado, un estudio poblacional en Suecia
describié también una elevada agregacién familiar en pacientes con MW a
comparacion de otros linfomas, tras investigar casi 4.544 pacientes con linfomas
no Hodgkin. De forma similar al estudio previo, la edad de presentacién era
menor en pacientes con MW y antecedente familiar*’. Desde entonces se han
seguido describiendo hallazgos similares en MW y también en otras neoplasias
hematoldgicas, sugiriendo un posible evento genético de base*.
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En este sentido, los estudios de asociacion del genoma completo identificaron
locus susceptibles en los cromosomas 1q y 4q en 11 familias que tenian alguno
de sus miembros con GMSI IgM o MW y antecedentes en familiares de primer
grado*®. Tras ampliar la serie, se encontraron también polimorfismos en los
genes IL6 e IL10 de forma recurrente, pudiendo explicar en parte una
predisposicién genética hereditario en pacientes con antecedentes familiares
de MW>0. Mas recientemente, se ha podido identificar otra asociacion de las
regiones cromosomicas 6p25.3 (cercano a genes como IRF4 y EXOC2) y
14q32.13 (cercano a TCL1) con el riesgo de presentar MW comparado con una
poblacién control de ancestro europeo, especialmente en casos con
antecedentes familiares®'. Sin embargo, queda aln por esclarecer la aplicacion
en forma rutinaria de estos resultados, dado la necesidad de ampliar dichos

estudios en otras poblaciones con mayor diversidad étnica.

2.4 Supervivencia

Debido a la mayor prevalencia de GMSI IgM y MW con la edad, estimar la
supervivencia y mortalidad de estos pacientes resulta muy complejo. Se ha
descrito que los pacientes con GMSI IgM podrian tener una supervivencia
relativa superior a los que tienen un isotipo IgG o IgA, siendo la causa mas
frecuente de muerte la progresibon a MW. También se han encontrado
mayor numero de infecciones y comorbilidades respiratorias,
digestivas, cardiovasculares y la presencia de tumores sdlidos®”. Con
todo ello, los pacientes con MW tenian un 20% mas riesgo de morir que la
poblacién general en un estudio poblacional usando un registro norteamericano
con 7.289 casos®. Otro estudio describié una supervivencia relativa del 73% y
57% a 5 y 10 anos del diagndstico de MW, respectivamente, siendo
superior en los pacientes diagnosticados a partir del afio 2001°*. De forma
similar, un registro sueco de 1.555 pacientes con MW observé una mejora
progresiva en la supervivencia relativa desde el afio 1980 hasta 2005,
alcanzando el 78% durante los afios 2000 a 2005%. De hecho, esta descrito
que en la era pre-rituximab, los pacientes con MWS presentaban mas

frecuentemente segundas neoplasias e infecciones como principales causas
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de muerte, con una supervivencia global del 55% a 10 afos®®. Tras la
introduccién del rituximab en los esquemas de tratamiento, el escenario
cambid, prolongado la mediana de supervivencia global después del afio 2000,
siendo el rituximab el Unico factor independiente de menor mortalidad®”’.
Mas recientemente, en la ultima década parece haber incluso mejorado la
supervivencia de pacientes con MWS, ya que un registro holandés con 6.234
casos estableci6 una supervivencia relativa del 86% a 5 afos,
disminuyendo hasta el 75% a los 15 afios del diagndstico®®. El exceso de
mortalidad progresivo en los ultimos 30 anos, por tanto, continua observandose
en los pacientes con MW, reforzando la idea que se trata de una neoplasia

actualmente incurable.

Como se ha mencionado, los registros utilizados para analizar la supervivencia
relativa no han detallado si los pacientes presentaban sintomas al diagnéstico.
Ademas, debido a los cambios en los criterios diagndsticos y las diferencias entre
ellos, existe un sesgo afadido al momento de estimar la supervivencia relativa
de pacientes con MW, ya que algunos pacientes con GMSI IgM y MWQ pudiesen

haber estado incluidos.

3. Criterios y opciones de tratamiento para los pacientes con gammapatias

monoclonales IgM

Los criterios para seleccionar a los pacientes que requieran tratamiento fueron
establecidos en el Segundo Consenso Internacional de Macroglobulinemia de
Waldenstrom: la aparicion de sintomatologia constitucional (sintomas B, fatiga,
pérdida de peso), la presencia de adenopatias o esplenomegalia progresiva y
sintomatica, la anemia (hemoglobina inferior a 100 g/L) o trombocitopenia (cifra
plaquetaria inferior a 100 x 10%L) infiltrativas, y las complicaciones relacionadas
con el componente monoclonal IgM (sindrome de hiperviscosidad, neuropatia
periférica sintomatica, amiloidosis AL sistémica, insuficiencia renal,
crioglobulinemia sintomatica o anemia hemolitica por crioaglutininas)®®. A pesar
de que no existe un consenso sobre el valor de CM sérico o nivel de IgM a partir

del cual tratar a un paciente con MWQ, se recomienda una mayor vigilancia, y
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ante la sospecha de hiperviscosidad, tratar a un paciente con un CM sérico

superior a 60 g/L"01,

Las opciones de tratamiento para la MWS han pasado desde los agentes
alquilantes, el rituximab y combinaciones con alquilantes, el trasplante autdlogo
de progenitores hematopoyéticos e inhibidores de proteasoma a los inhibidores
de la tirosina cinasa de Bruton (BTK, por sus siglas en inglés). Segun las
recomendaciones del ultimo consenso internacional, la primera linea de
tratamiento para un paciente con MWS incluye la inmunoquimioterapia basada
en rituximab y el uso de inhibidores de BTK. El esquema de rituximab con
bendamustina se considera como tratamiento de eleccion en aquellos casos que
requieran una disminucion rapida de la carga tumoral, dada una probable
supervivencia libre de progresion mas larga frente al esquema de rituximab con
ciclofosfamida y dexametasona®®®'. Los inhibidores de BTK se prefieren en
pacientes con comorbilidades o mayor fragilidad. También se consideran en
pacientes jovenes, en los que la exposicion a agentes alquilantes a largo plazo
pueda facilitar el desarrollo de segundas neoplasias®®. No existe un consenso
para determinar el grado de fragilidad ni la edad, por lo que la decision finalmente
sera dependiente del médico tratante. La decision entre ibrutinib o zanubrutinib
depende de las comorbilidades del paciente. Se hace hincapié en la menor
incidencia de fibrilacion auricular en pacientes con zanubrutinib, pero con mayor
riesgo de neutropenia e infecciones®?. En el caso de optar por ibrutinib, la
combinacién con rituximab también se considera una opcion de tratamiento®3.
Asimismo, se recomienda el analisis de las mutaciones en MYD88 y CXCR4,
debido a las mejores respuestas observadas en pacientes tratados con
zanubrutinib y CXCR4 mutado®.

En caso de presentar sindrome de hiperviscosidad, el recambio plasmatico esta
indicado. Ademas, se recomienda el recambio plasmatico de forma preventiva
en ausencia de hiperviscosidad en pacientes con un valor de IgM por encima de
40 g/L y cuya decision de tratamiento sea una combinaciéon de un agente
alquilante o inhibidor de BTK con rituximab, dado el alto riesgo de efecto “flare”

ocasionado por el rituximab8%-65,
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4. Perfil genémico de las gammapatias monoclonales IgM

4.1 Mutaciones en MYD88

La mutacion de MYD88 L265P se encuentra de forma recurrente en las
gammapatias monoclonales IgM, desde la GMSI IgM, pasando por la MWQ vy
finalmente en la MWS. También esta presente en otras neoplasias linfoides B.
Inicialmente descrita en linfomas B de fenotipo activado o ABC (por sus siglas en
inglés) y en la linea celular de linfoma difuso de células grandes B OCI-Ly3, en
los cuales se describié una dependencia de la via del factor nuclear kappa B
(NF-kB) a la proteina adaptadora MYD88, que a su vez interviene en la
sefalizacion del receptor de IL-1 y del receptor de tipo toll-like®. Dado que la via
NF-kB interviene directamente en la proliferacion celular, y tras analizar con mas
detalle usando ARN de interferencia y secuenciacion del transcriptoma, se
identifico una mutacion en forma de un cambio de aminoacido de leucina a
prolina en la posicion 265 del dominio del receptor de tipo toll-like (TIR) en la
proteina MYD@88. A nivel funcional, la mutacién promovia el ensamblaje de lo que
posteriormente se conocié como myddosome, o el conjunto de IRAK1, IRAK4 y
la proteina BTK, causando finalmente la fosforilacion y activacion del NF-kB. Del
total de casos con linfoma difuso de células grandes B de fenotipo ABC, un 29%
de los pacientes presentaban la mutacion MYD88 L265P¢8.

Posteriormente, la secuenciacion completa del genoma (WGS, por sus siglas en
inglés) de linfocitos B CD19+ aislados de médula 6sea en 30 pacientes con MW
identificd una variante somatica recurrente en la posicion 38182641 (genoma
humano de referencia versidon 37) de la regidn cromosomica 3p22.2 que
resultaba en un cambio del nucledtido timina (T) a citosina (C) en el gen MYD8S8.
Casi el 90% de los pacientes presentaba esta mutacién, cuyo valor predictivo
ademas era el de un cambio de aminoacido de leucina a prolina, similar al estudio
descrito en el linfoma de células grandes B activado®*. Otras mutaciones que se
han descrito en el gen MYD88 son S243N, M232T, V217F y S219C, aunque no
superan el 2% del total de casos, y se desconoce su impacto funcional en la
MW45,
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Tras la identificacion de esta mutacion y con el objetivo de ampliar la deteccién
usando técnicas mas dirigidas, se desarroll6 un ensayo para analizar MYD88
L265P usando una reaccion en cadena de polimerasa alelo especifica (AS-PCR).
Con ello, se replicaron los mismos resultados en distintos centros y con una
sensibilidad del 0,1% en muestras enriquecidas de linfocitos B CD19+.
Asimismo, se identificé la mutacion en el 54% de pacientes con GMSI IgM.

Ningun paciente con MM presento la mutacion'®.

Dada la presencia de la mutacion en estadios pre-malignos, se considero que
MYDS88 L265P podria ser un evento inicial en el desarrollo tumoral de la MW.
Mediante el uso de single cell sequencing sobre ADN de células aisladas en
distintos estadios de maduracion de linfocitos B, dos estudios describieron
consecutivamente la presencia de la mutacién MYD88 L265P en precursores de
linfocitos B de pacientes con GMSI IgM y MW, incluso en aquellas poblaciones
B fenotipicamente consideradas como normales*?%¢, En un modelo murino, la
presencia de la mutacion en progenitores, precursores B y linfocitos B de centro
germinal (CG) genera una expansion de células plasmaticas, plasmablastos, y
linfoplasmocitos. El desarrollo de linfoma linfoplasmocitico solo se presento tras
una latencia larga de al menos 12 meses de media, requiriendo
concomitantemente la aparicion de alteraciones anadidas como otras

mutaciones somaticas, CNAs, una activacion constitutiva del receptor de células

B (BCR, por sus siglas en inglés) y sobreexpresion del gen BCL2%.

Por lo tanto, se considera que la mutaciéon MYD88 L265P es un evento inicial, y
que la presencia de otras alteraciones redirige el clon hacia un destino con mayor
complejidad genética, y eventualmente, al desarrollo de MW. Ello se traduce
también en el hecho que practicamente la mitad de las pacientes con GMSI IgM

tienen la mutacién, pero solo muy pocos presentan una progresién hacia MWS.
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4.2 Mutaciones en CXCR4

Después de la mutacion MYD88 L265P, la siguiente alteracion somatica mas
recurrente en la MW es un conjunto de mutaciones en el gen CXCR4. CXCR4
es un gen que codifica para una proteina receptora y acopladora de proteina G
que lleva el mismo nombre, encargada de la transduccién de sefales del exterior
celular. De forma especifica, CXCR4 liga a CXCL12%". La unién de CXCL12 con
CXCR4 esta asociado a una respuesta inmune e inflamatoria frente a antigeno
y la homeostasis o migracion celular, y también en el desarrollo embrionario®8-69,
Hay multiples vias de sefalizacion que intervienen tras la activacion de CXCR4.
Una de ellas es la de PI3K, que culmina en la fosforilacion de una serie de
proteinas y factores de transcripcién como NF-kB, permitiendo también mayor

proliferacion celular’®.

Las mutaciones descritas en CXCR4 en aproximadamente el 40% de pacientes
con MW incluyen aquellas que generan un codon de terminacion o nonsense, y
por lo tanto con mayor impacto patogénico al modificar una proteina, y otras con
menor impacto, en general mutaciones de cambio en el marco de lectura o
frameshift>”. Dentro de ellas, el 50% de mutaciones en CXCR4 incluyen un
cambio de los nucléotidos C o adenina (A) por guanina (G) en la posicién 1013
del gen (C1013G o C1013A) y que predice un codon de terminacion en la
posicion del aminoacido 338 (serina) de la region C terminal de la proteina. Las
mutaciones frameshift en CXCR4 son variadas, entre las que se incluyen la
S344, S339 y S341, sin tener un impacto prondstico negativo®%%70, El desarrollo
posterior de sondas especificas para estas mutaciones en concreto, o el uso de
secuenciacion Sanger, identificaron también la presencia de CXCR4 S338*

en pacientes con GMSI IgM, en aproximadamente un 20% de casos’.

Las mutaciones en CXCR4 también han sido descritas en células de linea
germinal del sindrome WHIM, una enfermedad congénita caracterizada por la
presencia de verrugas, hipogammaglobulinemia, infecciones y mielocatexis’’. El
desarrollo de farmacos antagonistas de la sefializacion de CXCR4 en este

sindrome también llevo a estudiar el impacto funcional de las mutaciones de
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CXCR4 en la MW. Se demostré que las células BCWM.1, una linea celular de
MW con la mutacion CXCR4 S338* C1013G, generaban una diseminacion
tumoral extramedular y elevada secrecion de IgM sérica. A nivel de expresion
génica, la mutacién C1013G estaba asociado con una sobreexpresion de genes
que intervienen en la sefalizacion de BTK y PI3K®. Asimismo, las células
BCWM.1 presentaban mayor resistencia a inhibidores de mTOR, PI3K y BTK.
Un estudio similar reporté que las mutaciones S338* de CXCR4 estaban
asociados a una mayor activacion de AKT y ERK, generando también
resistencia a inhibidores de BTK’2. En la figura 1 se puede observar
graficamente la sefializacion de moléculas tras las mutaciones en MYD88 y
CXCRA4.
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Figura 1. Seializacion de las mutaciones en MYD88 y CXCR4. Adaptado de
Castillo, et al®®.
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4.3 Relacion clonal entre las mutaciones de MYD88 y CXCR4

Las mutaciones de CXCR4 S338* tanto en pacientes con GMSI IgM como en la
MW se encuentran, en gran mayoria, en casos que ya presentan la mutacion
MYD88 L265P. Ademas, la carga alélica de las mutaciones en CXCR4 son
inferiores en comparacion a la de MYD88 y con una distribucion mas
heterogénea, sugiriendo una posible relacion subclonal y de adquisicidon
posterior durante la evolucién del clon tumoral®. También se ha descrito mas de
una mutacion de CXCR4 en el mismo paciente, habitualmente de tipo frameshift
y cuyo valor patogénico queda aun por dilucidar’.

Dos estudios han demostrado la presencia de mutaciones de CXCR4 en células
tumorales de pacientes con MW usando la tecnologia de single cell sequencing
0 con secuenciacion completa del exoma (WES, por sus siglas en inglés). El
momento de adquisicion de mutaciones CXCR4 en pacientes con MYD88 L265P
no esta aun determinado por la ausencia de estudios longitudinales; sin
embargo, la secuenciacion ex vivo del modelo murino con la mutacion de MYD88
L265P en distintas poblaciones de linfocitos B no observo la adquisicion ulterior
de mutaciones en CXCR4 tras desarrollar el linfoma linfoplasmocitico. Con ello,
se sugiere la hipétesis que CXCR4 sea un evento incluso mas tardio, y que la
expansion clonal en casos MYD88 mutados se deba a otras alteraciones como
la sobreexpresion de BCL2 o sefializacion constitutiva del BCR®6.

A nivel de expresidn génica usando la tecnologia de single cell sequencing de
ARN, existe sobreexpresion de CXCR4 también en linfocitos B de memoria en
pacientes con MYD88 L265P, pero con CXCR4 no mutado. Otro estudio
haciendo un analisis de expresion diferencial de genes en subgrupos de
pacientes con mutacion de MYD88 con o sin mutacion de CXCR4, encontro que
la presencia de ambas mutaciones estaba asociada con una sobreexpresion de
TLR7, IRAK3 y CXCR7"3. Similares resultados fueron descritos tras un analisis
de metilacién, en el que las mutaciones de CXCR4 en pacientes con MYD88
L265P se encontraban mas frecuentemente en un subgrupo de linfocitos B de

memoria’®. Todo lo anterior sugiere que ambas mutaciones comparten
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mecanismos en comun, especialmente aquellos con el aumento de la

sefializacion para activar NF-kB y mediar en la proliferacion tumoral.

4.4 Otras mutaciones somaticas

Mas alla de MYD88 y CXCR4, otras mutaciones somaticas estan presentes en
la MW y sus entidades precursoras. De forma consistente, las mutaciones en
ARID1A se han descrito entre el 10 y 17% de casos con MW?, y solo en el 3%
en aquellos con GMSI IgM">. ARID1A es un gen regulador de la expresion génica
al remodelar la cromatina. A nivel de expresion génica, esta asociado con una
sobreexpresion de CXCL13, que a su vez interviene en el reclutamiento tumoral
en médula 6sea’®. Las mutaciones en el BCR, como CD79A y CD79B son las
siguientes en frecuencia. En torno a un 12% y 3% de casos con MW y GMSI IgM
la presentan, respectivamente®’>. Mas especificamente, las mutaciones en
CD79B estan asociadas con mayor riesgo a la transformacién a un linfoma B de
alto grado a partir de una MW con la mutacion MYD88 L265P"".

Las mutaciones en TP53 se han descrito entre un 7 a 10% de los pacientes con
MW, asociado con deleciones en 17p. También se han descrito casos con
mutaciones en TP53 de tipo homocigote, y asociados con pérdida de la
heterocigosidad y disomia uniparental. En todos los casos, los estudios
describen la co-ocurrencia de mutaciones de MYD88 y CXCR478. En GMSI IgM,
solo un estudio ha encontrado un 5% de prevalencia mutaciones en TP537°.

SPI1 es un gen recientemente descrito en la MW, encargado de codificar a un
factor de transcripciéon del desarrollo mieloide y linfoide B. Hasta el 6% de casos
con MW presentan la mutacion somatica SPI/1 Q226E, generando un cambio de
aminoacido de glutamina (Q) a acido glutamico (E) en la posicion 226 (Q226E),
tras analizar el exoma y re-secuenciar los mismos casos usando un panel de
genes con mayor cobertura. Los casos de MW con la mutacion en SPI1
presentaban un enriquecimiento de genes relacionados con mayor proliferacion
celular, sefalizacion compartida con MYC e IRF4, y una menor diferenciacion
plasmatica. In vitro, se demostré que los inhibidores del bromodominio BET o la
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lenalidomida podrian jugar un papel como farmacos dirigidos a esta mutacion.
No se han descrito mutaciones de SP/1 en pacientes con GMSI IgM™®,

Con todo ello, parece claro que la MW presenta un espectro mutacional amplio,
presente incluso en la GMSI IgM, caracterizado principalmente por MYD88
L265P y CXCR4 S338* C1013G y C1013A, seguidamente en menor medida de
otras, como son ARID1A, CD79A/B, TP53y SPI1.

4.5 Alteraciones cromosomicas

Los analisis de secuenciacion del genoma, exoma y usando sondas de
hibridacién de regiones especificas del cromosoma demuestran la presencia de
alteraciones numeéricas en el cromosoma 6, principalmente en forma de pérdidas
del brazo largo (del6q), y en menor medida ganancias del brazo corto. Los genes
que se encuentran en la regién 6q son TNFAIP3, PRDM1, ARID1B, HIVEP2,
FOXO03, IBTK, PLEKHG1 y BCLAF1, y se han asociado previamente con el
crecimiento tumoral en neoplasias linfoides B, al estar involucrados en la
sefalizacion de NF-kB%%’. La prevalencia de la del6q fue de un 4% en pacientes
con GMSI IgM, 9% en MWQ y hasta un 30% en MWS. Otro estudio describid
resultados similares usando otra técnica, en el que las CNAs (ganancias en los
cromosomas 4, 6, 12 y 18, y pérdidas en 6922.3-6925.3) aumentaban
progresivamente en cada estadio de la enfermedad, pasando de un 36% en
GMSI IgM a un 82% en MWS. La mayor parte de estudios han encontrado la
del6q en pacientes con MYD88 L265P378°, En cambio, se describen ganancias
del cromosoma 12 en pacientes con MYD88 wild type. A través de un algoritmo,
se logro incluso identificar que las ganancias del cromosoma 12 se adquirian
precozmente en estos casos, de manera similar a la leucemia linfocitica

cronica’’.

Otras alteraciones cromosoOmicas complejas se encuentran escasamente en
comparacion a aquellos casos con MM, como la cromotripsis y cromoplexia. De
hecho, un estudio demostré la presencia de cromoplexia en 3 casos de MWS, y
que estaba asociada con del6q y otros genes relevantes como NFKB2, MEF2B,
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CDKN2C, ARID1B y PRDM1. Sin embargo, no se encontré ninguna alteracion
compleja en pacientes con GMSI IgM y MWQ?8".

4.6 Evolucion clonal de las gammapatias monoclonales IgM

Con la informacién procedente de los analisis del genoma y transcriptoma, tanto
a un nivel conjunto como de células individuales, se considera que la mutacion
MYD88 L265P es el evento mas inicial presente en progenitores linfoides B, y
que, durante su maduracion, termina adquiriendo mayor numero de mutaciones
somaticas y CNAs, asimismo presenta una estimulacion antigénica en un medio
pro-inflamatorio, que confieren finalmente un mayor riesgo de transformacién
maligna*?%®. Queda por esclarecer con mas detalle y en estudios longitudinales
la dinamica en la que se adquieren las alteraciones somaticas a partir de MYD88
L265P.

5. Impacto del perfil genémico en la macroglobulinemia de Waldenstrom

5.1 Presentacion clinica y respuesta al tratamiento

La presencia de mutaciones somaticas en MYD88 y CXCR4 ha permitido la
identificacion de genotipos con traduccion clinica. Los pacientes con ambas
mutaciones representan aproximadamente el 40% de pacientes con MWS y se
caracterizan por la presencia de mayor infiltracion linfoplasmocitica en médula
O0sea, niveles mas elevados de IgM en suero y mayor incidencia de
hiperviscosidad. La mayoria de los pacientes (60%) presentan mutaciones en
MYD88 pero no en CXCR4 y suelen tener una infiltracion moderada
linfoplasmocitica en médula 6sea®. Menos del 10% de casos no tienen
mutaciones en MYD88 ni en CXCR4, y se denominan wild type. Representan un
subgrupo heterogéneo, con mayor componente adenopatico y mayor riesgo de

transformacion a un linfoma B de alto grado®2.

Se ha descrito que la presencia de las mutaciones en MYD88 y CXCR4 modelan

también la respuesta al tratamiento. Por ejemplo, los pacientes con mutaciones

38



en MYD88 en ausencia de CXCR4 son los que alcanzaron una respuesta global
superior (entre el 94% y 100%) en los ensayos de ibrutinib®-34. Sin embargo, con
un seguimiento mas largo y una reciente actualizacion de la serie, las tasas de
respuesta eran similares en los pacientes tratados con ibrutinib y con mutaciones
en CXCR4. Por otro lado, se ha reportado que los pacientes sin mutaciones en
MYD88 lograban peores respuestas globales; escasamente entre el 50% vy
82%8%. Retrospectivamente, también se identifico que los pacientes con
mutaciones de CXCR4 S338* eran aquellos con menores respuestas globales’?.
De forma similar, el inhibidor de BTK de segunda generacion acalabrutinib
también logré6 mayores respuestas en pacientes con mutaciones en MYD88 en
comparacion con aquellos wild type®®. En el caso de zanubrutinib y venetoclax,
los pacientes con mutaciones en CXCR4 alcanzaban una menor tasa de
respuestas parciales o globales®”.

5.2 Impacto en la supervivencia global

Los pacientes sin mutaciones en MYD88 ni CXCR4 presentaron una
supervivencia global mas corta en una serie de 174 pacientes con MW
(incluyendo pacientes con MWQ). No hubo diferencias significativas entre los
otros dos subgrupos (MYD88 mutado con o sin mutaciones en CXCR4). El
seguimiento actualizado de esta serie determiné que la supervivencia estimada
a 10 afos en pacientes con y sin la mutacion MYD88 L265P era del 90% y 73%,
respectivamente®. Otra serie de 219 pacientes que incluyé tanto MWQ y MWS
demostré que no habia diferencias en la mediana de supervivencia global de
pacientes con MYD88 L265P y MYDS88 wild type, estimada en 10 y 14 ainos,
respectivamente. De ellos, los pacientes con MYD88 wild type tenian un mayor
riesgo de transformacion un linfoma B de alto grado®, un evento de prondstico

ominoso en estos casos.

A pesar de que no hay datos concluyentes respecto de la supervivencia global,
los pacientes con MW sin mutaciones en MYDG88 representan un porcentaje
actualmente inferior al 10%, con una gran heterogeneidad clinica, mayor

transformacion histoldgica y, por tanto, la dificultad para modelar la supervivencia

39



en este subgrupo es alta. Ademas, analizar la supervivencia global
conjuntamente de pacientes con MWQ y MWS puede estar sesgada por el riesgo
distinto que hay en ambos grupos. La tabla 2 resume las caracteristicas clinicas
asociadas con los genotipos descritos en CXCR4.

Tabla 2. Impacto clinico de las mutaciones de CXCR4. Adaptado de Castillo
et al®®.

CXCR4 CXCR4
mutado no mutado
Niveles de IgM en suero +++ +
Riesgo de hiperviscosidad +++ +
Adenopatias + +++
Esplenomegalia + +
Niveles de 2-microglobulina + ++
Trombocitopenia ++ +
Leucopenia + +
Anemia + +
Infiltracion en médula 6sea ++ +
Enfermedad de von Willebrand adquirida +++ +
Tiempo hasta tratamiento Menor Largo

IgM: inmunoglobulina M

6. Técnicas de deteccidon de las mutaciones en MYD88 y CXCR4

6.1 Reaccion en cadena de polimerasa alelo especifica

Tras la deteccion de la mutacion MYD88 L265P usando WGS, se han

desarrollado cebadores “primers” especificos para una reaccion en cadena de
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polimerasa alelo especifica (AS-PCR). El primer estudio disefié una AS-PCR con
un total de 159 pares de bases (pb) y usando el compuesto SYBR green reportd
una prevalencia de la mutacion en el 54% de pacientes con GMSI IgM y el 93%
en MW (sin distinguir entre MWS y MWQ), en linfocitos CD19+ aislados de
meédula 6sea. La sensibilidad era del 0,1%, calculado a partir de diluciones
seriadas de una muestra conocida con mutacién homocigota de MYD88 L265P
(linea celular de linfoma difuso de células grandes B OCI-LY3) y en otra muestra
conocida sin la mutacion (linea celular de linfoma difuso de células grandes B
OCI-LY19). La sensibilidad era superior usando una AS-PCR en tiempo real,
alcanzando el 0,08%. La carga mutacional presentd una correlacion significativa
con la carga tumoral medida por otros biomarcadores (como el CM sérico IgM y
el grado de infiltracion medular), solo en pacientes con MW. En cambio, no se
encontré una correlacion significativa entre la carga mutacional por AS-PCR en
tiempo real y la presencia de linfocitos B clonales por citometria de flujo en
pacientes con GMSI IgM'8. Otro estudio desarrollé6 una AS-PCR mas especifica
usando sondas Tagman, alcanzando una sensibilidad aproximada del 0,25%
para detectar MYD88 L265P sin requerir aislamiento CD19+. Tras ella, se
evidencio una elevada prevalencia de la mutacion, siendo hasta del 87% en
GMSI IgM. En cambio, el 86% de los pacientes con MW presentaban la

mutacion89:90,

Con la mejora de las técnicas de PCR para MYD88 L265P, y disponiendo de
muestras aisladas CD19+ como médula 6sea completa o sangre periférica y
confirmando por secuenciacion Sanger, actualmente se conoce que mas del
90% de pacientes con MW presentan la mutacion. Sin embargo, la situacién es
distinta en la GMSI IgM, con una prevalencia que varia entre el 50% y 87%,
usando células aisladas y muestras de sangre periférica o médula 6sea
completa” 16758991 | g sensibilidad actual ronda en torno al 0,1%.

Dada la patogenicidad de las mutaciones CXCR4 S338* C1013G y C1013A,
también se desarrollaron primers especificos para AS-PCR en tiempo real
(usando SYBR green). La sensibilidad por AS-PCR para estas dos mutaciones
fue del 0,4% y del 0,16%, respectivamente. Con ello se obtuvo un 30% de
positividad de mutaciones de CXCR4 en pacientes con MW. ARadiendo
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secuenciacion Sanger y tras detectar otras mutaciones de CXCR4, la
prevalencia aumenté a un 43% de pacientes con MW. Sin embargo, se detectd
unicamente la mutacion CXCR4 S338* C1013G en el 17% de pacientes con
GMSI IgM’. Otros estudios usando secuenciacion Sanger en linfocitos B CD19+
aislados en pacientes con GMSI IgM mostraron una prevalencia del 4% de
mutaciones de CXCR4"°.

Debido a la necesidad del aislamiento CD19 a partir de muestras de sangre
periférica o0 médula 6sea para alcanzar una mejor resolucion en la deteccion de
las mutaciones en MYD88 y CXCR4, se ha propuesto el uso de ADN libre
circulante (cell free DNA, por sus siglas en inglés). Con ello, se han podido
detectar las mutaciones en MYD88 y CXCR4 mediante AS-PCR. En pacientes
con MW, MYD88 L265P pudo ser detectada con una prevalencia entre el 71% y
85%, mientras que las mutaciones de CXCR4 presentaron mayor variabilidad en

torno a un 4% y 17%°9%-94,

Otra técnica mas reciente basada en AS-PCR es el uso de una PCR competitiva
usando sondas Tagman, denominada Cast-PCR. Aparte de los primers
especificos para el alelo mutado, la Cast-PCR incorpora un oligonucledtido que
sirve como bloqueante del alelo wild type, compitiendo con el primer especifico
para el alelo mutado, y de esta manera se incrementa la especificidad. La
sensibilidad de la técnica es similar a la de una AS-PCR convencional, pero con
mayor especificidad; también permite la cuantificacion de la carga alélica
mutada. Usando células tumorales CD19+ aisladas, se ha detectado la mutacién
MYD88 L265P en el 89%, 97% y 92% de casos con GMSI IgM, MWQ y MWS,
respectivamente. Mientras que usando cfDNA, la positividad de la mutacion fue
del 80%, 82% y 93%, respectivamente®.

6.2 Reaccién en cadena de polimerasa digital

La mejora en las técnicas de PCR para alcanzar una mayor sensibilidad en la
deteccion de mutaciones somaticas supuso también el desarrollo de una PCR
digital o droplet digital PCR (ddPCR, por sus siglas en inglés). La ddPCR, a
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diferencia de otros métodos de PCR, requiere la generacion de gotas
emulsificadas en una solucion de aceite y agua donde la muestra original se
divide. Por lo tanto, el ADN gendomico estara presente en cada una de las
submuestras en forma de gotas, para luego pasar por procesos de amplificaciéon
por PCR%:97_ Esta técnica también requiere el uso de sondas Tagman, similar a
otros métodos descritos con AS-PCR convencional. La deteccion del objetivo o
target de la PCR (por ejemplo, un cambio de nucledtido o mutacién) es
determinada en cada particion y siguiendo un contaje de numeros enteros (0 es
ausencia de molécula tfarget o negativo). Debido a esta distribucion y a la
probabilidad de que muestras con mayor ADN o target se encapsulen en una
gota y viceversa, se realiza una correccion de Poisson. Para lograr una
especificidad alta, se ha considerado que al menos 10.000 gotas sean incluidas
como minimo para poder estimar un conteo correcto de fargets. Este
procedimiento logra una sensibilidad superior a otros métodos de PCR, con lo
cual sirve para detectar mutaciones raras. De hecho, la mutacién BRAF V600E
sirvi6 como modelo para establecer el protocolo inicial, obteniendo una
sensibilidad del 0,001%%%.

La aplicacion en la MW se demostro en un estudio usando muestras de médula
0sea, y sangre periférica sin aislamiento celular CD19+ previo. La sensibilidad
de la ddPCR para detectar MYD88 L265P fue del 0,0035%. Con ello se obtuvo
una prevalencia de la mutacion del 95% en 133 pacientes con MW (sin distinguir
entre MWS y MWQ) en médula 6sea, y un 71% en sangre periférica. En cfDNA,
disponible en 60 casos con MW, se detectd la mutacion en el 88% de pacientes®.
Usando la misma estrategia, se detectd la mutacion en el 87% de un total de 62
pacientes con GMSI IgM. Mientras que en cfDNA, MYD88 L265P pudo ser
detectada en 3 de 4 pacientes con GMSI IgM'%. También se propuso como un
potencial marcador de seguimiento de enfermedad minima residual en pacientes
en tratamiento, tras detectar una concordancia entre las técnicas para evaluar el
reordenamiento de VDJ y la ddPCR, superando a la AS-PCR®%%1%°_ Por |o tanto,
la ddPCR ofrece una resolucién superior a lo establecido por otras técnicas
convencionales para detectar la mutacion MYD88 L265P en pacientes con
gammapatias monoclonales IgM.
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7. Factores pronésticos en las gammapatias monoclonales IgM

asintomaticas

Multiples esfuerzos se han realizado en las ultimas dos décadas para determinar
el riesgo de progresion de los pacientes con GMSI IgM y MWQ y predecir en qué
momento y quiénes van a requerir tratamiento. El riesgo de progresion entre
ambas entidades es distinto debido al caracter benigno de la GMSI IgM. Sin
embargo, en la consulta médica es frecuente observar pacientes con MWQ con
una evolucidn lenta. Ello se debe, a su vez, en la elevada heterogeneidad clinico-
patolégica y gendmica de las gammapatias monoclonales IgM, y, en segundo
lugar, a las dificultades técnicas que supone modelar el riesgo de progresion en
entidades raras, prevalentes en pacientes mayores de 60 afos, y con necesidad
de un seguimiento largo. Ademas, la presencia de factores prondsticos o
biomarcadores ha ido cambiando a lo largo del tiempo. Tras la caracterizacidon
genomica de la enfermedad, también es posible incluir factores genéticos como
posibles predictores de mayor riesgo de progresion. Por tanto, en este apartado
se detallan las escalas de riesgo usando factores clinicos y los que incluyen

biomarcadores relativamente nuevos.

7.1 Factores prondésticos clinicos

El primer estudio en describir factores prondsticos fue realizado por un grupo
italiano con 452 pacientes con gammapatia monoclonal IgM asintomatica,
incluyendo por tanto la GMSI IgM y la MWQ. Después de una mediana de
seguimiento de 4 afnos, los principales predictores fueron la cuantia del CM
sérico, los niveles de hemoglobina, y la linfocitosis. Al tratarse de valores
cuantitativos, se dividio el riesgo en 3 grupos, siendo aquellos de alto riesgo lo
que tenian un CM sérico superior a 30 g/L, una linfocitosis por encima de 4 x
10%/L y una hemoglobina inferior a 120 g/L. En este subgrupo, la supervivencia
libre de progresion fue del 76% y 59% a 5 y 10 afios, respectivamente. El punto
de corte de un infiltrado linfoplasmocelular del 10% evaluado por aspirado o
biopsia fue significativo en el analisis univariado, pero no mantuvo su poder

estadistico posteriormente’®’. EI mismo grupo también dividié la serie en 217
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pacientes con GMSI IgM y 201 con MWQ. Los pacientes se diagnosticaron en
base a los criterios de la Clinica Mayo y con aspirado medular. Tras una mediana
de seguimiento de casi 5 afos, la supervivencia libre de progresion no fue
alcanzada en pacientes con GMSI IgM, mientras que fue estimada en 12 afos
para aquellos con MWQ. En el analisis multivariado, los predictores mas potentes
compartidos en ambos grupos fueron los valores del CM sérico (entre 7 a 13,9
g/L, entre 14 g/L a 20,9 g/L y mayor de 21 g/L), la hemoglobina (entre 130 y 149
g/L, entre 110y 129 g/L, e inferior a 110 g/L) y el sexo masculino?3.

Debido a la necesidad de distinguir el riesgo de progresion entre GMSI IgM y
MWQ, dos estudios analizaron por separado la transformaciéon maligna y la
necesidad de tratamiento. El primer estudio describié 52 pacientes con GMSI
IgM, y que, tras una mediana de seguimiento de 5 afos, identificO como
predictores de progresidn al infiltrado linfocitico (mayor del 20%) y al infiltrado
plasmocelular (mayor al 5%), cuantificados en un aspirado medular. El riesgo de
transformacion maligna fue del 13% y 27% a 10 y 20 afios, respectivamente’®.
Por otro lado, el grupo de la Clinica Mayo presentd una serie de 48 pacientes
con MWQ de largo seguimiento (mediana de 15 afios), en la que los principales
predictores de progresion y necesidad de tratamiento fueron el grado de
infiltracion linfoplasmocitico en médula ésea, el tamafo del CM sérico, la
hemoglobina y la inmunoparesia o descenso de los valores de IgA. El riesgo de
progresion fue del 59% y 68% a 5 y 10 afios, respectivamente’?. El mismo grupo,
focalizando su atencidn unicamente en pacientes con GMSI IgM y el mayor
seguimiento hasta la fecha registrado (29 afos), observd que un cociente de
cadenas ligeras libres en suero anormal y un CM sérico superior a 15 g/L eran
los principales predictores de progresion. Sin embargo, este modelo prondstico
no incluy6 el grado de infiltracion medular, dado que unicamente en el 12% se
habia realizado un estudio de médula dsea'. El grupo sueco describid
predictores similares en pacientes con GMSI IgM y no IgM, siendo el CM sérico,
el cociente de cadenas ligeras alterado y la inmunoparesia aquellos con un
prondstico independiente’’.

A pesar de las ventajas y desventajas de cada modelo de riesgo descrito, se
puede deducir que los pacientes con GMSI IgM tienen un menor riesgo de
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progresion en comparacion con los pacientes con MWQ, y que el grado de
infiltracion medular resulta indispensable. Sin embargo, este ultimo predictor
puede variar segun qué criterio diagndstico se use para definir a pacientes con
MWQ.

Con la intencion de nuevamente integrar ambos diagndsticos en uno solo, el
grupo del Dana Farber (Boston) propuso un modelo preciso que incluia el valor
de la IgM en suero, el porcentaje de infiltrado linfoplasmocitico medular y dos
nuevos biomarcadores en suero como potentes predictores de riesgo, la
albumina y la B2-microglobulina. La serie incluyo un total de 439 pacientes con
una mediana de seguimiento de casi 8 afos, y validada externamente en dos
grupos pequenos. El objetivo fue superar la barrera que suponia catalogar a
pacientes segun un criterio u otro. El sesgo que tuvo este modelo prondstico fue
el elevado numero de pacientes con valores perdidos, y la no inclusion de
inmunoparesia o valores de IgG o IgA . Del total de 439 pacientes, solo se
incluyeron 187 en el analisis multivariado, y otros 95 provenientes de las series
de validacion externa. Ademas, no se menciond cuantos pacientes eran
realmente GMSI IgM, con lo cual pudo estar sesgado a favor de pacientes con

mayor riesgo de progresion en forma de MWQ'3.

Por lo tanto, los estudios mencionados determinan que tanto la GMSI IgM y
MWQ comparten parametros clinicos y de laboratorio similares que confieren
mayor riesgo de progresion. Asimismo, las principales barreras para mejorar la
precision, sensibilidad, y la aplicacion de estos modelos prondsticos en la clinica
son las diferencias en los criterios diagnosticos, con la posibilidad de
solapamiento de algunos pacientes.

7.2 Factores prondsticos genéticos

Debido a la identificacion de las mutaciones y alteraciones cromosomicas en la

GMSI IgM y la MWQ, se ha podido evaluar el valor que tienen como predictores
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en el riesgo de progresion. Entre ellos se encuentran las mutaciones en MYD88
y CXCR4, y la del6q.

A pesar que un estudio reporté una tendencia a una mediana de tiempo hasta
inicio de tratamiento y progresion inferior en 128 pacientes asintomaticos que
tenian MYD88 L265P comparado con 20 wild type, las diferencias no fueron
significativas®. Otro estudio describié que la mutacion MYD88 L265P conferia
un riesgo de progresion mayor en pacientes con GMSI IgM. Tras una mediana
de seguimiento de casi 7 afos, la presencia de la mutacion era un factor
independiente de progresion. La presencia de MYD88 L265P y de un CM sérico
superior a 10 g/L era capaz de modelar el riesgo en pacientes con GMSI IgM,
con una incidencia acumulada de progresion del 12% y 38% a 5 y 10 afios,
respectivamente'®. De forma similar, un estudio también observé una tendencia
a mayor riesgo de progresion en los pacientes asintomaticos con la mutacion de
MYD88 L265P tras una mediana de seguimiento de 4 afnos. Ademas, la
presencia de la mutacion estaba asociada a un mayor grado de infiltracion

linfocitica en médula 6sea’%2,

El estudio del Dana Farber también analizé la mutacion MYD88 L265P en un
subgrupo de 106 pacientes con GMSI IgM y MWQ; un 84% de pacientes
presentd la mutacion. El 16% de pacientes wild type tenian un mayor riesgo de
progresion, con una mediana de tiempo hasta tratamiento de casi 2 afos
comparado con 5 afios para los pacientes mutados'®. Resultados muy similares
fueron reportados por la Clinica Mayo en una serie de 53 pacientes con MWQ. A
pesar de ello, las diferencias no fueron significativas?®*. Otra serie incluyendo
pacientes con MWQ y MWS describi6 también que los pacientes wild type tenian
mayor riesgo de transformacion histologica a un linfoma B de alto grado'®. El
mismo grupo no observo diferencias en el riesgo de progresion respecto de la
presencia de las mutaciones en CXCR4, disponible en solo 29 pacientes con
MWQ?*. Finalmente, la presencia de la del6q en pacientes con gammapatias IgM
asintomaticas confiri6 un mayor riesgo de progresion a enfermedad sintomatica,

con una mediana de tiempo hasta la progresion de solo 30 meses en ese grupo®’.
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Como se ha visto, en los ultimos anos hay una necesidad creciente por

incorporar nuevos biomarcadores tanto clinicos como genéticos, abriendo un

abanico de posibilidades para aumentar la precisién de modelar el prondstico en

los pacientes con GMSI IgM y MWQ (tabla 3). Las mayores dificultades son la

disponibilidad de técnicas sensibles para detectar las mutaciones en MYD88 y,

principalmente, en CXCR4, debido a la menor carga tumoral en los pacientes

asintomaticos, y la validacion en series con un mayor numero de pacientes.

Tabla 3. Estudios que evaluaron el riesgo de progresion de pacientes con

gammapatias monoclonales IgM asintomaticas.

Incidencia de

Predictores de

Estudios Ao N .
progresion progresion
Baldini, et al?>. N CM sérico
6,9% en 20 afios (GMSI) _
GMSI IgM (N=217) 2005 B Hemoglobina
22,4% en 19 afios (MWQ)
MWQ (N=201) Sexo
% LP en MO
Kyle, et al'?. 2012 59% en 5 afios Hemoglobina
MWQ (N=48) 68% en 10 afios CM sérico
Inmunoparesia
CM sérico
Turesson, et al'’. .
2014 1,5% por afio Cociente FLC
GMSI IgM (N=118) _
Inmunoparesia
Kyle, et al'*. 5 Ratio FLC
2018 2% por afio o
GMSI IgM (N=210) CM sérico
IgM sérica
Bustoros, et al'>.
% LP en MO
GMSI IgM y MWQ 2019 30,8% en 2 afios

(N=439)

B2-microglobulina

Albumina
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Varettoni, et al'®.

CM sérico
2019 1,3% por afo
GMSI IgM (N=176) MYD88 L265P
Zanwar, et al?*. Hemoglobina
2021 55% en 5 afios

MWQ (N=143)

B2-microglobulina

GMSI: gammapatia monoclonal de significado incierto; IgM: inmunoglobulina M;

MWQ: macroglobulinemia de Waldenstrom quiescente; CM: componente

monoclonal; LP: linfoplasmocitico; FLC: cadenas ligeras libres o free light chains;

MO: médula ésea.

Tabla original del doctorando.
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HIPOTESIS

La gammapatia de significado incierto IgM y la macroglobulinemia de
Waldenstrom quiescente tienen ambas un riesgo de progresidn a
macroglobulinemia sintomatica, y en menor frecuencia a otros sindromes
linfoproliferativos. Las escalas de riesgo para predecir la progresion, incluyendo
pacientes con ambas entidades clinico-patologicas, se fundamentan en
marcadores clinicos y de laboratorio relacionados con la carga tumoral de la
enfermedad. Sin embargo, la inclusion de uno u otro predictor es arbitraria debido
a la disponibilidad de los mismos en los modelos multivariables. Dado que son
entidades clinico-patologicas asintomaticas y con un riesgo de progresion lento
en algunos casos, existe también la necesidad de generar escalas de riesgo mas
simplificadas y disponibles en todo el mundo. Un predictor poco evaluado en la
gammapatia de significado incierto IgM y la macroglobulinemia de Waldenstrom
quiescente es la inmunoparesia, definida como la supresion de las cadenas
pesadas de inmunoglobulinas no involucradas (IgG o IgA). La inmunoparesia ha
sido descrita de forma limitada en algunas series de pacientes con gammapatias
monoclonales IgM, mientras que es un potente predictor de progresién en otras
gammapatias monoclonales como el mieloma multiple, asociado a una

desregulacion incipiente del microambiente inmune en respuesta al tumor.

Otro biomarcador novedoso, y no evaluado hasta la fecha, es la cuantificacidon
de la carga mutacional de MYD88 y CXCRA4. Los estudios describen resultados
dispares sobre el riesgo de progresion en los pacientes asintomaticos con la
MYDS88. Por otro lado, las mutaciones de CXCR4 no han sido evaluadas de
forma sistematica debido a la necesidad de una técnica mas sensible en
pacientes con baja carga tumoral. Mas recientemente, se ha descrito una
reaccion en cadena de polimerasa de alta resolucion denominada PCR digital,
que consigue una alta sensibilidad para detectar y cuantificar mutaciones
somaticas. Sin embargo, la sensibilidad para detectar CXCR4 aun se desconoce.

Finalmente, se conoce que los predictores de progresion pueden estar sesgados

debido al estudio de series de un unico centro, especialmente en el caso de
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enfermedades raras y con muy baja prevalencia. Por lo tanto, se plantean las

siguientes hipotesis:

Hipétesis 1. La inmunoparesia es un factor capaz de predecir la progresién de
forma precoz a macroglobulinemia de Waldenstrom sintomatica en la
gammapatia de significado incierto IgM y la macroglobulinemia de Waldenstrom

quiescente.

Hipétesis 2: La elevada frecuencia alélica de las mutaciones de MYD88 y

CXCR4 se asocia a un mayor riesgo de progresion a enfermedad sintomatica e
identifica subgrupos de riesgo en la gammapatia de significado incierto IgM y

la macroglobulinemia de Waldenstrom quiescente.

Hipétesis 3: La inmunoparesia y la mutacion de MYD88 en pacientes con

gammapatia de significado incierto IgM y macroglobulinemia de
Waldenstrom quiescente permiten la estratificacion del riesgo de progresion

en una serie de validacion externa.
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OBJETIVOS

54

1. Analizar la prevalencia de inmunoparesia, su impacto con otros factores

prondsticos, y su inclusidn en una nueva escala de riesgo de progresion
a macroglobulinemia de Waldenstrom sintomatica de pacientes con
gammapatia de significado incierto IgM y macroglobulinemia de
Waldenstrom quiescente.

. Evaluar la prevalencia de las mutaciones en MYD88y CXCR4 y el impacto

de la carga alélica de las mismas en el riesgo de progresion de la
gammapatia de significado incierto IgM y macroglobulinemia de

Waldenstrom quiescente a enfermedad sintomatica.

. Construir un modelo prondstico de riesgo de progresion en pacientes con

gammapatia de significado incierto IgM y macroglobulinemia de
Waldenstrom quiescente, incluyendo la inmunoparesia y la presencia de
la mutacion en MYDS88, validado en una serie clinica amplia vy

multicéntrica.
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MATERIALES, METODOS Y RESULTADOS

Trabajo 1

Definiciéon de un grupo de muy bajo riesgo de progresién en la gammapatia

monoclonal IgM asintomatica

La macroglobulinemia de Waldenstrom sintomatica (MWS) esta precedida por
dos entidades clinico-patolégicas denominadas gammapatia de significado
incierto (GMSI) IgM y la MW quiescente (MWQ). La GMSI IgM es prevalente en
pacientes mayores, muchos de los cuales logran una larga supervivencia libre
de progresion a enfermedad sintomatica prolongada o fallecen debido a otras
causas, mientras que los pacientes con MWQ tienen un mayor riesgo de
progresion. Se han descrito multiples factores predictores de progresion que
comparten ambas entidades. Sin embargo, debido a la presencia de dos criterios
diagnésticos para la MWQ (Clinica Mayo y el Consenso Internacional), afadido
a la baja prevalencia de la enfermedad y el largo tiempo que se requiere en
algunos casos para objetivar el evento, los modelos de riesgo de progresion no

han sido reproducibles del todo.

Este estudio tiene como objetivo investigar predictores de progresion en
pacientes con gammapatias monoclonales IgM asintomaticas, incluyendo
nuevos biomarcadores como la inmunoparesia y la presencia de la mutacién
MYD88 L265P, con la intencion de facilitar la creaciéon de un modelo de riesgo
accesible e independiente de los criterios diagnodsticos disponibles. Segun el
criterio de la Clinica Mayo, 64 pacientes fueron diagnosticados de GMSI IgM y
107 de MWQ. No hubo diferencias en la mayoria de predictores excepto por un
mayor infiltrado medular, mayor cociente anormal de cadenas ligeras libres en
suero y mayor prevalencia de la mutacién en MYD88 en pacientes con MWQ
(30% frente a 66%). La presencia de inmunoparesia estuvo asociada
significativamente con mayor componente monoclonal sérico, mayor infiltrado
linfoplasmocitico medular y a un cociente de cadenas ligeras anormal. Tras una

mediana de seguimiento de 4,3 afos, 15 pacientes progresaron y 28 fallecieron
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sin haber progresado. La inmunoparesia y la presencia de un infiltrado medular
superior al 20% fueron los dos predictores independientes de progresion en el
analisis multivariado. Con la intencién de crear un modelo prondstico, la cohorte
fue dividida en aquellos que no presentaban ninguno de estos dos factores
prondsticos, y otra en la que presentaban al menos uno (inmunoparesia y/o
infiltrado medular mayor del 20%). De esta manera, se identificé un subgrupo de
muy bajo riesgo, con una incidencia acumulada de progresion del 3% y 6% a 10
y 20 afos, respectivamente; mientras, aquellos que tenian al menos un factor de
riesgo tenian una incidencia acumulada de progresion del 19% y 42% a 10 y 20

afnos, respectivamente.

Este estudio presenta a la inmunoparesia como un predictor potente de
progresion a MWS, junto con el infiltrado medular, en las gammapatias
monoclonales IgM asintomaticas, permitiendo identificar también un subgrupo de

muy bajo riesgo de progresion.
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Simple Summary: Patients with asymptomatic IgM monoclonal gammopathies include IgM mon-
oclonal gammopathy of undetermined significance (IgM MGUS) and smoldering Waldenstrom

macroglobulinemia (SWM), all with some risk of progression to symptomatic Waldenstrém macroglob-
ulinemia, amyloidosis, or other lymphoproliferative disorder. Due to their low incidence, few studies

have focused on the risk of progression, with SWM being the most studied. As both are recognized

clinical-pathological entities that share similar clonal and phenotypical features, we focus on defining

new biomarkers of progression in this population with long follow-up.

Abstract: We analyzed 171 patients with asymptomatic IgM monoclonal gammopathies (64 with
IgM monoclonal gammopathy of undetermined significance—MGUS and 107 with smoldering
Waldenstrom macroglobulinemia - SWM) who had a bone marrow (BM) evaluation performed at
diagnosis. Abnormal free-light chain ratio (53% vs. 31%) and MYDS88 mutation prevalence (66%
vs. 30%) were higher in patients with SWM. No other differences were found among groups. With
a median follow-up of 4.3 years, 14 patients progressed to Waldenstrom macroglobulinemia, 1 to
amyloidosis, and 28 died without progression. The MYD88 mutation was found in 53% of patients
(available in 160 patients). Multivariate analysis showed that immunoparesis (subhazard ratio—SHR
10.2, 95% confidence interval—CI: 4.2-24.8; p < 0.001) and BM lymphoplasmacytic infiltration > 20%
(SHR: 6, 95% CI: 1.6-22.1; p = 0.007) were associated with higher risk of progression. We developed a
risk model based on these two risk factors. In the absence of both variables, an ultra-low risk group
was identified (SHR 0.1, 95% CI 0.02-0.5; p = 0.004), with 3% and 6% of cumulative incidence of
progression at 10 and 20 years, respectively. Bootstrap analysis confirmed the reproducibility of these
results. This study finds immunoparesis and BM infiltration as biomarkers of progression as well as
a low-risk group of progression in asymptomatic IgM monoclonal gammopathies.

Keywords: IgM MGUS; smoldering Waldenstrom macroglobulinemia; immunoparesis; bone marrow

1. Introduction

Waldenstrom macroglobulinemia (WM) is a lymphoproliferative disorder character-
ized by the presence of an IgM monoclonal protein (M-protein) and bone marrow (BM)
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lymphoplasmacytic infiltration [1,2]. It is preceded by two asymptomatic clinicopathologi-
cal entities such as IgM monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS)
and smoldering WM (SWM) [2-4].

IgM MGUS predominates in the elderly, so most patients may live their remaining
lifespan without any sign of progression to WM or other malignant disorder [5,6]. On the
other hand, SWM has a clear increased risk of progression but varies between studies [3,4,7].
Regarding the risk of progression, it has been described that the M-protein size, free
light chain (FLC) ratio, serum albumin level, and reduction of one or two uninvolved
immunoglobulin isotype levels (immunoparesis) as predictors of progression from IgM
MGUS [5,8,9]. Moreover, SWM shares some of the risk factors above mentioned, with
the addition of BM tumor load and 32-microglobulin [4]. However, there are two definitions
of SWM according to BM disease. The Mayo Clinic criteria established a cut-off of 10%
while the Second International Consensus on Waldenstrom macroglobulinemia defined
SWM as any BM lymphoplasmacytic infiltration in the absence of symptoms [1-3]. So far,
risk models have been developed under these definitions applied to each clinical entity
among centers. Only one study proposed the inclusion of IgM MGUS and SWM in a
unique and feasible risk model as both entities share some prognostic determinants but it
has not been replicated [7].

As a result of this, the reproducibility of all these prognostic factors across studies is
low, at least in part because of the low incidence of the disease and their protracted natural
history. The aim of this study was to investigate predictors of progression in patients with
asymptomatic IgM monoclonal gammopathies observed over a long period, incorporating
immunoparesis, BM infiltration, and the presence of MYD88 L265P mutation with an
intention to find an accessible and reproducible risk model overtaking the definition gap
and highlighting a population of patients that may be categorized as IgM MGUS or SWM.

2. Materials and Methods
2.1. Patient Characteristics

Medical records of 206 patients with asymptomatic IgM monoclonal gammopathies
diagnosed in our institution from 1982 to 2018 were reviewed. Bone marrow aspirate
was available in 171 patients, which was our final study population. The Ethics Commit-
tee of the Hospital Clinic of Barcelona provided institutional review board approval for
this study.

IgM MGUS and SWM diagnoses were included in the present study and defined by
the Mayo Clinic criteria [1,3]. At the time of diagnosis, there was no evidence of target
organ involvement according to international consensus, such as constitutional symptom:s,
anemia, hyperviscosity, enlarged lymph nodes, or peripheral neuropathy [10,11].

Variables were grouped into categorical (sex, immunoparesis, abnormal FLC ratio,
MYDS88 L265P mutation, M-protein size, IgM serum concentration, serum albumin, and
2-microglobulin levels), continuous (age, calcium, creatinine, hemoglobin), and time-to-
event (progression, death). Immunoparesis was defined as a decreased concentration in
both uninvolved serum immunoglobulin isotypes below the normal range (IgG < 6.8 g/L,
IgA < 0.66 g/L). Standard nephelometry was used to measure immunoglobulins. A normal
serum FLC ratio (The Binding Site Group Ltd., Birmingham, UK) was defined as 0.26 to
1.65 according to multiple myeloma guidelines.

2.2. Bone Marrow Evaluation

Morphology was reviewed after May-Grunwald-Giemsa staining as stated by stan-
dard procedures. A senior cytologist analyzed systematically 200 bone marrow total
nucleated cells in two slides from random areas, and the percentages of lymphoplasma-
cytic and plasma cell infiltration were estimated. Flow cytometry results were not included
in this study because of the heterogenous availability of these results over the last 30 years.
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2.3. MYD88 L265P Mutation Analysis

DNA samples were obtained from bone marrow mononuclear cells and kept at
—80 °C. A commercial kit was performed for DNA isolation (DNeasy Blood and Tissue
Kit, Qiagen, Germantown, MD, USA). BM samples for molecular biology were available in
160 patients. A conventional allele-specific polymerase chain reaction (PCR) was used to
evaluate MYD88 L265P mutations as previously described [12].

2.4. Statistical Analysis

The primary study endpoint was progression to symptomatic WM. A secondary
endpoint was survival from the diagnosis of asymptomatic IgM monoclonal gammopathy.

Variables investigated for association with time to progression were selected based on
their prognostic relevance in previous studies and clinical meaningfulness. They included
patient sex, immunoparesis, IgM concentration (>45 g/L vs. <45 g/L), abnormal FLC
ratio, Bence-Jones proteinuria, 32-microglobulin >4.5 mg/dL, serum albumin (<35 g/L vs.
>35 g/L), lymphoplasmacytic infiltration >20% in the bone marrow aspirate, and MYD88
mutation. In previous studies the size of the M-protein had been investigated at several
cut-off values, hence, in the present analysis, we dichotomized this variable at the median
value in our series (>12 g/L vs. <12 g/L).

Survival was estimated by the Kaplan-Meier method and factors predicting mortality
were investigated by Cox multivariate regression without previous selection by univari-
able analysis. All the variables met the proportional hazards assumption as tested by
the Grambsch-Therneau test [13]. Cumulative incidence was used to estimate the risk of
progression to symptomatic WM in the context of death without progression as a com-
peting risk. Multivariate analysis of factors predicting progression was performed by
the method of Fine and Gray [14]. In this regression method, the subdistribution hazard
ratios (SHR) are equivalent to the HRs in the Cox model. All multivariate models were
analyzed by parsimonious stepwise backward elimination and reconsideration of variables,
based on association with the endpoint and clinical meaning. Internal validity of models
predicting disease progression was evaluated by bootstrapping [15]. In brief, 1000 samples
the size of the whole series were taken randomly with reposition so that, in each sample,
individual patients may be represented once, more than once, or not represented at all.
Prognostic models were then estimated in the 1000 samples and the proportion of samples
yielding a significant association with progression was recorded. All the analysis was
performed with SPSS version 25 (IBM Corp, Armonk, NY, USA) and Stata version 11
(StataCorp, College Station, TX, USA).

3. Results
3.1. Baseline Characteristics

The median age of the 171 patients at the diagnosis of IgM MGUS or SWM was
69 years (range: 28-98), and 90 (53%) were males. There were 10 patients younger than
50 years (6%) and only one younger than 30. Table 1 summarizes the main laboratory results
at the time of diagnosis. The M-protein size spread over a wide range, from unmeasurable
(only detectable by immunofixation but not by conventional serum electrophoresis) to
28.2 g/L. The M-protein size was >12 g/L in 53% of patients, and >15 g/L in 23%. 29% of
the patients were diagnosed before 2008, and 71% from 2008 to 2018.

According to the Mayo Clinic diagnostic criteria, we found 64 (37%) patients with IgM
MGUS and 107 (63%) patients with SWM. Baseline characteristics were similar between
potential risk factors, only showing differences in the BM infiltration rate (5% vs. 23%;
p < 0.001), abnormal serum FLC ratio (31% vs. 53%; p = 0.04), and the MYD88 mutation
detection (30% vs. 66%; p < 0.001) as shown in Table 2.
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Table 1. Laboratory values in 171 patients with asymptomatic IgM monoclonal gammopathy.

Median (IQR ?) Frequencies
Serum M-protein (g/L) 12.2 (9.1-14.7) ;}é irrll g;igﬁ
Serum IgM (g/L) 5.4 (3.5-11) <301in 97%
Calcium (mg/dL) 9.5(9.2-9.8) >10.5in 3.2%
Creatinine (mg/dL) 0.9 (0.8-1) >2in 0.6%
Hemoglobin (g/dL) 13.4 (12.2-14.6) <12in 15.8%
Platelets (x10°/L) 237 (194-291) <100 in 1.2%
32-microglobulin (mg/dL) 2.3 (1.9-3.1) >4in 7%
Albumin (g/L) 43 (40-45) <35in 4.1%
Lymphoplasmacytic infiltration 16 (11-24)
Immunoparesis P (%) 14/167 (8.4)
Abnormal serum FLC ratio € (%) 42/92 (45.7)
MYD88 1.265P mutation 9 (%) 84/160 (52.5)
Progressive disease (%) 14/171 (8.2)

2 IQR: interquartile range; ® immunoparesis defined as a reduction in both uninvolved serum heavy chain
immunoglobulin (IgG and IgA); ¢ FLC: free light chain; ¢ MYD88 mutation: available in 160 patients.

Table 2. Laboratory values in patients categorized by diagnosis (IgM MGUS or SWM).

IgM MGUS 2 (%) SWM ? (%)
n=64 n=107 p-Value
Serum M-protein (g/L) 12.1 11.7 0.6
>12¢g/L 51 (48) 37 (58) 0.1
Hemoglobin (g/dL) 13.3 13.4 0.8
Platelets (x10° /L) 255 245 0.4
2-microglobulin (mg/dL) 29 2.4 0.1
>4 mg/dL 6/60 (10) 5/96 (5) 0.25
Albumin (g/L) 423 425 0.7
<35g/L 3(5) 4(4) 0.7
Immunoparesis 4/63 (6) 10/104 (10) 04
Abnormal serum FLC ratio 10/32 (31) 32/60 (53) 0.04
MYD88 L265P mutation 18/60 (30) 66/100 (66) <0.001

2 I|gM MGUS: IgM monoclonal gammopathy of undetermined significance; > SWM: smoldering Waldenstrom
macroglobulinemia.

3.2. Outcomes and Risk Factors

After a median follow-up of 4.3 years (IQR: 2.3-7.7), 14 patients had progressed to
symptomatic WM, 1 to amyloidosis, and 28 had died without progression. The initiation of
treatment of each patient who progressed was mainly due to anemia (nine patients), fol-
lowed by symptomatic lymphadenopathy (three patients) and peripheral neuropathy with
progressive increase of the M-protein size (two patients). None of the patients progressed
to IgM-related disorder without any other sign of progression to WM. Progressive disease
was documented at least after one year of close follow-up and confirmed with pathology
and imaging studies. Regarding each diagnosis, progressive disease was present in 5% of
patients with IgM MGUS and 10% of patients with SWM.

Eleven patients were lost to follow-up after a median of 2.6 years (IQR: 2.0-4.0) and
were censored at the time of the last contact. The projected median overall survival (OS)
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was 17.2 years (95% CI: 10.8-28.4), and 38% of patients are expected to survive more than
20 years (Supplementary Figure S1). In the competing risks analysis, the cumulative
incidence of progression at 5, 10, and 15 years was 5.2%, 6.5%, and 8.7%, respectively,
whereas the equivalent values for death without progression were 10.5%, 27.5%, and 36.0%,
respectively (Figure 1). Considering diagnosis, the cumulative incidence of progression at
5 and 10 years from diagnosis were 4% in IgM MGUS compared to 8% and 12% in SWM
patients, respectively.

Progression to WM vs. death w/o progression

0.8

0.6

0.4

Cumulative incidence

0.24

0.04

T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T

T
0 5 10 15 20 25

Figure 1. Relative risk of progression to Waldenstrém macroglobulinemia (WM) or death without

Progression ====—- Death w/o progression

(w/o0) progression evaluated as cumulative incidence in the framework of competing events.

Parsimonious multivariate analysis of factors associated with progression to WM in
the context of death as a competing risk identified immunoparesis (SHR: 10.2, 95% CI:
4.2-24.8; p < 0.001) and lymphoplasmacytic infiltration > 20% in the BM (SHR: 6, 95% CI:
1.6-22.1; p = 0.007) as the only statistically significant predictors of progression (Figure
2a,b). Out of the 171 patients, 167 were introduced in the risk model. One hundred patients
did not have any risk factor, 67 at least one, and 8 patients had both at diagnosis. Our risk
model concluded that the absence of both immunoparesis and BM lymphoplasmacytosis
at diagnosis predicted a very low risk of progression to symptomatic WM as compared
with the presence of at least one risk factor (SHR: 0.1, 95% CI 0.02-0.5; p = 0.004; Table 3).
Cumulative incidence of progression for patients who had none of these risk factors was 3%
and 6% at 10 and 20 years, respectively, as compared with 19% and 42% for those with at
least one risk factor (Figure 3). The absence of both factors was confirmed as a statistically
significant predictor of low risk of progression in 100% of 1000 bootstrap samples giving
optimal internal validity not dependent on the specific composition of our series.

BM lymphoplasmacytic infiltration >20% was associated with shorter survival (11.7 vs.
19.9 years; p = 0.04), whereas immunoparesis showed no significant statistical association
with this outcome (13.0 vs. 18.9 years; p = 0.36). With an MYD88 mutation prevalence of
52.5% in the whole series, we found a trend for this mutation to be associated with worse
OS (21.8 years vs. not reached; p = 0.06) and a lower prevalence in patients with less than
20% of lymphoplasmacytic infiltration (38% vs. 77%; p < 0.001).
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Progression by immunoparesis
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Figure 2. Cumulative incidence of progression in the framework of death as a competing event, ac-
cording to immunoparesis (a) and bone marrow (BM) lymphoplasmacytic infiltration (b) at diagnosis
of asymptomatic IgM monoclonal gammopathy.

Table 3. Risk stratification model of progression to WM in patients with asymptomatic IgM mono-
clonal gammopathy as determined in the framework of death as a competing event.

Adverse Variables Subhazard Ratio (95% CI ) p-Value
Immunoparesis 10.2 (4.2-24.8) <0.001
Lymphoplasmacytic infiltra'te >20% in 6.0 (1.6-22.1) 0.007
the bone marrow aspirate
Risk Model Subhazard Ratio (95% CI) p-Value
Good prognosis group (no risk factors) 0.1 (0.02-0.5) 0.004

2 CI: Confidence interval.



Cancers 2021, 13, 2055

7of 11

Progression by number of risk factors
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Figure 3. Cumulative incidence of progression in the framework of death as a competing event ac-
cording to the number of risk factors at the diagnosis of asymptomatic IgM monoclonal gammopathy
(immunoparesis and bone marrow lymphoplasmacytosis >20%).

Due to the relevant prognostic significance of immunoparesis in our series, we inves-
tigated the association between this biomarker and risk factors for disease progression
previously described in IgM MGUS and SWM. As summarized in Supplementary Table S1,
immunoparesis was significantly associated with a larger M-protein size, higher lympho-
plasmacytic infiltration in the BM, and abnormal FLC ratio. We also found a trend towards
lower serum albumin levels in patients with immunoparesis.

4. Discussion

In the present study, immunoparesis was identified as a strong predictor of progression
from asymptomatic IgM monoclonal gammopathy to symptomatic WM. Indeed, absence
of immunoparesis together with a BM lymphoplasmacytic infiltration <20% defined a
particularly good prognosis population with only a 3% cumulative incidence of progression
at 10 years and 6% at 20 years, with a 90% reduction in the progression risk compared to
patients with at least one of them. To the best of our knowledge, this is the first report on
the prognostic significance of immunoparesis in this group of patients with long follow-ups.
Furthermore, our risk model may overtake the diagnostic bias, fitting patients with IgM
MGUS or SWM whether using the Mayo Clinic or the Second International Consensus
diagnostic criteria.

Our study population was uniform regarding initial clinical characteristics as shown in
Table 2. Diagnosis was made on the findings of BM aspirate by expert hematopathologists
and progressive disease was confirmed by BM biopsy and imaging studies. The BM
aspirate is a feasible and reliable tool to diagnose IgM monoclonal gammopathies. In
this sense, there are studies from other centers where their diagnostic criteria or their risk
models relied on the basis of bone marrow aspirates [3,7,16,17]. While most of our patients
were diagnosed in the last two decades of the study; progressive disease was observed at
similar rates across the decades.

The initiation of treatment of each patient who progressed was similar to that described
by the International Consensus [18,19]. All patients progressed after a close follow-up
of at least one year, so no patient could have been considered as early slow-growing
symptomatic WM. We highlight that the cumulative incidence of progression in our series
is lower, being more comparable to a study reported by Alexanian et al. [20] and closer to a
low or intermediate group in the external validation series by Bustoros et al. [4]. In the case
of IgM MGUS, our series kept a 4% cumulative incidence of progression at 5 and 10 years,
comparable to other series [9].
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Regarding risk factors, several have been proposed for IgM MGUS and shared by
patients with SWM, such as M-protein size, FLC ratio, serum albumin level, and BM
infiltration, among others [3-5,7,8]. All of them parallel the tumoral load and the immune
deregulation. As a result, newly prognostic factors with an indirect measure of disease
are emerging. Although not all patients with IgM MGUS or SWM harbor the MYDS§8
mutation, it is a promising marker already used in risk models of progression [21]. The
CXCL13 levels also seemed to be a reliable biomarker that resembles BM tumoral load [22].
Another promising biomarker is immunoparesis, which has previously been reported
as a predictor for disease progression in patients with IgM MGUS but not replicated
by others [5,8,21]. In the case of SWM, it was also reported as a potential risk factor of
progression to symptomatic WM [3,23]; however, it was not included in the study by
Bustoros et al. [4].

It is worth noting that, in our study, patients with immunoparesis had significantly
larger M-protein size, more frequent abnormal FLC ratios, and a trend to lower serum albu-
min levels. It can be hypothesized, therefore, that all these prognostic biomarkers emerge
from the same pathological process resulting in immunoparesis, and that identification of
one or another marker as a statistically significant predictor might be contingent on the
composition of each patient series. In this regard, a first step to validate the prediction
model in our series was done by bootstrapping internal validation. It confirmed that
the good prognosis group from our study (no immunoparesis and less than 20% of BM
infiltration) is able to perform well in our center. As the next step implies the use of external
series, we consider that our parsimonious prediction model could be easily implemented
by other groups in order to confirm and validate these results according to clinical and
laboratory practices in other centers.

Other factors may have contributed to explaining the discordance between our results
and those previously published on the prognosis of IgM MGUS and SWM. In our series,
nearly half the patients lacked information on the FLC ratio at diagnosis because they were
first seen before the test was available. This may have reduced the statistical power to
detect any influence of this biomarker on the progression rate. Regarding M-protein size, it
is the most reproducible predictor of disease progression in patients with IgM MGUS and
SWM, and several cut-off values have been put forward as prognostic factors [4,5,7,21,24].
Since the risk of progression parallels the increasing of the M-protein size, choosing one
or another cut-off certainly implies some arbitrariness. In our case, we choose the series’
median value (12 g/L), which is a relatively low cut-off because of our initial goal of better
defining patients with a low risk of progression.

Regarding BM infiltration, there is data that supports its value as a prognostic marker
of progression in patients with SWM [3,4]. However, it is overlooked in the case of
IgM MGUS as it is usually diagnosed based only on serological criteria and the absence
of symptoms. The Mayo Clinic series reported that only 12% of patients with MGUS
underwent BM evaluation [5]. The Swedish group also reported that 20% of their study
group had a BM assessment [9]. According to all diagnostic criteria used to classify patients
either with IgM MGUS or SWM, the value of the BM infiltration as a risk factor may
vary. To surpass this problem and with an intention to identify common biomarkers, we
included all patients that underwent a BM evaluation so we could investigate whether
BM infiltration could complement immunoparesis as predictors for disease progression.
We established a 20% cut-off value on the basis of previous studies with SWM [3] and
smoldering multiple myeloma [25,26].

The combination of both variables, immunoparesis and lymphoplasmacytic infiltration
>20%, allowed us to identify a group of patients who lacked both biomarkers and had a
particularly good prognosis, with cumulative incidences of progression of 3% and 6% at
10 and 20 years from diagnosis of asymptomatic IgM monoclonal gammopathy, showing a
very slow and indolent behavior.

Previous studies have associated a higher incidence of the mutated MYD88 gene and
increased allele burden with a transition from IgM MGUS to SWM and symptomatic WM,
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and increased lymphoplasmacytic infiltration in the BM [21,27-29]. We found the MYD88
mutation in half the patients who were tested (30% in IgM MGUS and 66% in SWM). This
prevalence varies among different studies, techniques, and the diagnostic criteria used.
Using allele-specific PCR, our results are less than expected by other reports, especially
in patients with SWM. It may be explained by the fact that our global series had less
bone marrow infiltration compared to the series by Bustoros et al. (84% MYD88 mutation
detection) [4] as well as technical issues using DNA extracted from fixed tissues.

Regarding prognosis, we did not find that patients bearing the mutated gene pro-
gressed to WM differently from those bearing the wild gene. Interestingly, the MYD88
mutation was less prevalent in patients with BM lymphoplasmacytic infiltration <20% and
had no association with immunoparesis.

Our study has several strengths and weaknesses. Among the latter, the retrospective
design and the long timespan led to incomplete data in some cases, mainly a lack of current
biomarkers in patients who were first seen long ago. This also led to less MYD88 mutation
prevalence in patients with SWM; technical issues related to samples may have arisen. It is
worth noting that the loss to follow-up rate was kept low despite the old age of patients
and the long follow-up. Moreover, while the number of patients from our series is 171,
it is not the exception from the reported by other groups. The Mayo Clinic described
210 patients, which is the study with the greatest number of patients with IgM MGUS [5].
It is followed by 118 patients from the Swedish group [9]. Regarding SWM, we included
104 patients in our risk model, which is comparable to the DFCI external validation series [4].

One of the strengths of the present study relies on the use of a competing risks
framework to estimate the rates of progression. Many more patients died from causes
unrelated to the IgM monoclonal gammopathy than progressed to WM, so the standard
Kaplan-Meir analysis would have overestimated the progression rate [30]. Another strength
is the high internal validity for this extremely low-risk group. This definition can have
clinical significance, as this group has only 6% of cumulative incidence of progression at
20 years.

5. Conclusions

In summary, we identified immunoparesis as an important predictor of progression in
asymptomatic [gM monoclonal gammopathy and defined a population of particularly good
prognosis based on the absence of this biomarker and a small (<20%) lymphoplasmacytic
infiltrate as evaluated by BM aspirate. These findings can help in reassuring good prognosis
for these patients and to schedule accordingly the follow-up medical visits.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/
10.3390/ cancers13092055/s1, Figure S1: Kaplan-Meier projected survival of 171 patients with
asymptomatic IgM monoclonal gammopathy. Table S1: Association between immunoparesis and
previously recognized risk factors for disease progression in IgM monoclonal gammopathy of
undetermined significance.
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Table S1. Association between immunoparesis and previously recognized risk factors for disease
progression in asymptomatic IgM monoclonal gammopathy.

No immunoparesis

Immunoparesis (% or CI ?) % or CI) P-value
Male sex 5 (36%) 84 (55%) 0.2
Hemoglobin (g/dL) 13.0 (11.6-14.0) 13.4 (12.5-14.8) 0.2
Albumin (g/L) 40 (39-44) 43 (41-45) 0.06
Serum IgM (g/L) 18.0 (8.4-30.5) 4.9 (3.4-10.0) <0.001
Serum M-Protein (g/L) 14.9 (11.1-24.0) 12.7 (9.0-14.6) 0.01
Abnormal FLC ratio ® 4 (100%) 37 (43%) 0.025
Lymphoplasmacytic infiltration (%) 29 (10-54) 16 (11-23) 0.008
MYD88 mutation © 7 (53%) 75 (54%) 0.9

2CI: Confidence interval; PFLC: free light chain ratio (available in 92 patients); <Available in 160 patients.
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Figure S1. Overall survival of 171 patients with asymptomatic IgM monoclonal gammopathy.



Trabajo 2

Impacto prondstico de las mutaciones de MYD88 y CXCR4 evaluadas por
reaccion en cadena de polimerasa digital en la gammapatia de significado
incierto IgM y la macroglobulinemia de Waldenstrom quiescente

La gammapatia de significado incierto (GMSI) IgM y la macroglobulinemia de
Waldenstrom quiescente (MWQ) comparten alteraciones somaticas similares,
como lo demuestra la presencia de mutaciones de MYD88 y CXCR4, asi como
también la delecion del brazo largo del cromosoma 6, entre otras alteraciones
inmunofenotipicas también presentes en estadios mas avanzados. Por lo tanto,
se ha postulado un modelo evolutivo de progresidén basado en la adquisicion de
mutaciones somaticas en las gammapatias monoclonales IgM. Las mutaciones
de MYD88 y CXCR4 han sido convencionalmente analizadas mediante reaccion
en cadena de polimerasa alelo especifica (AS-PCR) o secuenciacién de nueva
generacion. A pesar de que la prevalencia de las mutaciones en la MW
sintomatica (MWS) ha sido descrita de forma mas estandarizada, los estudios en
las entidades pre-sintomaticas han sido mas variables. Recientemente se
describié la PCR digital (ddPCR, por sus siglas en inglés), con una mayor
sensibilidad para detectar la mutacion MYD88 L265P en distintos tejidos e
incluso en ADN libre circulante en sangre (cfDNA, por sus siglas en inglés). Sin
embargo, no existen estudios de las mutaciones mas patogénicas de CXCR4

usando la misma técnica, y menos aun, en los estadios pre-sintomaticos.

Este estudio propone que las mutaciones de MYD88 y CXCR4 evaluadas por
ddPCR pueden modelar el riesgo de progresidon de forma mas precisa en la
GMSI IgM y la MWQ. En comparacion con la AS-PCR, la ddPCR identificd un
64% y 82% de prevalencia de la mutacién MYD88 L265P en pacientes con GMSI
IgM y MWQ, respectivamente. En el 50% de pacientes con GMSI IgM se detecto
la mutacion MYD88 L265P sin tener una alteracion clonal detectable en linfocitos
B usando citometria de flujo multiparamétrica, mientras que el 100% de
pacientes con MWQ presentaban la mutacion y alteraciones clonales por

inmunofenotipo. La mediana de la carga alélica de MYD88 L265P por ddPCR
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mostro un continuo aumento desde la GMSI IgM, pasando por la MWQ hasta la
MWS. La prevalencia de CXCR4 C1013G fue del 35% y 43% en pacientes con
GMSI IgM y MWQ, respectivamente. De forma similar a MYD88 L265P, se

encontrd una relacion lineal con otros biomarcadores clinicos y de laboratorio.

Usando cfDNA como fuente, la mutacion MYD88 L265P fue detectada en el 38%
y 63% de pacientes con GMSI IgM y MWQ, respectivamente. En el caso de las
mutaciones de CXCR4, la ddPCR detect6 la mutacion C1013G en un solo caso
de MWQ con una carga alélica del 1,16%. Con una mediana de seguimiento de
6 anos, 23 pacientes (7 GMSI IgM y 16 MWQ) progresaron a MWS. Se encontré
que los pacientes con una carga alélica superior al 8% de MYD88 y 2% de
CXCR4 tenian un riesgo mas elevado de progresion a enfermedad sintomatica.

Por lo tanto, este estudio permitio la primera clasificacion de riesgo basado en

las alteraciones genéticas de pacientes con gammapatias monoclonales IgM

asintomaticas.
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Summary

Waldenstrom macroglobulinaemia (WM) is characterized by recurrent somatic
mutations in MYD88 and CXCR4 genes. However, limitations arise when analys-
ing these mutations in IgM monoclonal gammopathy of undetermined signifi-
cance (MGUS) or smouldering WM (SWM) given the lower tumour load. Here,
we used droplet digital polymerase chain reaction (ddPCR) to analyse MYD88
L265P and CXCR4 S338* mutations (C1013G and C1013A) in unsorted bone mar-
row (BM) or cell-free DNA (cfDNA) samples from 101 IgM MGUS and 69 SWM
patients. ddPCR was more sensitive to assess MYD88 L265P compared to allele-
specific PCR, especially in IgM MGUS (64% vs 39%). MYD88 mutation burden
correlated with other laboratory biomarkers, particularly BM infiltration (r = 0.8;
p<0.001). CXCR4 C1013G was analysed in MYD88-mutated samples with avail-
able genomic DNA and was detected in 19/54 (35%) and 18/42 (43%) IgM MGUS
and SWM cases respectively, also showing correlation with BM involvement
(r = 0.9; p<0.001). ddPCR also detected 8 (38%) and 10 (63%) MYD88-mutated
cfDNA samples in IgM MGUS and SWM respectively. Moreover, high BM muta-
tion burden (=8% MYD88 and >2% CXCR4) was associated with an increased risk
of progression to symptomatic WM. We show the clinical applicability of ddPCR
to assess MYD88 and CXCR4 in IgM MGUS and SWM and provide a molecular-

based risk classification.
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INTRODUCTION

Waldenstrom macroglobulinaemia (WM) is a B-cell neo-
plasm characterized by a lymphoplasmacytic infiltration
in the bone marrow (BM) and the presence of a serum IgM
monoclonal protein (M-protein).! WM is preceded by two as-
ymptomatic stages named IgM monoclonal gammopathy of
undetermined significance (MGUS) and smouldering WM
(SWM). The presence of highly recurrent somatic mutations
is another key feature of WM. For instance, whole-genome
sequencing has identified mutations in MYD88 and CXCR4
genes in up to 90% and 27% of WM patients respectively.”’
Another recurrent alteration well described is del(6q), which
was identified in up to 50% of WM patients using fluores-
cent in situ hybridization.** The identification of abnormal
B cells in IgM MGUS with a mutational and phenotypical
background similar to those found in later stages of the dis-
ease strongly supports this evolutionary model.*™

Allele-specific polymerase chain reaction (AS-PCR)-
based methods to detect MYD88 L265P using unsorted or
CD19" selected BM samples showed that the mutation prev-
alence varied from 54% to 87% in IgM MGUS and 86% to
93% in WM respectively.>'’ On the other hand, AS-PCR and
Sanger sequencing in CD19" selected BM samples have iden-
tified 17% and 43% of CXCR4 mutations in IgM MGUS and
untreated WM respectively."" Similarly, another study re-
ported a prevalence of up to 33% of CXCR4 mutations in IgM
MGUS using Sanger sequencing.12 Regarding targeted next-
generation sequencing (NGS), CXCR4 mutations were iden-
tified in 9% and 23% in IgM MGUS and WM respectively."’

This knowledge of the genomic landscape has given insights
to better elucidate the impact on disease progression from as-
ymptomatic stages. For instance, a higher risk of progression
was observed in MYD88-mutated IgM MGUS" and wild-type
(wt) MYD88 SWM patients."” Regarding CXCR4 mutations,
a worse outcome was described in CXCR4 mutated SWM pa-
tients," while another study reported no significant difference.'®

Although data in WM have shown highly reproducible
results using different technologies, data in IgM MGUS and
SWM are more variable due to the low tumour burden, the
heterogeneous BM infiltration, or the availability of BM
samples in asymptomatic patients.”" Thus, there is a need
to find more precise techniques to measure disease burden
in this group of patients. In addition, considering that the
reproducibility of the prognostic studies might be affected
by the technology used to assess MYD88 and CXCR4 mu-
tations, the impact of the mutational status of early disease
stages on the risk of progression to symptomatic WM re-
mains an ongoing field of investigation.

CXCR4, droplet digital PCR, IgM MGUS, MYD88, Waldenstrom macroglobulinaemia

Therefore, we wondered whether using more precise
methods to detect somatic mutations in asymptomatic IgM
monoclonal gammopathies could overcome technical diag-
nostic issues in samples with low tumour burden, thereby
improving prognostic risk models. In this sense, droplet dig-
ital PCR (ddPCR) technology provides an absolute quantifi-
cation of nucleic acid target sequences, thus being useful to
detect small clones. ddPCR can achieve higher sensitivity,
precision and reproducibility compared to the standard AS-
PCR.** ddPCR has been used for MYD88 L265P detection
using genomic DNA from CD19" selected, unsorted BM
samples, and cell-free DNA (cfDNA) of WM patients.*"*?
More recently, ddPCR has also been applied to assess CXCR4
$338* mutations in symptomatic WM patients.23 However,
MYD88 and CXCR4 mutations in cfDNA samples from
asymptomatic patients have not yet been systematically
evaluated.

We thus analysed MYD88 and CXCR4 mutations lever-
aging ddPCR technology in a cohort of patients with IgM
MGUS and SWM, and identified more accurate markers of
disease progression. The findings of this study provide fur-
ther insights into the genomic landscape of IgM MGUS and
SWM.

METHODS
Patients

From 1985 to 2020, 201 patients that met the search crite-
ria for IgM monoclonal gammopathy’ were identified in the
monoclonal gammopathies database of the Hospital Clinic of
Barcelona. Diagnosis was based on the Second International
Workshop on Waldenstrom Macroglobulinaemia and the
Mayo Clinic criteria."** Patients with less than 10% BM in-
volvement and the presence of immunophenotypical find-
ings of lymphoplasmacytic lymphoma were categorized as
SWM. Patients diagnosed with ‘IgM-related disorders’ were
not included in this study. The patients provided informed
consent for sample collection in the biological samples bank
of the Hospital Clinic of Barcelona in accordance with the
Declaration of Helsinki. The study was approved by the in-
stitutional review board.

Sample collection

In this study, 240 BM and plasma samples from 170 patients
categorized as IgM MGUS (N = 101) and SWM (N = 69) were
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included. They were the main cohort of analysis. Additional
samples from patients with symptomatic WM (N = 31) were
used as positive controls for experimental analysis. BM sam-
ples were available in the entire cohort (101 IgM MGUS, 69
SWM, and 31 symptomatic WM patients), while plasma
samples were only available in 39 patients (21 IgM MGUS, 16
SWM and two symptomatic WM patients). BM and plasma
samples were collected at diagnosis (IgM MGUS and SWM),
and before treatment initiation (symptomatic WM). The dis-
tribution of paired samples according to each diagnosis is
graphically depicted in Figure 1. Processing of the samples is
detailed in the supporting information (File S1).

Flow cytometry analysis

BM samples treated with ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) were evaluated by multiparametric flow cytom-
etry. Briefly, three eight-colour monoclonal antibody (mAb)
combinations were used for lymphocyte immunophenotyp-
ing (Table S1). Data acquisition was performed with a BD
FACSCanto II flow cytometer and analysed using FACSDiva
software (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

Allele-specific polymerase chain reaction assay
for MYD88 1L265P

MYD88 L265P mutation analysis was performed on DNA
from unsorted BM samples using AS-PCR technology (qBi-
omarker Somatic Mutation PCR Assay, MYD88_85940;
Qiagen, Germany). Amplification Refractory Mutation
System technology was used for allele-specific amplification.
Diffuse large B-cell lymphoma cell line OCI-LY3 DNA was
used as positive control, as described previously.”

Droplet digital polymerase chain reaction assays
for MYD88 1.265P and CXCR4 S338* mutations

ddPCR assays for MYD88 L265P and CXCR4 mutations
were commercially available (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
The two CXCR4 mutations analysed were: ¢.1013C>G
p-Ser338Ter (CXCR4 C1013G) and ¢.1013C> A p.Ser338Ter
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(CXCR4 C1013A). Briefly, DNA samples were tested in dupli-
cate. We used the QX200 Droplet Digital PCR System (Bio-
Rad) to generate and individually analyse each droplet. Data
were then analysed in the QuantaSoft Software 1.0 (Bio-Rad).
We assessed CXCR4 mutations in MYD88-mutated cases, as
nearly all CXCR4 mutations occur in MYD88-mutated pa-
tients.” When analysing CXCR4 mutations, we first assessed
the C1013G mutation. Then, we analysed the C1013A muta-
tion only in samples that were negative for the C1013G. This
approach was chosen to take advantage of the availability of
genomic DNA or cfDNA, the exceptional cooccurrence of
both CXCR4 mutations in the same sample, and the clinical-
oriented applicability of ddPCR. Detailed description is
available in the supplementary information (S1).

Statistical analysis

Pearson correlation or Spearman tests were used to analyse
correlation between tumour burden and laboratory bio-
markers. The Fisher exact test was used to analyse categori-
cal data. Mutation burden (MYD88 and CXCR4) was fitted as
a continuous variable into a Fine and Grey regression model
to analyse the impact on the risk of progression to symp-
tomatic WM. Progression to symptomatic disease criteria
was defined according to previous consensus recommenda-
tions.”>* To construct a practical model, we later catego-
rized the mutation burden according to an X-tile approach
obtaining cut-point subsets. Plots were calculated based on
the cumulative incidence function (CIF) (Figure SI1). All
statistical analyses were performed using Stata version 16
(StataCorp LLC, College Station, TX, USA). Detailed de-
scription is available in the supplementary information (S1).

RESULTS
Baseline patient characteristics

One-hundred seventy patients (88 male/82 female; median
age, 75 years) with available sample material, diagnosed with
IgM MGUS (101 patients) and SWM (69 patients) were se-
lected for the current study. Thirty-eight (22%) patients were
diagnosed before the year 2000, 31 (18%) patients between

[ MGUS + SWM | | Symptomatic WM |
BM samples
101 MGUS BM semples
69 SWM
Paired ddPCR Paired ddPCR Paired plasma Paired ddPCR Paired ddPCR Paired plasma

+AS-PCR +MFC + BM samples +AS-PCR +MFC + BM samples
84 MGUS 50 MGUS 21 MGUS 31 16
55 SWM 43 SWM 16 SWM

FIGURE 1 Sample processing methodology. AS-PCR, allele-specific polymerase chain reaction; BM, bone marrow; ddPCR, droplet digital
polymerase chain reaction; MGUS, monoclonal gammopathy of undetermined significance; MFC, multiparameter flow cytometry; SWM, smouldering

Waldenstrom macroglobulinaemia; WM, Waldenstrom macroglobulinaemia.
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2000 and 2010, and 101 (59%) after 2010. The main clini-
cal and biological patient characteristics are summarized in
Table 1.

MYDS88 L265P detection by allele-specific versus
droplet digital polymerase chain reaction in
bone marrow

We first analysed the MYD88 L265P mutation prevalence
in genomic DNA from unsorted BM samples using both
AS-PCR and ddPCR techniques. We did both AS-PCR and
ddPCR analyses in 84 IgM MGUS and 55 SWM patients at
diagnosis. In IgM MGUS, the MYD88 L265P mutation was
detected in 33 (39%) patients using AS-PCR, but ddPCR was
more sensitive, detecting the mutation in 54 (64%) patients
(p<0.001). Similarly, in SWM, MYD88 L265P was detected
in 40 (73%) patients using AS-PCR, while ddPCR identified
the mutation in 45 (82%) patients (p<0.001) (Figure 2A).
Analysing MYD88 mutation burden distribution, we ob-
served that the MYD88 L265P mutation was not detected in
50% of cases by AS-PCR when the variant allelic frequency
of MYD88 L265P assessed by ddPCR was lower than 1%.
This finding was supported by the 0.0259% limit of detec-
tion of ddPCR after serial dilutions of a MYD88 L265P sam-
ple in wt DNA (Table S2). To evaluate the higher sensitivity
of ddPCR compared to AS-PCR, we analysed 50 out of the 84
IgM MGUS cases who had their immunophenotype analy-
sis available at the time of DNA collection. In this group, 30
out of 50 (60%) and 19 out of 37 (51%) patients were positive
for the MYD88 mutation by ddPCR and AS-PCR respec-
tively. In samples without detectable clonal B cells by flow
cytometry, MYD88 L265P was detected in 15 (50%) and 7
(33%) cases using ddPCR and AS-PCR respectively. In the
case of SWM, 27 out of 32 (84%) and 23 out of 28 (82%) pa-
tients were positive for the MYD88 mutation by ddPCR and

TABLE 1 Baseline characteristics of the patients with asymptomatic
IgM monoclonal gammopathies

Baseline characteristics N=170
Median age, years (IQR) 75 (65-84)
Sex, female (%) 82 (48)
Diagnosis (%)

IgM MGUS 101 (59)

SWM 69 (41)
M-protein size (g/1), median (IQR) 12.1 (6-15)
Bone marrow involvement (% total celullarity) 17 (11-28)
Albumin (g/1), median (IQR) 43 (41-45)
Haemoglobin (g/1), median (IQR) 134 (121-145)
Platelet count (103/ul), median (IQR) 236 (184-287)

p2-microglobulin (mg/dl), median (IQR)* 2.3 (1.8-2.9)

Abbreviations: IQR, interquartile range; M-protein, serum monoclonal protein;
MGUS, monoclonal gammopathy of undetermined significance; SWM,
smouldering Waldenstrom macroglobulinaemia.

*Available in 145 patients.

AS-PCR respectively. All 27 (100%) SWM patients who had
clonal B cells were also positive for the mutation by ddPCR,
and 22 (96%) by AS-PCR. Thus, the agreement of clonal pop-
ulations observed by ddPCR and flow cytometry was 62%
(Cohen's k 0.3; p = 0.016) in IgM MGUS and 91% (Cohen's k
0.6; p<0.001) in SWM.

MYDS88 1L.265P mutation burden in
bone marrow

The median MYD88 mutation burden obtained by ddPCR
was 1.13% [interquartile range (IQR) 0.42-2.78] in IgM
MGUS (n = 62) and 5.36% (IQR 2.49-11.00) in SWM
(n = 54). We also analysed a group of symptomatic WM
cases as positive controls (n = 31) and the median MYD88
mutation burden was 11.00% (IQR 5.61-18.49). MYD88
mutation burden was significantly higher in successive
disease stages (IgM MGUS versus SWM, p<0.001; IgM
MGUS, SWM versus symptomatic WM, p<0.001). The
distribution plots are shown graphically in Figure 2B.
We then compared MYD88 mutation burden assessed by
ddPCR to standard laboratory biomarkers. We observed
that the mutation burden as a continuous variable corre-
lated with the serum M-protein size (r = 0.3; p = 0.001), the
serum IgM concentration (r = 0.4; p<0.001), the infiltra-
tion of the BM by morphology (r = 0.7; p<0.001), and the
percentage of BM clonal B cells by flow cytometry (r = 0.8;
p<0.001) (Figure 2C).

Analysis of CXCR4 C1013G and C1013A
mutations by droplet digital polymerase chain
reaction in bone marrow

In addition, we analysed the two most prevalent CXCR4
mutations in WM (C1013G and C1013A) using ddPCR. The
limit of detection of 0.0399% was established after a se-
rial dilution of a CXCR4 S338* C1013G sample in wt DNA
(Table S3). Four symptomatic WM BM samples previously
known to harbour the MYD88 L265P mutation were used
as controls. Amongst them, three cases harboured the
C1013G variant with a mutation burden of 1.5%, 4.8% and
7.6%, while the MYD88 L265P mutation burden was 20.5%,
8.1% and 5.1% for each case respectively. The fourth case
had the C1013A variant with a mutation burden of 17.2%,
while the MYD88 L265P was 18.5%. We then analysed the
presence of CXCR4 mutations in asymptomatic IgM mon-
oclonal gammopathy patients who were MYD88-positive
and had available genomic BM DNA (54 IgM MGUS and
42 SWM patients). By ddPCR, CXCR4 C1013G was posi-
tive in 19 (35%) and 18 (43%) patients with IgM MGUS
and SWM respectively. The median CXCR4 C1013G mu-
tation burden distribution in IgM MGUS was 0.4% (IQR
0.3-1.4), which was similar to that in SWM (0.4%, IQR
0.2-12). Overall, the distribution of the mutation burden
suggested a subclonal pattern for CXCR4 mutations. As a
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FIGURE 2 MYD88L265P analysis in the bone marrow of IgM monoclonal gammopathy patients. (A) Comparison between AS-PCR and droplet
digital PCR (ddPCR) to detect MYD88 L265P in IgM monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) and smouldering Waldenstrom
macroglobulinaemia (SWM). (B) MYD88 mutation burden distribution in IgM MGUS, SWM and symptomatic Waldenstrom macroglobulinaemia
(WM). (C) Heatmap correlation plot of MYD88 mutation burden and other common laboratory biomarkers in IgM monoclonal gammopathies. Each
number shows the Pearson correlation coefficient. AS-PCR, allele-specific polymerase chain reaction; BM, Bone marrow; ddPCR, droplet digital
polymerase chain reaction; M-protein, serum monoclonal protein; MGUS, monoclonal gammopathy of undetermined significance; SWM, smouldering
Waldenstrém macroglobulinaemia; WM, Waldenstrém macroglobulinaemia. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

continuous variable, CXCR4 C1013G showed positive cor-
relations with BM infiltration assessed by morphology
(r = 0.4; p<0.001), MYD88 mutation burden assessed by
ddPCR (r = 0.6; p<0.001), and BM clonal B cells assessed
by flow cytometry (r = 0.9; p<0.001). CXCR4 C1013A was
identified in only five MYD88-mutated patients not har-
bouring the C1013G mutation, two corresponding to IgM
MGUS cases and three with SWM, all of them with less
than 2% mutation burden. Figure 3 shows the mutation
burden distribution along samples that had both MYD88
and CXCR4 mutations.

Evaluation of MYD88 L265P by droplet digital
polymerase chain reaction in cell-free DNA

ddPCR has been reported to be a reliable technology to
detect MYD88 L265P in ctDNA samples with high tumour
burden.* Here, we attempted to demonstrate that ddPCR
could additionally be used to detect MYD88 mutation
in the cfDNA of patients with a low tumour burden. In
cfDNA samples from IgM MGUS patients, MYD88 muta-
tion was detected in eight out of 21 (38%) with a mutation
burden median distribution of 0.54% (IQR 0.20-1.32). In
the case of SWM patients, ddPCR detected the mutation

in 10 out of 16 (63%) patients with a median distribution
of 1.78% (IQR 0.24-7.26). In two cases of symptomatic
WM, MYD88 mutation was detected in both cases (1.84%
and 3.12% of mutation burden). Overall, the minimum
MYDS88 mutation burden in cfDNA was 0.20%, and the
maximum was 7.26% (Figure 4A). As a biomarker, MYD88
in cfDNA positively correlated with the serum M-protein
size (n = 39; r = 0.3; p = 0.047), the serum IgM concentra-
tion (n =37; r = 0.4; p = 0.016), the BM infiltration assessed
by morphology (n = 39; r = 0.4; p = 0.015), and the MYD88
BM mutation burden as assessed by ddPCR (n = 35; r = 0.5;
p =0.001) (Figure 4B-D). Regarding CXCR4 mutations as-
sessed in cfDNA, we were only able to detect the C1013G
variant in one sample from a SWM patient (1.16% muta-
tion burden), which was also positive for that mutation in
BM (13.1%) and for MYD88 L265P in both cfDNA (0.84%)
and BM (13.36%).

Prognostic impact of MYD88 and CXCR4
mutations assessed by droplet digital
polymerase chain reaction in bone marrow

With a median follow-up of six years (IQR 3-9 years), pro-
gression to symptomatic WM was observed in 23 (14%)
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by morphology (n = 39; r = 0.4; p = 0.015). (D) Correlation plot of MYD88 L265P cfDNA (%) and the MYD88 BM mutation burden (values transformed
to fit in the scatterplot) by ddPCR (1 = 35; r = 0.5; p = 0.001). BM, bone marrow; ddPCR, droplet digital polymerase chain reaction; MGUS, monoclonal
gammopathy of undetermined significance; SWM, smouldering Waldenstrom macroglobulinaemia; WM, Waldenstrom macroglobulinaemia. [Colour
figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

patients (7 MGUS and 16 SWM patients). Death without  patients lost to follow-up. At five and 10 years, the cumula-
progression accounted for up to 37 (22%) patients. All pa-  tive incidence of progression of patients with IgM MGUS
tients progressed due to disease complications related to  to symptomatic WM was 5% (95% CI 2-12) and 7% (95%
tumour burden: significant peripheral blood cytopenia  CI 3-19) respectively. In the case of SWM, the cumula-
(anaemia and/or thrombocytopenia) and symptomatic  tive incidence of progression was 22% (95% CI 12-36) at
lymphadenopathy and/or splenomegaly. There were no  fiveyears, and 30% (95% CI 17-47) at 10years. Median
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FIGURE 5 Risk of progression to symptomatic Waldenstrom macroglobulinaemia. Cut-off points were calculated using an X-tile approach.
Shown is the cumulative incidence of progression for both IgM monoclonal gammopathy of undetermined significance and smouldering Waldenstrom
macroglobulinaemia considering MYD88 L265P and CXCR4 S$338* C1013G tumour burden when assessed by droplet digital polymerase chain reaction in

the bone marrow. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

overall survival of all patients was 13 years (95% CI 11-20)
(Figure S4).

To assess the impact of BM ddPCR-detected MYD88
and CXCR4 mutations on the risk of progression, we fitted
a competing-risk framework as described previously. Using
the Fine and Grey regression model, we first analysed the
mutation burden of each of the mutations as continuous
variables. In the univariate analysis, the subhazard ratios
(SHR) of the MYD88 mutation burden were 1.2 (95% CI
1.04-1.36; p = 0.012) and 1.04 (95% CI 1.01-1.08; p = 0.040)
in IgM MGUS and SWM respectively. The SHRs of CXCR4
C1013G were 1.8 (95% CI 1.33-2.41; p<0.001) and 1.02 (95%
CI0.9-1.04; p = 0.065) in IgM MGUS and SWM respectively
(Table S4).

We then established cut-off points for the MYD88 and
CXCR4 mutation burden to identify risk categories of pro-
gression to symptomatic WM. For the whole series, pa-
tients who had a MYD88 mutation burden higher than 8%
[SHR 4.8, 95% confidence interval (CI) 2-11.2; p <0.001] or
a CXCR4 mutation burden higher than 2% (SHR 4.2, 95%
CI 1.7-10.7; p = 0.003) had a cumulative incidence of pro-
gression of 30% and 25% at five years respectively. In our
series, 19 patients who progressed were previously tested
for MYD88 and CXCR4 mutations. Two out of six IgM
MGUS patients and nine out of 13 SWM patients having a
MYD88 or CXCR4 high mutation burden (>8% and >2% re-
spectively) progressed (SHR 3.5, 95% CI 1.4-9.3; p = 0.01)
(Figure 5). Based only on the MYD88 L265P mutation, we
identified a small group of patients with high risk at each
stage. Thus, I[gM MGUS patients with a MYD88 mutation
burden higher than 4% (SHR 7.8, 95% CI 1-32; p = 0.005)
had a cumulative incidence of progression of 20% at five
years. In the case of SWM, patients with a MYD88 mu-
tation burden higher than 25% (SHR 3.4, 95% CI 1-8;
p = 0.012) had a cumulative incidence of progression of
45% at five years (Figure S5). Regarding patients who were

MYD88 L265P wt using ddPCR, only three out of 51 (6%)
patients progressed to symptomatic disease. On the other
hand, 21 out of 117 (18%) MYDS88-mutated patients by
ddPCR progressed. So, MYD88 L265P wt did not impact
the progression to symptomatic disease (SHR 0.4, 95% CI
0.1-1.2; p = 0.112).

DISCUSSION

Our study highlighted the usefulness of ddPCR to detect
MYD88 and CXCR4 mutations in the clinical setting of
asymptomatic IgM monoclonal gammopathies. We showed
the feasibility of MYD88 L265P detection and quantification
using ddPCR in unsorted BM samples with low tumour bur-
den. In matched samples, we found that ddPCR was able to
detect more MYD88-mutated cases than conventional AS-
PCR, especially in IgM MGUS. Moreover, ddPCR identified
the mutation even in samples for which flow cytometry could
not detect B-cell clonality. This in fact could be explained by
either the sensitivity of multiparameter flow cytometry or,
as recently reported, the presence of the MYD88 mutation
in precursor lymphocytes.”® Although our manuscript is
not able to answer this question, we can infer from our data
that the MYD88 mutation is again a very early event. Further
studies comparing next-generation flow cytometry to detect
B-cell clonality along with ddPCR could help to solve this
issue.

Using MYD88 mutation burden as a continuous variable,
we demonstrated that the mutation distribution was higher
with successive disease stages. Moreover, M YD88 mutation
burden by ddPCR positively correlated with well-known
biomarkers, such as involvement of the BM either evaluated
by flow cytometry or morphology; therefore, it could be con-
sidered a specific biomarker that accurately reflects disease
burden. In addition, inclusion of this novel biomarker along
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with the classical laboratory features in early disease stages
of WM might increase the predictive power of risk models.

Previous studies have found that nonsense CXCR4 mu-
tations were also recurrently prevalent in WM.> Among all
variants, nonsense CXCR4 $338* mutations were the most
prevalent. Up to 50% are transversions C>G and C>A at
nucleotide position 1013."**?® These variants have been
associated with hyperviscosity and worst outcome regarding
progression-free survival in WM patients.3’“’27’29’31 However,
most of these studies have been done in purified tumour BM
samples. Due to the high sensitivity of ddPCR, we could de-
tect the two most recurrent CXCR4 mutations (C1013G and
C1013A) in unsorted BM samples. To our knowledge, this is
the first report of testing CXCR4 mutations by ddPCR in IgM
MGUS and SWM. We detected the CXCR4 C1013G mutation
in 35% of IgM MGUS cases and in 43% of SWM carrying also
the MYD88 mutation. The variant CXCR4 C1013A was iden-
tified in fewer cases, all of them with low mutation burden.
Most of the samples that harboured CXCR4 mutations had a
mutation burden lower than that of MYD88. The only three
SWM cases that harboured higher CXCR4 mutation burden
did not differ in any other clinical or laboratory characteris-
tic from the whole series, including MYD88 mutation bur-
den itself, which was quite similar. Moreover, together with
two recent single-cell studies suggesting that CXCR4 muta-
tions behave as second clonal hits,”® these three cases could
be better explained by technical sample-processing issues. In
addition, CXCR4 C1013G positively correlated with the BM
involvement, as was reported previously in CD19" selected
BM cells in WM.?* Here, we showed that ddPCR can reliably
detect CXCR4 mutations in unsorted BM cells, which, consid-
ering cell sorting is not feasible in most laboratories, makes it
more easily transferable to the clinic.

Considering that MYD88 testing is based on single BM
samples for each patient and that BM disease distribution
can be somehow heterogeneous and patchy, it could affect
mutation detection. Therefore, we also analysed cfDNA in a
small set of cases, following the promising results observed
in WM.*»*7* We found that ddPCR was able to detect and
quantify MYD88 mutation in c¢fDNA in IgM MGUS and
SWM, allowing us to infer correlation with other biomark-
ers. Regarding CXCR4 mutations in c¢fDNA, previous re-
ports have been mostly focused on WM samples®"**; while
one study using a different sequencing approach reported
that two out of nine IgM MGUS patients harboured CXCR4
mutations.*® In our study, it has been more difficult to show
solid cfDNA data in asymptomatic IgM patients. This may
be explained by the fact that CXCR4 mutations are subclonal
and that we have only assessed the two most common mu-
tations. We consider that performing both ddPCR as well as
deep next-generation sequencing in cfDNA could allow us
to draw more conclusions on CXCR4 mutation detection in
samples with very low tumour burden. Taken together, we
have demonstrated that cfDNA is a promising source of ma-
terial for biomarker detection in IgM MGUS and SWM and
thus can overcome diagnostic challenges such as performing
BM biopsy especially in an ageing population.

Given the previous results, we analysed the impact of
MYD88 and CXCR4 mutations on risk of progression to
symptomatic WM. We established cut-off points for IgM
MGUS and SWM, both individually and combined, in a
competing-risk framework.”® We found that the cumulative
incidence of progression was higher with greater MYD88 and
CXCR4 BM mutation burden, either analysed as continuous
or categorical variables. Larger studies could demonstrate the
independent impact of the mutation burden on the risk of pro-
gression compared to other well-known biomarkers related to
tumour burden. Nevertheless, our data suggested that both
the presence and the mutation BM tumour burden confer a
greater risk of progression. Previous studies have shown non-
concordant results regarding the clinical impact of MYD88
and CXCR4 mutations in [gM MGUS and SWM.'>**!>18 The
low number of patients tested, the technical issues regarding
sample preparation in IgM MGUS and SWM, along with the
heterogeneous histological features of wt MYD88 cases,”®*’
might explain the variability of previous findings. Of note,
we only observed disease progression to symptomatic WM
and no other lymphoproliferative disorder or amyloid light-
chain (AL) amyloidosis. Another important driver of disease
progression is the presence of del(6q). Although we did not
have data to draw conclusions about the interaction between
MYD88, CXCR4 and del(6q) in our series, we consider it a
potential field of future research, partially solved recently
by single-cell technology.® Regarding cfDNA mutation bur-
den, we were unable to predict the risk of progression given
that plasma samples were only collected in the last five years,
and most of these patients have not yet progressed during the
follow-up. Longer follow-up will help to elucidate if cfDNA
could also predict the risk of progression.

Overall, our study establishes that MYD88 and CXCR4
mutations can be analysed by ddPCR with high sensitivity,
making them excellent disease biomarkers for asymptomatic
IgM monoclonal gammopathies in the clinic. The main ad-
vantages of ddPCR are that it can be applied in almost any
academic centre, due to its easy setup, and that it avoids the
need of sample sorting, making it an excellent candidate to
replace standard AS-PCR for MYD88 mutation analysis.
We also showed that MYD88 testing in cfDNA is a prom-
ising tool that might overcome diagnostic challenges. In
addition, we propose the first genomic risk classification of
asymptomatic IgM monoclonal gammopathies using novel
techniques.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION
Samples collection and processing

Bone marrow (BM) samples (5-10 mL — EDTA tubes) were obtained from
aspirates of all patients within the entire cohort. To obtain white blood cells (WBC)
from BM, samples were resuspended in erythrocytes lysis buffer (NH4Cl) and
then incubated for 10 minutes (min) at room temperature on a horizontal shaker.
Samples were then centrifugated at 400g for 10 min and resuspended on lysis
buffer twice. The pellet obtained was washed in phosphate buffered saline (PBS)
and then immediately stored at -80°C for later use. BM sample processing was
done up to 24 hours after BM aspirate collection. Genomic DNA extraction from
BM pellet samples was performed according to manufacturer instructions
(QlAamp DNA kit, Qiagen, Germany). DNA quality and concentration were
assessed using a NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, United States). After
acceptable DNA quality control, genomic DNA was then stored at -20°C.
Peripheral blood (PB) samples (10 mL — EDTA tubes) were obtained from 2015
to 2020. Sample processing was performed no more than 4 hours after blood
extraction as recommended previously (1). The manipulation included a two-step
centrifugation process: first, PB EDTA tubes were centrifuged for 10 minutes at
15009 followed by a second spin at 20000g. Plasma was then aliquoted and
stored immediately at -80°C for later use. cfDNA was extracted from 4 mL of
plasma using a QlIAamp DNA kit (Qiagen, Germany). cfDNA quantity and quality
were assessed using a Qubit High Sensitivity dsDNA kit (Thermo Fisher
Scientific, United States) and a TapeStation (Agilent Technologies), respectively.
After quality assessment (DNA size range from 100 to 250 bp), cfDNA was then
stored at -20°C.

ddPCR assays for MYD88 L265P, CXCR4 S338* C1013G, and CXCR4 S338*
C1013A

Commercial assays to detect MYD88 L265P (dHsaMDS2516944) and CXCR4
S338* mutations C1013G and C1013A (dHsaMDS130738061 and
dHsaMDS858629821, respectively) were designed by the manufacturer (Bio-
Rad). The reference genome for the commercial CXCR4 mutations assays was
hg19. Details of the amplicon coordinates for each mutation sample are as
follows:

MYDB88 L265P: hg19|chr3:38182580-38182702:
+GGGGCAAGGGCCTGATGCCAGCATGGCACCCCTTGGCTTGCAGGTGCC
CATCAGAAGCGAC[T/C]JGATCCCCATCAAGTACAAGGCAATGAAGAAAGAG
TTCCCCAGCATCCTGAGGTTCATCACT



CXCR4 S338* C1013G: hg19|chr2:136872424-136872546:
ACCTCTGTGAGCAGAGGGTCCAGCCTCAAGATCCTCTCCAAAGGAAAGCG
AGGTGGACATT[C/GJATCTGTTTCCACTGAGTCTGAGTCTTCAAGTTTTCAC
TCCAGCTAACACAGATGTAAAAGA

CXCR4 S338* C1013A: hg19|chr2:136872424-136872546:
ACCTCTGTGAGCAGAGGGTCCAGCCTCAAGATCCTCTCCAAAGGAAAGCG
AGGTGGACATT[C/AJATCTGTTTCCACTGAGTCTGAGTCTTCAAGTTTTCAC
TCCAGCTAACACAGATGTAAAAGA

Amplicon length was 65 bp for the MYD88 L265P assay, and 70 bp for both
CXCR4 assays. ddPCR assays were used to quantify the mutant allele and its
wild-type (wt) counterpart. Mutant variant allele frequency (VAF) was quantified
on genomic DNA and cfDNA using the Bio-Rad QX200 system. Samples were
tested at least in duplicate using 50 — 100 ng DNA per well (at least 5 ng for
cfDNA). Droplets were generated on a Droplet Generator QX200 (Bio-Rad). After
thermal cycling, the PCR product of each well was analyzed using the QX200
Droplet Reader (Bio-Rad) which measures the fluorescence of each droplet
individually using a two-color detection system (FAM and HEX probes). Data
were analyzed with QuantaSoft Software 1.0 (Bio-Rad). VAF of the mutant allele
was then calculated through a Poisson distribution model as the fraction of
positive droplets divided by the total number of droplets containing a target. At
least one sample previously known as wild type was used as a negative control
in each PCR to establish the positivity threshold. Total fractional abundance of
the mutation was calculated as follows:

Total fractional abundance (%) = (Number of mutant events / (Number of
mutant events + Number of wt events)) *100

Limit of detection of droplet digital PCR

Serial dilutions of mutant DNA in wt DNA were performed at levels of 10%, 5%,
1%, 0.5%, 0.25%, 0.05%, 0.025%, and 0.01% to determine the limit of detection
of ddPCR. A MYD88 L265P mutated sample (bone marrow mutation burden of
26.7%, and 34% of clonal B-cells), and a CXCR4 S338* C1013G mutated sample
(bone marrow mutation burden of 12.9%, and 7% of clonal B-cells) from two
different WM patients were used. We ran two tests for each dilution experiment
and calculated the merged mutation burden according to the binomial distribution.
We were able to detect mutant DNA with good confidence up to 0.0259% in the
case of MYD88 L265P (supplementary table 2), and 0.0399% in the case of
CXCR4 S338* C1013G (supplementary table 3). ddPCR plots with high MYD88
mutation burden and no detectable mutated droplets are shown supplementary
figure 2a and 2b, respectively. Similarly, the plots with high CXCR4 C1013G



mutation burden and no detectable mutated droplets are shown in supplementary
figure 3a and 3b, respectively.

Flow cytometry analysis

The immunophenotypical characterization of BM samples was performed using
3-tubes combinations of 8-color panel of antibodies (supplementary table 1).

CD56, CD5, TCR-yd, CD3, CD38, CD45, CD79b, CD43, CD45, FMC7, CD25,
CD1lc, CD22, CD8, and IgLambda (3 tube) were purchased from BD
Biosciences. CD19 and CD10 were purchased from Beckman Coulter. CD20 and
CD4 were purchased from BioLegend. CD23 was purchased from Dako. CD200
was purchased from eBioscience. IgKappa-1 was purchased from Exbio.
IgLambda and IgKappa (1% tube) were purchased from Cytognos.

Statistical analysis
Descriptive data

All data were evaluated previously by means of the Shapiro-Wilk and the
Breusch-Pagan test to analyze distribution. Categorical data were analyzed by
the Fisher exact test. Continuous data were analyzed by the Mann-Whitney U
test. Pearson or Spearman correlation coefficients were calculated to compare
mutation tumor burden with other continuous laboratory parameters (monoclonal
protein size — [M-protein size], serum IgM levels, morphologic BM infiltration, and
CD19+ BM infiltration). Cohen’s kK was used to relate the proportion of observed
agreements between two diagnostic tests (AS-PCR and ddPCR) when analyzing
the presence or absence of a mutation.

Survival outcomes

Given the possibility that subjects could die before experiencing progression to
symptomatic WM, the standard 1- Kaplan-Meier (failure function) approach would
not have represented our data correctly. Therefore, to analyze MYD88 and
CXCR4 tumor burden as risk factors in IgM MGUS and SWM, we fitted a
competing risk framework (2,3). The primary endpoint was progression to
symptomatic WM and the competing event was death without progression. Given
our a priori intention of predicting a probability of occurrence of an outcome
(progression to symptomatic WM), we used the subhazard ratio (SHR) rather
than the cause-specific hazard ratio. Here, SHR are interpreted similarly to
hazard ratios in Cox regression. The cumulative incidence function (CIF) was
calculated using the Fine and Gray method. SHR states the relative change in
the rate of occurrence of an event (progression to symptomatic WM) in subjects



who have not yet experienced the event, or who may have experienced a
competing event (death before progression).

MYD88 and CXCR4 tumor burden mutations assessed by ddPCR were analyzed
by a two-step approach. The first consisted of utilizing tumor burden mutation
analyzed as a continuous variable. The second step was to categorize this value
in order to easily translate it into clinical practice. For the latter, we used X-tile. X-
tile is a software that evaluates the association between a biomarker (i.e., gene
expression) and survival outcomes, selecting the optimum cut-off point in the
continuous variable. It provides multiple plots of every possible way of dividing a
population into risk categories, based on standard statistical tests: log-rank test
and X2 values along with the p-values (4).

After dividing our population into subsets according to high or low mutation tumor
burden (MYD88 and CXCR4), we calculated the SHR for each diagnosis. Finally,
encompassing both IgM MGUS and SWM into one set of patients, we developed
a stratification risk based on MYD88 and CXCR4 cut-off points (supplementary
figure 1).
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SUPPLEMENTARY TABLES

Supplementary table 1. Flow cytometry monoclonal antibodies used to analyze
bone marrow involvement by lymphoplasmacytic lymphoma/Waldenstrém
macroglobulinemia.

APC

Tube FITC PE PerCPCy5-5 PC7 APC H7 V450 V500
1st CD8+IgL Cd56+IgK CD5 CD19+TCRyd CD3 CD38 CD20+CD4 CD45
2nd CD23 CD10 CD79b CD19 CD200 CD43 CD20 CD45

3rd FMC7 CD25 CDl1lc CD19 CD22 gL IgK CD45




Supplementary table 2. Serial dilutions in a mutated MYD88 L265P sample from
a WM patient with a bone marrow B-cell clonality of 34% determined by flow

cytometry.

MYD88 L265P mutated sample (Mmut): mutation burden 26.7%

MYD88 L265P wild type sample (Mwt): mutation burden 0%

Volume MYD88 mutation burden
Serial dilution DNA concentration (ng/uL) (uL) (%)
7.49 sol Mmut
dil 10% 25 20| 1251 sol Mwt sol 10% 7.950
10 sol 10%
dil 5% 25 20 10 sol Mwt sol 5 % 4.110
4 sol 5%
dil 1% 25 20 16 sol Mwt sol 1% 0.688
sol 1%
dil 0.5% 25 20 sol Mwt sol 0.5% 0.420
sol 0.5%
dil 0.25% 25 20 sol 0.25% 0.232
sol 0.5%
dil 0.1% 25 20 16 sol Mwt sol 0.1% 0.0963
10 sol 0.1%
dil 0.05% 25 20 10 sol Mwt sol 0.05% 0.0508
10 sol 0.05%
dil 0.025% 25 20 10 sol Mwt sol 0.025% 0.0259
4 sol 0.05%
dil 0.01% 25 20 16 sol Mwt sol 0.01% No mutated droplets




Supplementary table 3. Serial dilutions in a mutated CXCR4 S338* C1013G
sample from a WM patient with a bone marrow B-cell clonality of 7% determined

by flow cytometry.

CXCR4 S338* C1013G mutated sample (Mmut): mutation burden 12.9%

CXCR4 S338* C1013G wild type sample (Mwt): mutation burden 0%

CXCR4 mutation burden
Serial dilution DNA concentration (ng/uL) Volume (uL) (%)
31.01 sol Mmut
dil 10% 7 40 8.99 sol Mwt sol 10% 9.820
20 sol 10%
dil 5% 7 40 20 sol Mwt sol 5 % 5.150
8 sol 5%
dil 1% 7 40 32 sol Mwt sol 1% 1.080
20 sol 1%
dil 0.5% 7 40 20 sol Mwt sol 0.5% 0.651
20 ‘ sol 0.5%
dil 0.25% 7 40 sol Mwt sol 0.25% 0.208
sol 0.5%
dil 0.1% 7 40 32 sol Mwt sol 0.1% 0.0708
20 50l 0.1%
dil 0.05% 7 40 20 sol Mwt sol 0.05% 0.057
20 sol 0.05%
dil 0.025% 7 40 20 sol Mwt sol 0.025% 0.0399
8 sol 0.05%
dil 0.01% 7 40 32 sol Mwt sol 0.01% No mutated droplets




Supplementary table 4. Univariate regression analysis in a competing risk
framework. Here, MYD88 and CXCR4 mutation tumor burden were analyzed as
continuous variables. MGUS: monoclonal gammopathy of undetermined
significance; SWM: smoldering Waldenstrom macroglobulinemia; SHR: sub
hazard ratio; CI: confidence interval.

MYD88 SHR 95% ClI p-value
IgM MGUS 1.18 1.04 -1.36 0.012
SWM 1.04 1.01-1.08 0.040

CXCR4 SHR 95% CI p-value
IgM MGUS 1.79 1.33-2.41 <0.001
SWM 1.02 0.98 -1.04 0.065




SUPPLEMENTARY FIGURES
Supplementary figure 1. Analysis methodology.

Supplementary figure 2. Droplet digital polymerase chain reaction (ddPCR)
plots in samples tested for MYD88 L265P mutation. a. Sample with high MYD88
mutation burden. b. Sample with a MYD88 wild type control.

Supplementary figure 3. Droplet digital polymerase chain reaction (ddPCR)
plots in samples tested for CXCR4 S338* C1013G mutation. a. Sample with high
CXCR4 mutation burden. b. Sample with a CXCR4 wild type control.

Supplementary figure 4. Baseline survival trends in patients with IgM
monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) and smoldering
Waldenstrom macroglobulinemia (SWM). a. Cumulative incidence of progression
in patients with IgM MGUS. b. Cumulative incidence of progression in patients
with SWM. c. Overall survival in all patients with either IgM MGUS or SWM.

Supplementary figure 5. Cumulative incidence of progression by bone marrow
MYD88 L265P mutation burden according to each diagnosis. a. Cumulative
incidence of progression in IgM monoclonal gammopathy of undetermined
significance (MGUS) with a 4% cut-off point of MYD88 mutation burden. b.
Cumulative incidence of progression in smoldering Waldenstrom (SWM)
macroglobulinemia with a 25% cut-off point of MYD88 mutation burden.



Supplementary figure 1
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Supplementary figure 2
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Supplementary figure 4
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Supplementary figure 5
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Trabajo 3

Pronéstico y supervivencia de la gammapatia monoclonal IgM

asintomatica: resultados de un registro multicéntrico espaiiol

La gammapatia de significado incierto (GMSI) IgM y la macroglobulinemia de
Waldenstrom quiescente (MWQ) tienen un riesgo de progresion a una neoplasia
linfoproliferativa. Se han desarrollado modelos que estratifican el riesgo en estos
pacientes en los ultimos 20 afos; sin embargo, la baja incidencia de la
enfermedad y la presentacion clinica heterogénea generan dificultades aun
existentes. Es por ello por lo que hay una necesidad de usar datos procedentes
de multiples centros, con el objetivo de aumentar la reproducibilidad de los
modelos prondsticos.

El objetivo de este estudio fue modelar el riesgo prondstico de pacientes con
gammapatias monoclonales IgM asintomaticas, usando datos clinicos
procedentes de 25 centros hospitalarios de Espafia e incorporando nuevos
biomarcadores. Se analizé también la supervivencia relativa, comparando con
una serie de pacientes con macroglobulinemia de Waldenstrom sintomatica
(MWS).

Se recolectd informacion procedente de 1035 pacientes (605 GMSI IgM y 430
MWQ). La mutacion de MYD88 L265P estuvo disponible en 472 pacientes,
siendo positiva en el 50,5% y 81,2% de pacientes con GMSI IgM y MWQ,
respectivamente. Después de un seguimiento de 5962 personas-afio, se
detectaron 148 progresiones, la mayoria a MWS. La tasa de incidencia de
progresion de pacientes con GMSI IgM fue del 1,1% por afo, y del 4,4% por afio
en pacientes con MWQ. Se evalud la capacidad predictiva de progresién de 3
modelos prondstico tomando en cuenta el conjunto de pacientes con
gammapatias IgM asintomaticas (grupo italiano, grupo Dana Farber, y grupo de
Barcelona), mostrando todos una capacidad predictiva similar. De cara a generar
un modelo parsimonioso Yy facil de usar, la categorizacion de variables siguié un

meétodo iterativo para encontrar el mejor punto de corte. Con ello, se obtuvo que
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los valores de IgM sérica por encima de 10 g/L, el infiltrado medular superior al
20%, la B2-microglobulina superior a 3 mg/dL y la albumina sérica inferior a 4
g/dL eran predictores potentes usando dos modelos multivariantes de Cox. Tras
afadir 1 punto a cada predictor, se construyd un modelo con 3 riesgos
denominado “10-20-3-4". El riesgo a 5 afos para los de bajo, intermedio y alto
riesgo fue del 4,5%, 15,6% y 42,6%, respectivamente. Se identificé también un
subgrupo de muy bajo riesgo caracterizado por la presencia de una IgM sérica
inferior a 5 g/L y un infiltrado medular inferior al 10%, obteniendo una incidencia
acumulada de progresion del 2,8% a 5 afos. La presencia de MYD88 L265P
estuvo asociada con una peor supervivencia libre de progresion solo en
pacientes con MWQ, mientras que la inmunoparesia de IgA e IgG fueron
potenciales predictores tras un seguimiento longitudinal (diagndstico y
progresion), con diferencias significativas en ambos isotipos. La supervivencia
relativa a 5 afos del global de pacientes con gammapatias IgM asintomaticas
fue similar al de la poblacion control en Espafia, contrastando con una

supervivencia relativa de 0,76 a 5 afnos en pacientes con MWS.

Por tanto, este estudio model6 el prondstico en la serie mas grande de pacientes
con GMSI IgM y MWQ descrita hasta ahora, usando biomarcadores comunes a
todos los modelos previos. La presencia de la mutacion de MYD88 es un factor
prondstico con impacto negativo solo en los pacientes con MWQ. La
inmunoparesia de isotipo IgG e IgA son potenciales predictores, especialmente

tras un seguimiento longitudinal.
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ABSTRACT

Asymptomatic IgM gammopathy encompasses IgM monoclonal gammopathy of
undetermined significance (MGUS) and asymptomatic Waldenstrom
macroglobulinemia (AWM), each with a potential risk of progression to
symptomatic disease. Here, we assessed the risk of progression and the mortality
of 1035 (605 IgM MGUS, 430 AWM) asymptomatic IgM gammopathy patients
across 25 Spanish centers. After a follow-up of 5962 persons-year, 148 patients
progressed. The incidence rate of progression was 3% during the first 5 years.
Serum IgM >10 g/L, bone marrow infiltration >20%, B2-microglobulin >3 mg/L,
and albumin <4 g/dL were the most potent predictors of disease progression in
two multivariate Cox regression models and allowed the identification of three risk
categories. The probability of progression to symptomatic disease at 5 years was
45%, 15.6%, and 42.6% for low-, intermediate-, and high-risk groups,
respectively. The relative survival (RS) ratio at 5 years of asymptomatic patients
was similar to the Spanish population, which contrasted with the 0.76 5-year RS
of patients with WM. Overall, we developed the Spanish Multicenter Model that
comprehensively describes the risk of progression of asymptomatic patients and
showed that the excess mortality is increased only in the symptomatic stage of

the disease.

Word count: 192



INTRODUCTION

The association of a monoclonal immunoglobulin M (IgM) in serum with diverse
lymphoproliferative disorders has been extensively reported, being IgM
monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) and
Waldenstrom macroglobulinemia (WM) the two most well characterized. The
prevalence of IgM MGUS increases with age and could eventually progress to a
B cell or plasma cell malignancy!. The spectrum of disease progression includes
predominantly WM, followed by diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), AL
amyloidosis, chronic lymphocytic leukemia (CLL), multiple myeloma (MM),
among others?3. Meanwhile, WM is a B-cell lymphoplasmacytic lymphoma that
is most of the time preceded by IgM MGUS. This relationship has long been
studied, as both share the same cell-of-origin in terms of morphological,
immunophenotypic and genomic features*~’. In this sense, there has been great
interest to model disease progression for both IgM MGUS and asymptomatic WM
(AWM). In fact, the study with the largest number of patients (439) with
asymptomatic IgM gammopathy (IgM MGUS and AWM) showed that the

progression rate was 30.8% at 2 years&.

During the last 20 years, different prognostic risk models have included data from
routine practice?*#-19 and genomic information such as the MYD88 and CXCR4
mutation status''~!3. However, there are still challenges because of the low
incidence!* and the clinical heterogeneity of disease progression. Thus, a need

to collect and report data from multicenter registries are highly beneficial.

Herein, we gathered the largest number of patients with asymptomatic IgM
monoclonal gammopathies from 25 Spanish hospitals to elucidate the prognosis

in terms of progression risk and survival trends. We retrospectively analyzed a



cohort of asymptomatic IgM monoclonal gammopathy patients, validated
previous risk models, and proposed a revised, comprehensive, and easily
applicable model to the clinic. We also showed how different are the mortality
outcomes of these patients compared to a group of patients with symptomatic

WM.

MATERIALS AND METHODS
Study design

This is a retrospective and multicenter study from 25 hospitals from the Programa
de Registro de Macroglobulinemia de Waldenstrém en Espafia (PRAME). For the
purpose of this study, we included patients diagnosed with asymptomatic IgM
gammopathy (encompassing both IgM MGUS and AWM) as the main group of
interest, while patients with symptomatic WM served as controls for the analysis
of the excess mortality. The date of first entry was August 1979, and the latest
was June 2023. The diagnostic criteria followed local institutional protocols of
each center and included the Mayo Clinict>'® and the International Consensus
criterial’'®, The MYD88 L265P mutation was assessed using either allele-
specific polymerase chain reaction (AS-PCR) or droplet digital PCR (ddPCR) on
whole bone marrow cells. Treatment initiation followed the criteria from the
International Consensus, and this was used to define symptomatic WM
patients!®, Patients who required treatment because of IgM related disorders or
IgM monoclonal gammopathy of clinical significance were excluded. The study
was approved by the local institutional review boards from all the centers

involved. More details can be found in the Supplementary Material.



Data collection and end points

Clinical and laboratory information was collected from individual registries and
consisted of serum IgM/IgG/IgA levels, serum monoclonal protein (M-protein),
isotype of light chain, bone marrow (BM) infiltration either by aspirate or biopsy,
MYD88 L265P mutation, serum albumin, (2-microglobulin, lactate
dehydrogenase (LDH), blood counts (red blood cell, lymphocyte, and platelet
counts), creatinine, and calcium. Immunoparesis was defined as a reduction
below the normal range in the serum IgG (less than 6 g/L) and/or IgA (less than
0.6 g/L)1%1620 Quantitative assessment of variables at the time of progression
was available in patients who presented progression during follow up.
Progression free survival (PFS) was defined as the time from diagnosis to the

time of disease progression that required treatment.

Statistical analyses

The r Pearson test was used to analyze the correlation between the serum IgM and the
BM infiltration. The GoOnen and Heller k-statistic was used to evaluate the
performance of risk models that were designed specifically for both IgM MGUS
and AWM patients, including the one reported by the Italian group in 20059, the
Dana Farber Cancer Institute (DFCI) in 20198, and the Barcelona group in 20211,
The log-rank test was used to calculate the significance of the difference between

survival curves. We considered death before progression as competing event.

To analyze the predictors in our series, we iteratively calculated the hazard ratios

(HRs) and the C-index using a Cox proportional hazards regression for each



potential cut-off in the case of serum IgM, BM infiltration, serum albumin, and (32-
microglobulin. This approach facilitated the finding of the best cut-off points that
discriminated well the risk of progression, as previously reported?. To find the
best predictors, we used both a backward stepwise Cox regression, and a least
absolute shrinkage and selection operator (lasso) — Cox method??. In the
multivariate stepwise Cox regression, the p-value used for inclusion of
biomarkers was 0.10. It was followed by bootstrap with 1000 replications. The
lasso-Cox model selected the predictors based on a lambda value calculated by
10-fold cross validation. With this, we built a single framework of variables, and
we assigned one point for each biomarker in a parsimonious and comprehensive
way. We then visually inspected the observed and predicted survival probabilities
for each point to cluster and generate risk groups. The Wilcoxon matched-pairs
signed-rank test was used to analyze the differences between the predictors as
continuous at diagnosis and at disease progression. Logistic regression was used
to assess the receiver operating characteristic (ROC) between risk models to

discriminate disease progression at 5 and 10 years.

To analyze the relative survival (RS) in our cohort, we leveraged data from the
Human Mortality Database and matched the Spanish population in terms of year,
age and sex, with a cut-off date in 2020. The Ederer Il method was used to
analyze the RS rates?3, that is detailed in the Supplementary Material. Poisson
regression was used to analyze the excess mortality according to each diagnosis.
All the analyses were performed in Stata version 18 (College Station, TX:

StataCorp LLC).

RESULTS



Patients’ characteristics

The clinical and laboratory characteristics of patients are summarized in Table 1.
In total, we identified 1035 patients with asymptomatic IgM gammopathy (605 IgM
MGUS and 430 AWM); 74% of patients had a kappa light chain isotype by
immunofixation, and the median serum M-protein and serum IgM was 8.4 g/L and
7.0 g/L, respectively. The BM aspirate was available in 620 (59.9%) patients,
being the median lymphocyte and plasma cells infiltration of 14% and 2%,
respectively. The MYD88 L265P analysis was available in 472 (45.6%) patients,
being positive in 68.4% of the entire cohort (50.5% IgM MGUS and 81.2% AWM,

Supplementary Table 1).

The total serum IgM was correlated with the BM lymphocytic infiltration (N=609,
r=0.35, p<0.001) and the plasma cell compartment (N=581, r=0.16, p<0.001).
According to the decade of diagnosis, 71 (6.8%), 185 (17.9%), and 779 (75.3%)
patients were diagnosed before the year 2000, between 2000 and 2010, and after

the year 2010, respectively.

Disease progression

One thousand and thirty-five patients who were evaluable for survival analysis
have been followed for 5962 person-year (median follow up of 5 years,
interquartile range [IQR] 2.2 — 9.2). Among them, 148 (37 IgM MGUS and 111
AWM) patients progressed to a lymphoproliferative/plasma cell disorder that
required treatment. During the first 5 years of follow-up, the incidence rate (IR) of
progression was 3.0% (95% confidence interval [CI] 2.4 — 3.5). The cumulative

probability of progression was 13.3% (95% CI 11.1 — 16.0) and 20.0% (95% ClI



16.5 — 23.2) at 5 and 10 years, respectively (Fig. 1A). IgM MGUS had an IR of
1.1% per year (Cl1 0.8 — 1.5) and AWM had an IR of 4.4% per year (Cl 3.7 — 5.3).
Regarding the documented type of progression, 140 patients progressed to WM;
other entities included DLBCL (4 cases), IgM AL amyloidosis (2 cases), CLL and
follicular lymphoma (1 case each one). No differences in PFS were observed

between the decades of diagnosis (log-rank p=0.369, Supplementary figure 1).

We then analyzed the performance in our series of three prognostic models that
took into account patients diagnosed with asymptomatic IgM gammopathy. First,
the risk model proposed by the Italian group considering the M-protein size (<
7.0,7.0-13.9, 14.0 — 20.9, > 21 g/L), hemoglobin (> 15.0, 13— 14.9, 11.0 — 12.9,
< 11.0 g/dL) and sex (female as low risk)®. The Gonen and Heller k-statistic was
0.65 (N=750), and the probability of progression at 5 years in our series was 5%,
12%, and 24% for low-, intermediate-, and high-risk, respectively (p<0.001) (Fig.
1B). Secondly, we evaluated the model proposed by the DFCI, considering serum
IgM, BM infiltration rate, p2-microglobulin, and albumin. In this model, the risk
was categorized according to the quartile distribution of the predicted HR
generating three groups®. The Gonen and Heller k-statistic was 0.66 (N=496),
and the probability of progression at 5 years was 3%, 10%, and 40% for low-,
intermediate-, and high-risk, respectively (p<0.001) (Fig. 1C). More recently, the
Barcelona group developed a two-risk model considering immunoparesis and a
BM infiltration cut-off point of 20%*°. Here, the Génen and Heller k-statistic was
0.66 (N=626), and the probability of progression at 5 years was 6% and 25% for

low- and high-risk, respectively (Fig. 1D).

Considering that the categorization of variables is dependent on many factors

such as the center-specific protocol for patient follow-up or how each variable



was measured, we aimed to investigate whether there were any other potential
risk factors that could help to improve the aforementioned models. To do that, we
first analyzed the impact on progression of the four predictors for which cut-off
points were difficult to establish. For these variables, we iteratively calculated the

predicted HR and the Harrell’s C-index for each value.

Accordingly, the best cut-off points were a serum IgM between 10 to 15 g/L, a
BM infiltration rate of 20%, a B2-microglobulin between 2.5 to 3 mg/L, and an
albumin between 4 to 4.5 g/dL (Supplementary figure 2). The cumulative
incidence of progression at 5 years was 24% for IgM >10g/L, 27% for bone
marrow infiltration >20%, 27% for 2-microglobulin >3 mg/L and 23% for serum
albumin <4 g/dL, and (Fig. 2A-D). We then analyzed whether the MYD88 L265P
mutation negatively impacted on the risk of progression. In patients who had the
analysis available (N=472), the MYD88 L265P mutation was associated with a
short PFS (HR 3.5, CI 1.7 — 7.1, p<0.001) as graphically seen in Supplementary
Figure 3, although the differences were only significantin AWM (HR 2.3, CI 1.0 —

5.0, p=0.039) but not in IgM MGUS (HR 2.9, CI 0.6 — 14.0, p=0.184).

Subsequently, we analyzed the impact of common risk factors from previous risk
models. Here, we did not consider MYD88 because less than half of the study
population were diagnosed before universal the set-up of the technique, neither
sex (male vs. female, HR 0.9, CI 0.7 — 1.3, p=0.629) or age (> 65 vs. < 65, HR
0.9, C1 0.7 — 1.4, p=0.989) because of their lack of impact in disease progression.
Table 2 summarizes the univariate analysis of each biomarker on a Cox
proportional hazards model. We then used two methods to select the most potent
predictors that were commonly present in both. The backward stepwise method

selected serum IgM >10 g/L, BM infiltration >20%, f2-microglobulin >3 mg/L, and



albumin <4 g/dL. The 1000-bootstrap replicates of this model showed
comparable findings with a p<0.10 selection cut-off. Similarly, the lasso-Cox with
10-fold cross-validation selected the previously four biomarkers along with
reduction of IgA (Supplementary Table 2). In order to build a parsimonious and
easy-to-use model, we assigned one point to each biomarker and clustered the
patients based on the observed and predicted HRs (Supplementary figure 4).
Consequently, patients with either no points or 1 point were categorized as being
in the low-risk group, whereas those with two points or three to four points were
classified into the intermediate and