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TESIS EN FORMATO DE COMPENDIO DE ARTICULOS

Esta tesis se ha realizado en formato de compendio de articulos.

La tesis consta de tres articulos dirigidos a responder un objetivo general que se
subdivide a su vez en 8 objetivos especificos.

Como objetivo principal comun los trabajos tratan de analizar el perfil mutacional
al diagnostico en el linfoma difuso de células grandes (LDCGB) y de dos
variantes con personalidad propia, el linfoma de células B primario de mediastino
(LPM) y el linfoma testicular de células grandes B (TLBCL), con el objetivo de
integrar las anomalias en el numero de copias, mutaciones genéticas vy
reordenamientos, y analizar el impacto clinico, incluida la respuesta al

tratamiento y la supervivencia general en la era de la inmunoterapia.

PRIMER TRABAJO

Rivas-Delgado A, Nadeu F, Enjuanes A, Casanueva-Eliceiry S, Mozas P,

Magnano L, Castrejon de Anta N, Rovira J, Dlouhy |, Martin S, Osuna M,
Rodriguez S, Sim6 M, Pinyol M, Baumann T, Bea S, Balagué O, Delgado J,
Villamor N, Setoain X, Campo E, Giné E, Lopez-Guillermo A. Mutational
Landscape and Tumor Burden Assessed by Cell-free DNA in Diffuse Large B-
Cell Lymphoma in a Population-Based Study. Clin Cancer Res. 2021;27(2):513-
521. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-20-2558

Factor de Impacto JCR 2021: 13.801

Cuartil: Q1 (Oncology)

Los objetivos especificos de este trabajo fueron:

1. Implementar el uso del DNA circulante tumoral (ctDNA) como fuente para

determinar el perfil mutacional del LDCGB y comparar los estudios
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mutacionales de ctDNA con los resultados obtenidos a partir de la biopsia
tisular.

Correlacionar los niveles de ctDNA con las variables clinicas iniciales, la
respuesta terapéutica y la supervivencia de los pacientes.

Correlacionar el valor del volumen metabdlico tumoral con las variables
clinicas iniciales, los niveles de ctDNA, la respuesta terapéutica y la

supervivencia de los pacientes.

SEGUNDO TRABAJO

Rivas-Delgado A, Nadeu F, Andrade-Campos M, Lopez C, Enjuanes A, Mozas

P, Frigola G, Colomo L, Sanchez-Gonzalez B, Villamor N, Bea S, Campo E, Salar

A, Giné E, Lopez-Guillermo A, Bellosillo B. Cell-Free DNA for Genomic Analysis

in Primary Mediastinal Large B-Cell Lymphoma. Diagnostics. 2022; 12(7):1575.
doi: 10.3390/diagnostics12071575.

Factor de Impacto JCR 2021: 4.129
Cuartil: Q2 (Medicine, General & Internal)

Se centra en los objetivos de esta tesis enumerados a continuacion:
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1.

Implementar el uso del ctDNA como fuente para el estudio genético del
LPM, incluido el perfil mutacional y las alteraciones en el numero de
copias, y compararlo con los resultados obtenidos a partir de la biopsia
ganglionar.

Correlacionar los niveles de ctDNA con las variables clinicas iniciales, la

respuesta terapéutica y la supervivencia de los pacientes.



TERCER TRABAJO

Rivas-Delgado A, Lopez C, Clot G, Nadeu F, Grau M, Frigola G, Bosch J, Radke
J, Ishaque N, Alcoceba M, Tapia Melendo G, Luizaga L, Barcena C, Kelleher N,

Villamor N, Baumann T, Muntanola A, Sancho-Cia JM, Martin Garcia-Sancho A,
Gonzales Barca E, Matutes E, Karube K, Salaverria I, Enjuanes A, Wiemann S,
Heppner FL, Siebert R, Climent F, Campo E, Giné E, Lopez-Guillermo A, Bea S.
Testicular Large B-cell Lymphoma is genetically similar to Primary Large B-Cell
Lymphoma of the CNS and distinct from nodal Diffuse Large B-cell Lymphoma.

Enviado a publicacion.

Este trabajo se centra en responder a los siguientes objetivos de esta tesis:

1. Evaluar las mutaciones genéticas, las alteraciones del numero de copias,
las translocaciones, asi como la determinacién de la célula de origen en
TLBCL, proporcionando un panorama completo de las alteraciones
gendmicas recurrentes que definen el curso clinico de esta enfermedad.

2. Correlacionar las anomalias genéticas con las principales caracteristicas
clinico-bioldgicas del linfoma, respuesta y supervivencia de los pacientes.

3. Comparar las alteraciones genéticas recurrentes en el TLBCL con dos
cohortes de pacientes: una de pacientes con LDCGB nodal y otra de

pacientes de con linfoma primario del sistema nervioso central.
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1. LINFOMAS: GENERALIDADES

1.1Definicién y epidemiologia de los linfomas

Los linfomas constituyen un grupo heterogéneo de neoplasias originadas a partir
del crecimiento no controlado de las diferentes células que componen el sistema
inmunoldgico, en particular los linfocitos y sus precursores. ElI hecho de que
estas células deriven de un progenitor linfoide comun en la médula 6sea o timo,
y que posteriormente terminen su maduracion en los diferentes érganos
secundarios linfoides, como el bazo y los ganglios linfaticos, implica que existan
diferentes neoplasias linfoides muy distintas entre si’.

Segun los ultimos datos de GLOBOCAN?, se estima que en 2020 se
diagnosticaron a nivel mundial 544 352 nuevos casos de linfoma no Hodgkin
(LNH), lo que representa el 2.8% de los diagndsticos de cancer en todo el mundo.
El riesgo estandarizado por edad a nivel global es de 6.9 entre los hombres y de
4.8 entre las mujeres, lo que se traduce en un riesgo acumulativo de por vida del
0.73% y el 0.52% para hombres y mujeres, respectivamente. En Espana, segun
los datos del registro prospectivo del Grupo Espafiol de Linfomas y Trasplantes
de Médula Osea (GELTAMO) entre enero de 2014 y julio de 2018 se registraron
9 682 casos nuevos de linfoma, siendo el linfoma difuso de células grandes B

(LDCGB) y el linfoma folicular (LF) los dos subtipos histoldgicos mas comunes?.

1.2 Clasificacion de los linfomas de células B

Hoy en dia existen dos clasificaciones para las neoplasias linfoides, la primera
propuesta por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cuya ultima edicion
se actualizé recientemente?, y el Consenso Internacional para la clasificacion de
las neoplasias linfoides maduras (ICC)° que representa un consenso mundial
sobre el diagnéstico de estos tumores, adoptado para su uso por patélogos,
clinicos y cientificos basicos (Tabla 1).

El principio fundamental de ambas clasificaciones es el reconocimiento de
distintas entidades segun una combinacién de caracteristicas morfologicas,

inmunofenotipicas, genéticas, moleculares y clinicas. La clasificacién actual de
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las neoplasias linfoides B se basa en las semejanzas de la célula tumoral con
los estadios de diferenciacion de la célula B normal ya que, en la mayoria de los

casos, la célula tumoral tiende a mimetizarla (Figura 1).
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Figura 1. Diferenciacion de la célula B y patogénesis de los diferentes subtipos
histolégicos de neoplasias linfoides de células B maduras.

Se muestra la progresién de una célula B a través del centro germinal,
incluidos los tipos de linfoma que pueden originarse en cada una de estas
etapas de diferenciacion
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Tabla 1. Consenso Internacional para la clasificaciéon de las neoplasias
linfoides de células B maduras®.

Leucemia linfatica cronica (LLC) / linfoma linfocitico de célula pequefia
Linfocitosis B monoclonal
o Tipo LLC
o TiponolLLC
Leucemia prolinfocitica de células B
Linfoma de la zona marginal esplénico
Tricoleucemia
Leucemia/linfoma de células B esplénico, no clasificable*
o Linfoma difuso de la pulpa roja esplénico de células B pequenas*
o Tricoleucemia variante®
Linfoma linfoplasmocitico
o Macroglobulinemia de Waldenstrom
Gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI), IgM
o GMSI IgM, tipo célula plasmatica
o GMSI IgM, Not otherwise specified (NOS)
Enfermedad por crioaglutininas primaria
Enfermedades de cadenas pesadas
o Enfermedades de cadenas pesadas Mu
o Enfermedades de cadenas pesadas Gamma
o Enfermedades de cadenas pesadas Alfa
Neoplasias de células plasmaticas
o Gammapatia monoclonal de significado incierto no IgM
o Mieloma multiple (mieloma de células plasmaticas)
o Mieloma multiple NOS
o Mieloma multiple con alteraciones genéticas recurrentes
= Mieloma multiple con traslocaciones de CCND
= Mieloma multiple con traslocaciones de MAF
= Mieloma multiple con traslocaciones de NSD2
= Mieloma multiple con hiperdiploidia
o Plasmocitoma 6seo solitario
o Plasmocitoma extradseo
Enfermedad por depédsito de inmunoglobulinas monoclonales
o Amiloidosis de cadenas ligeras de las inmunoglobulinas (AL)
o AL localizada
o Enfermedad por depdsito de cadenas ligeras y cadenas pesadas
Linfoma de la zona marginal del tejido linfoide asociado a mucosa (MALT)
Trastorno linfoproliferativo de la zona marginal primario cutaneo
Linfoma la zona marginal nodal
o Linfoma de la zona marginal nodal pediatrico*
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- Linfoma folicular
o Neoplasia folicular In situ
o Linfoma folicular tipo duodenal
- Linfoma centrofolicular sin reordenamiento de BCL2, CD23 positivo*
- Linfoma cutaneo primario centro folicular
- Linfoma folicular tipo pediatrico
- Linfoma folicular testicular
- Linfoma de células grande B con reordenamiento de IRF4
- Linfoma de células del manto
o Neoplasia de células del manto In situ
o Linfoma del manto no nodal leucemizado
- Linfoma difuso de células grandes B, No especificado (LDCGB)
o Tipo célula B centro germinal
o Tipo célula B activada
- Linfoma de células grandes con alteraciones de 11g*
- Linfoma de células B de predominio linfocitico nodular
- Linfoma de células grande B rico en células T/histiocitos
- LDCGB primario del sistema nervioso central
- LDCGB primario testicular
- LDCGB primario cutaneo, tipo pierna
- Linfoma de células grandes B intravascular
- Linfoma primario asociado a derrames HHV8 y VEB negativo*
- Ulcera mucocutanea VEB positiva
- LDCGB Virus Epstein Barr (VEB) positivo
- LDCGB asociado a inflamacion crénica
o LDCGB asociado a fibrina
- Granulomatosis linfomatoide
- Trastorno linfoproliferativo de células B polimérfico asociado a VEB
- Linfoma de células grandes B ALK positivo
- Linfoma plasmablastico
- Trastornos linfoproliferativos asociados a HHV8
o Enfermedad de Castleman multicéntrica
o Trastorno linfoproliferativo germinotrépico HHV8 positivo
o LDCGB HHVS8 positivo NOS
o Linfoma primario de cavidades
- Linfoma de Burkitt
- Linfoma de células B de alto grado con reordenamiento de MYC y BCL2
- Linfoma de células B de alto grado con reordenamiento de MYC y BCL6*
- Linfoma de células B de alto grado, no especificado
- Linfoma de células grandes B primario de mediastino
- Linfoma de la zona gris del mediastino

* Entidades provisionales
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2. LINFOMA DIFUSO DE CELULAS GRANDES B
2.1 Definicion y epidemiologia

El LDCGB es una neoplasia de células linfoides B de mediano/gran tamafno
cuyos nucleos son del mismo tamafio o mas grande que el de los macréfagos y
el doble de tamafio de los linfocitos normales con un patron de crecimiento difuso
(Figura 2). Es el sindrome linfoproliferativo mas frecuente en el mundo
occidental y el paradigma de linfoma agresivo, representando el 25-35% de los
casos. Es mas frecuente en edades avanzadas, con una mediana de edad al
diagnéstico de 65-70 afios, aunque puede presentarse en edad pediatrica o en

adultos jovenes'.

g 109

L pr 1
T
'

En la imagen a la izquierda se observa una proliferacion linfoide atipica conformada
por células grandes con nucleos pleomorficos y nucléolo prominente (HE:
Hematoxilina y eosina). A la derecha, técnicas de inmunohistoquimica que evaltan la
expresion diferentes marcadores de diferenciacion de células B y el indice de
proliferacion.

2.2Etiologia

La mayoria de los casos se originan de novo (LDCGB primario), pero algunos
casos pueden originarse de la transformacion de un linfoma indolente (LDCGB

secundario). Si bien la etiologia del LDCGB permanece desconocida, estudios
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epidemiolégicos apoyan su origen multifactorial, con factores de riesgo clinicos,
genéticos y de desregulacién inmune, asi como exposiciones ambientales,
viricas u ocupacionales. Ejemplo de ello es el LDCGB que surge en el contexto

de inmunodeficiencia, que se asocia mas frecuentemente al VEB!'*.

2.3 Clasificacion

Aunque considerado una entidad unica, el LDCGB muestra una notable
heterogeneidad clinico-biolédgica, en la respuesta terapéutica y en el prondstico.
Durante las ultimas dos décadas, los esfuerzos multidisciplinares de clinicos,
patologos e investigadores han logrado identificar subtipos de LDCGB segun la

célula de origen (COO) o sus caracteristicas moleculares’.

2.3.1 Célula de origen

El analisis del perfil de expresién génica en el LDCGB mediante microarrays ha
conseguido diferenciar dos variantes con un patron indicativo de diferente
estadio de diferenciacion de la célula B. Asi, un tipo expresa genes tipicos de la
célula B del centro germinal con expresion de CD10 y BCL6 (lo que se conoce
como "germinal center B-like" o GCB), mientras que el otro se parece mas a la
célula B de sangre periférica activada o post-centro germinal ("post-germinal
center" o ABC), caracterizado por la activacion cronica de la via de sefializacion
del receptor de células B, la activacion constitutiva del factor nuclear kappa B y
la expresion de BCL2 e IRF4. Un tercer grupo corresponde a los casos no
clasificados, que representa 10-15%%°. Ademas de las sustanciales diferencias
biolégicas, varios grupos han confirmado el impacto prondstico de esta
clasificacién molecular, de manera que los pacientes con LDCGB de origen GCB
tienen un devenir mas favorable que aquellos con LDCGB de tipo ABC, con una
supervivencia libre de progresion (SLP) de 3 afios aproximadamente del 75%,
frente al 40--50% del subtipo GCB®’-!'!. Es por todo ello que actualmente se
consideran dos subtipos de LDCGB bien definidos en la ICC®. Aunque la
determinacion de la célula de origen mediante expresion génica se consideran

el estandar para determinar la COO, los problemas relacionados con el requisito
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de tejido (tejido fresco o congelado), la complejidad y la baja reproducibilidad han
limitado su utilizacién la practica clinica habitual. La plataforma comercial
Lymph2Cx analiza un panel limitado de 20 genes basado en datos de estudios
de expresion génica para distinguir los grupos GCB y ABC utilizando tejido en
parafina®. En nuestra institucion se realizé la determinacion de COO utilizando
Lymph2Cx en 220 pacientes, observando una diferencia en la supervivencia
global (SG) entre los diferentes grupos, con una SG a 10 afios del 75% para el
grupo GCB, 53% en los no clasificados y 45% en los ABC (Figura 3).
Alternativamente, los algoritmos basados en inmunohistoquimica (IHQ), como el
algoritmo de Hans'?, disponible practicamente en todos los servicios de
anatomia patoldgica, pueden usarse para dicotomizar casos como GCB y no
GCB (este ultimo comprende el subtipo ABC y la mayoria de los casos no
clasificados), aunque solo representan una aproximacion del perfil de expresion

génica, lo que conlleva un riesgo inherente de clasificacion erronea®.

Samples from Patients with de nove DLBCL (n = 67) ———————————> 100 P =0.0023

Probabilidad de supervivenica

20

0 -| === ABC

Figura 3. Célula de origen acorde a la plataforma Lymph2Cx

En la imagen a la izquierda se observa el heatmap con los 20 genes incluidos en la
plataforma (modificado de Scott D, et al.?) y a la derecha la SG de 220 pacientes con
LDCGB del Hospital Clinic segun subgrupo de COO.

2.3.2 Caracteristicas moleculares

Del 10 al 15% de los pacientes con LDCGB presentan reordenamiento de MYC,
lo que resulta en una supervivencia y proliferaciéon celular desreguladas.

Aproximadamente la mitad de estos casos también conllevan un reordenamiento
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BCL2 ylo BCL6™. Estos reordenamientos genéticos se identifican mediante
hibridacion fluorescente in situ (FISH) y su presencia define un subconjunto de
LDCGB conocido como linfoma doble o triple hit. La ICC ahora comprende 2
grupos distintos: HGBCL con reordenamientos MYC y BCLZ2 (con o sin
reordenamiento BCL6) (HGBCL-DH-BCL?2) y una nueva entidad provisional,
HGBCL con reordenamientos MYC y BCL6 (HGBCL-DH-BCL6)°. Estos
pacientes presentan una enfermedad con un curso clinico mas agresivo y un
peor pronostico después del tratamiento de primera linea con R-CHOP
(rituximab, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona),
especialmente en pacientes con enfermedad en estadio avanzado’*-'°. Ademas,
datos recientes sugieren que dicho efecto adverso es mas evidente cuando el
reordenamiento de MYC es con un gen asociado a las inmunoglobulinas’3.
Recientemente, Ennishi y colaboradores'® establecieron una firma de expresion
génica de doble hit (DHITsig) capaz de identificar un subconjunto LDCGB GCB
de alto riesgo, con una SLP a 5 afios del 57% en comparacion con el 81% del
resto de la cohorte. Un aspecto para destacar es que los casos de HGBCL-
DH/TH sdlo representaban el 50% del grupo DHITsig. Un estudio posterior en el
que se realizé la secuenciacién completa del genoma en 20 casos HGBCL-
DH/TH negativos de la misma serie mostro la presencia de reordenamientos
cripticos de MYC o BCL2, no detectables mediante pruebas de rutina dentro del
DHITsig+ en 6 (19%) de los casos, lo que podria explicar la desregulacion
subyacente de MYC en estos pacientes’’.

Ademas, los pacientes con sobreexpresion de MYC y BCL2 detectado por IHQ
(240% y >50%, respectivamente), denominados LDCGB doble expresores,
tienen un peor prondstico tras el tratamiento de primera linea'®'%. Estos
pacientes representan aproximadamente un tercio de los casos de nuevo
diagnéstico y hasta el 50% de los LDCGB refractarios o recaidos, situacion en la
que también se asocian con una peor respuesta al tratamiento de rescate’. En
resumen, estos datos destacan la necesidad de realizar rutinariamente tanto
estudios IHQ como FISH en el momento del diagnéstico y preferentemente

también en el momento de la recidiva.
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2.3.3 Subgrupos genéticos

El uso de tecnologias de next generation sequencing (NGS) ha permitido el
estudio del genoma, exoma y perfiles mutaciones especificos del LDCGB, dando
lugar a la clasificacion en grupos genéticamente definidos que han permitido
delinear mejor las distintas entidades bioldgicas.

Chapuy y colaboradores?® clasificaron 304 LDCGB en cinco grupos diferentes,
dos subconjuntos predominantemente constituidos por casos de tipo ABC: C1
de buen pronéstico y caracterizado por mutaciones en NOTCHZ2 vy
reordenamiento de BCL6 y C5 enriquecido en mutaciones MYD88-26%P y CD79B
y con pronéstico adverso; un grupo independiente de ABC/GCB: C2
caracterizado por mutaciones y deleciones de 17p, con prondstico intermedio; y
dos subgrupos enriquecidos en casos GCB: C3 de pronéstico adverso
enriquecido en mutaciones de CREBBP/EZH?2 y translocacion de BCL2y, C4 de
buen prondstico con alteraciones de SGK7. Una pequefia fraccion de pacientes
(4%) sin mutaciones detectables fueron clasificados como CO.

De forma paralela, Schmitz et al?*' identificaron cuatro subtipos genéticos
distintos de LDCGB con mutaciones recurrentes tras analizar 574 biopsias. Estas
categorias incluyen los subtipos EZB, BN2, MCD y N1. El subtipo EZB se
caracteriza por mutaciones en EZH?2 y translocacién de BCL2, el subtipo BN2
por fusiones de BCL6 y mutaciones en NOTCH2, el subtipo MCD por la
coexistencia de mutaciones de MYD88-26°F y CD79B, y el subtipo N1 por
mutaciones en NOTCH1. Cabe destacar, que en esta serie hasta el 53.4% de
casos no se clasificaron en ninguno de estos cuatro grupos. Posteriormente, el
mismo grupo amplid la clasificacion incorporando dos grupos mas: A53
caracterizado por alteraciones estructurales en el numero de copias y de TP53,
ST2 con mutaciones recurrentes de TET2 y SGK1. Adicionalmente, separaron
el grupo EZB en funcién de la presencia de alteraciones en MYC. Asi mismo,
desarrollaron el LymphGen, un algoritmo que determina la probabilidad de que
un paciente pertenezca a uno de los siete subtipos basado en las alteraciones
genéticas presentes en el tumor??. Afortunadamente, a pesar de los diferentes
enfoques utilizados por ambos grupos, existe una considerable superposicion

entre ambas clasificaciones (Tabla 2 y Figura 4)¢.
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Tabla 2. Clasificacion molecular del LDCGB
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Figura 4. Comparacion entre los subgrupos moleculares acorde a las diferentes
clasificaciones.

El diagrama aluvial muestra la proporcion de casos de la cohorte de Harvard
reclasificados mediante el algoritmo LymphGen, con o sin incluir el subgrupo A53. El
grafico demuestra un consenso relativamente alto entre ambos sistemas de
clasificacion (Modificado de Morin RD, et al?®).

2.4Factores prondésticos

2.4.1 indices pronésticos

Como ya se menciond, el LDCGB presenta una gran heterogeneidad clinica. Se
han descrito un gran numero de factores clinicos y analiticos con valor prondstico
en los pacientes con LDCGB. Asimismo, se han desarrollado varios indices
pronésticos que contemplando algunas de tales variables permiten estratificar a
los pacientes en diferentes grupos de riesgo.

El indice Prondéstico Internacional (IP1) se publicd en 1993 y hoy en dia sigue
siendo ampliamente utilizado en la practica clinica habitual®*. Se asigna 1 punto
a cada factor pronéstico adverso: edad >60 afos, lactato deshidrogenasa sérica
(LDH) por encima del limite superior de la normalidad (ULN), enfermedad en
estadio Ill/[lV de Ann Arbor, estado funcional de acuerdo con el Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) =2 y mas de un sitio con afectacion
extranodal. Con ello, se clasifica a los pacientes en 4 grupos de riesgo segun la
puntuacion total: riesgo bajo (0-1 puntos), riesgo intermedio bajo (2 puntos),
riesgo intermedio alto (3 puntos) y riesgo alto (4-5 puntos), con una tasa de SG

a 5 afos que va del 26% para el grupo de alto riesgo al 73% para aquellos
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pacientes en el grupo de bajo riesgo. Aunque este fue desarrollado en la era pre-
rituximab, ha sido validado en pacientes tratados con R-CHOP?%26,

El IPI revisado (R-IP1)?” se desarroll6 especificamente para pacientes con
LDCGB tratados con R-CHOP, utilizando los mismos factores de riesgo y el
mismo sistema de puntuacion que el IPI, pero agrupando a los pacientes en sélo
3 grupos de riesgo: muy buen prondstico (0 puntos), buen prondstico (1-2
puntos) y mal pronéstico (3-5 puntos), con una SG a 4 afos del 94%, 79% y 55%
respectivamente para cada grupo. Posteriormente, los mismos autores
desarrollaron el NCCN-IPI utilizando la base de datos del National
Comprehensive Cancer Network (NCCN)?, incorporando la mayoria de los
parametros que el IPI/R-IPIl, como el ECOG 22 y la enfermedad en estadio Il/IV
de Ann Arbor, pero asignando puntuaciones diferentes al resto de factores. Asi,
la edad se clasificé en 3 grupos (>75 afios= 3 puntos, >60 afos= 2 puntos y >40
afnos= 1 punto), la LDH se clasificé en 2 grupos (>3 veces ULN= 2 puntos, >1
vez ULN= 1 punto) y en lugar de usar el numero de sitios extranodales, la
afectacién de la médula 6sea, el sistema nervioso central, el higado/tracto
gastrointestinal o el pulmoén contabilizaban con 1 punto. El puntaje total para el
NCCN-IPI varia de 0 a 8 puntos: riesgo bajo (0-1), riesgo intermedio bajo (2-3),
riesgo intermedio alto (4-5) y riesgo alto (6-8). La tasa de SG a 5 afios segun los
grupos de riesgo oscilaba entre el 33% y el 96%, identificando mejor aquellos
pacientes con muy mal prondstico.

Finalmente, el grupo GELTAMO también validé un indice pronéstico propio, el
GELTAMO-IPI, incluyendo el valor de la f2-microglobulina dentro de los factores
adversos, y con ajustes en la puntuacién de la edad y el ECOG, con una SG a 5
afnos que varia del 93% para el grupo de bajo riesgo hasta el 39% para el de alto
riesgo (Tabla 3 y 4)%°.

Ruppert y colaboradores 2, evaluaron a un total de 2124 pacientes con LDCGB
tratados con R-CHOP en 7 ensayos clinicos, con el propdsito de identificar el
indice prondstico que mejor discriminaba la SG de los pacientes. Los resultados
mostraron que las estimaciones de SG a cinco afos variaron desde un 54%
hasta un 88% utilizando IPI, del 61% al 93% usando el R-IPI, y del 49% al 92%

utilizando el NCCN-IPI. EI NCCN-IPI mostrd la mayor diferencia absoluta en la
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estimacion de la SG entre los grupos de alto y bajo riesgo, demostrando una
mejor discriminacién al determinar la SG (indice de concordancia de 0.632 frente
a 0.626 del IPl'y 0.590 del R-IPI).

Tabla 3. Variables y puntuacién de los diferentes indices pronédsticos

Variable  IPVR-PI  Valor  NCCN-PI  Valor ~ SELEAMO  yjjor
>40 a <60 1 <65 0
Edad (afios) >60 1 >60 a <75 2 >65 a <79 1
>75 3 >80 2
Estadio Ann
Arbor n-v 1 -1V 1 -1v 1
LDH, >1a<3 1
normalizada . i >3 2 =1 !
MO,
Afectacion SNC,
extranodal 22 1 Gl, 1 NA
Pulmén
2 1
ECOG >2 1 >2 1 3.4 2
B2M, NA NA > 1 1
normalizada
Méxim.a, 5 8 7
puntuacion

Tabla 4. SLP y SG a 5 aios segun los grupos de riesgo de los diferentes
indices prondstico

indice Puntos SLP ?(yf)anos SG a 5 afios (%)

IPI (N=2031)

Bajo 0-1 70 73

Intermedio bajo 2 50 51

Intermedio alto 3 49 43

Alto 4-5 40 26
R-IPI (N= 365)

Bajo 0 94 94

Intermedio 1-2 80 79

Alto 3-5 53 55
NCCN-IPI (1650)

Bajo 0-1 91 96

Intermedio bajo 2-3 74 82

Intermedio alto 4-5 51 64

Alto 6-8 30 43
GELTAMO-IPI (N=1848)

Bajo 0 NA 93

Intermedio bajo 1-3 NA 79

Intermedio alto 4 NA 66

Alto 5-7 NA 39
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2.4.2 Volumen metabdlico tumoral

La tomografia por emisién de positrones (PET-CT) con '®F-fluorodesoxiglucosa
(FDG) se ha convertido en el estandar para la estadificacion y la evaluacion de
la respuesta en el LDCGB, esta ultima utilizando los criterios de Deauville (escala
de 1 a 5), que utiliza la captacion del mediastino y del higado como referencia,
considerando como respuesta metabdlica completa a aquellos pacientes con un
Deauville score de 1 a 3%.

Nuevas métricas prometedoras derivadas del analisis del PET/CT basal, que
permite una estimacién de la carga tumoral y del metabolismo, se proponen
como biomarcadores: 1) el volumen metabdlico tumoral (VMT), que es la suma
de las regiones tumorales con captacién de FDG; y 2) la glucdlisis total de la
lesion (GTL) que es la suma de estas regiones ponderada por la intensidad de
su captacion de FDG.

Se han propuesto varios métodos para medir el VMT, pero actualmente no existe
un método estandarizado. Sin embargo, en la practica clinica el método mas
utilizado, por su simplicidad y por su amplia disponibilidad, consiste en utilizar
umbrales basados en el valor de captacion estandarizado (SUV) para segmentar
los tumores, entre ellos un umbral SUV fijo (en muchas ocasiones SUV2,5), un
umbral dependiente del SUV maximo del interior del volumen de interés
(normalmente un porcentaje) y un umbral dependiente de un factor fisiolégico del
paciente (SUV maximo o medio mediastinico, SUV maximo o medio hepatico o
algun valor dependiente de ellos) (Figura 5)3'.

Estos métodos han sido comparados entre ellos para intentar identificar que
método es el 6ptimo para el calculo del VMT en pacientes con LDCGB en dos
series independientes. Si bien, todos los métodos predijeron la SLP y la SG con
una precision similar, los puntos de corte variaban notablemente de un método
a otro, siendo el SUV = 2,5 tuvo la mejor concordancia entre observadores y fue
mas facil de aplicar'32 (Tabla 5).

El VMT se ha correlacionado con diferentes indices pronésticos como el IPI o el
NCCN-IPI, asi como con algunos de sus factores individuales como los niveles
séricos de LDH o el estadio de Ann Arbor, asi como con la presencia de

enfermedad voluminosa (bulky en la terminologia anglosajona). Por otro lado, el
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VMT no parece correlacionarse con caracteristicas bioldgicas como la COO, la
expresion de MYC o de BCL233. Varios estudios retrospectivos han demostrado
que un VMT alto se asocia significativamente con una peor supervivencia libre
de progresion (SLP) o SG en el LDCGB (Tabla 6), aunque algunos de ellos han
incluido una amplia gama de subgrupos de pacientes con LDCGB y han utilizado
diferentes métodos de segmentacion con puntos de corte muy variados. De
hecho, algunos de ellos tienen un tamafio muestral muy reducido, lo que ha
limitado la validez externa y la aplicacion directa en la practica habitual. A pesar
de estas limitaciones, los datos disponibles sugieren que el VMT se puede utilizar
para estratificar el riesgo de los pacientes con LDCGB que reciben
inmunoquimioterapia, y que este efecto es independiente a otros factores

prondsticos bien establecidos en el LDCGB?33,

Métodos de segmentacion
Suv=225 2 41% SUVmax

VMT 948 cm®
VMT 2018 cm? VMT 795 cm?®
GTL 8494 GTL 4265 GTL 5036

VMT 456 cm? VMT 101 cm?® VMT 360 cm?
GTL 4846 GTL 2096 GTL 4551

Figura 5. Diferentes métodos de segmentacion utilizados para calcular el VMT y la
GTL en pacientes con linfoma.

Pacientes con LDCGB con alta (superior) y baja carga tumoral (inferior). Como se
puede observar la eleccion del método de segmentacién impacta de forma
significativa en la determinacién del VMT y la GTL. Imagenes cortesia del Servicio de
Medicina Nuclear del Hospital Clinic de Barcelona.
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Tabla 5. Comparacién entre los métodos de segmentacion mas habituales
para el calculo del VMT en linfoma. (Modificada de El-Galaly et al3®)

Método Ventajas Desventajas
Umbral SUV fijo Definido por un parametro Sobrestima el VMT en tumores
(SUV = 2.5) Reproducible muy avidos al FDG.
Muy poca variacion Influenciado por los
interobservador métodos de reconstruccién

Umbral dependiente
del SUV maximo del
interior del volumen
de interés (= 41%
SUVmax)

Umbral dependiente
de un factor
fisiolégico (SUV
medio hepatico £ 2
DE)

Menos variacion entre
diferentes equipos de PET

Definido por un parametro
Reproducible

Definido por pocos parametros
Toma en cuenta las
caracteristicas del paciente
(glicemia, tiempo de absorcion)

2.5Tratamiento del LDCGB

2.5.1 Tratamiento de primera linea

Influenciado por las
caracteristicas del paciente
(glicemia, tiempo de absorcion)

Mayor variacion interobservador.

Subestima el verdadero VMT en
tumores con captacion
heterogénea.

Mayor variacién entre diferentes
equipos de PET

Influenciado por las
caracteristicas del paciente
(glicemia, tiempo de absorcion)

Mayor variacion interobservador.

El esquema de inmunoquimioterapia R-CHOP ha sido el tratamiento estandar de

primera linea durante las ultimas dos décadas desde que se inicid la

inmunoquimioterapia. Esta modalidad puede ser curativa en hasta en el 60% de

los casos, aunque aproximadamente el 20% de los pacientes no son candidatos

para tratamiento intensivo debido al estado general, la edad, comorbilidades o

disfuncion cardiaca. Se ha demostrado que aquellos pacientes que han

permanecido libres de enfermedad durante 2 afos tras de la terapia de primera

linea presentan una supervivencia similar a las de la poblacién general®’-3,
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Se han realizado multiples intentos de mejorar los resultados obtenidos con R-
CHOP (Tabla 7), incluidos la intensificacion de la terapia disminuyendo el
intervalo entre los ciclos de tratamiento a 14 dias, la utilizacién de regimenes
inmunoquimioterapia intensivos o la consolidacion con un trasplante autologo de
progenitores hematopoyéticos, sin que esto se tradujera en beneficio en la
supervivencia de los pacientes**#6. La sustitucion de rituximab por
obinutuzumab, otro anticuerpo monoclonal anti-CD20, tampoco demostré un
beneficio adicional*’48. La terapia de mantenimiento tras el R-CHOP con agentes
como rituximab o lenalidomida, también ha sido evaluada en ensayos clinicos
fase 3, sin lograr demostrar un beneficio adicional en la SG de los pacientes*®*°.
En un ensayo aleatorizado, el esquema DA-EPOCH-R (dosis ajustada de
etoposido, prednisolona, vincristina, ciclofosfamida, doxorrubicina, rituximab) se
asocio a mayor toxicidad y no mejoré la SLP o SG en comparacion con R-
CHOP?®'. El tratamiento con R-ACVBP (rituximab, doxorrubicina, ciclofosfamida,
vindesina, bleomicina y prednisona) ha sido el unico régimen intensivo que ha
demostrado proporcionar una ventaja de supervivencia sobre R-CHOP en una
poblacién muy concreta de pacientes con una puntuacién IPI ajustada por edad
de 1, sin embargo, la toxicidad asociada ha limitado su utilizacion en la practica
clinica habitual®2.

El ensayo aleatorizado fase 3 PHOENIX®* compard la adicion de ibrutinib, un
inhibidor de la tirosina quinasa de Bruton, al R-CHOP en pacientes con LDCGB
no centrogerminal (determinado mediante IHQ) no mostré diferencias
significativas en los resultados entre ambos grupos, aunque en un analisis
secundario se observo un beneficio de supervivencia con la adicién de ibrutinib
en pacientes menores de 60 afos, asi como aquellos con sobreexpresion de
BCL2 y MYC. El analisis posterior de las biopsias de los pacientes para
establecer los subtipos genéticos previamente descritos demostré una
supervivencia libre de evento (SLE) a 3 afos del 100% en el grupo <60 afios de
los subtipos MCD y N1 tratados con ibrutinib mas R-CHOP, siendo
significativamente inferior los pacientes tratados unicamente con R-CHOP
(42.9% y 50%, respectivamente, P < 0.02)%. Estos resultados probablemente

reflejan la heterogeneidad dentro del subgrupo de COO, ademas de que el
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beneficio clinico que puede tener el incorporar los nuevos farmacos puede estar
contrarrestado por el aumento de las toxicidades y la necesidad de reduccién de
dosis en pacientes mayores’.

En los estudios fase 2 (REALO7 y MCO78E)%6:%” se demostré que la adicion de
lenalidomida (R2-CHOP) en pacientes con LDCGB no GCB se traducia en una
mejoria en la SLP y SG, sentando las bases para el estudio ROBUST, un ensayo
aleatorizado de fase 3 en el que se incluyeron 570 pacientes del subtipo ABC
determinado mediante perfiles de expresion génica y estratificados por edad, IPI
y enfermedad bulky. Este estudio no pudo demostrar ningun valor afiadido de
lenalidomida en la SLP (HR= 0.85, IC95%: 0.63-1.14, P= 0.29), aunque en el
subgrupo de pacientes de alto riesgo (puntuacién IPI de 3 a 5) se observd una
tendencia favorable en el brazo de R2-CHOP*®8,

El estudio CAVALLI®®, un ensayo fase 1b/2 mostré que la adicion de venetoclax
a R-CHOP aument¢ significativamente la tasa de SLP a 2 afios en pacientes con
sobreexpresion de BCL-2 determinada mediante IHQ (78% vs. 62%; HR: 0.55,
IC95%: 0.34-0.89) en comparacioén con un control histérico (estudio GOYA) a
pesar de una mayor incidencia de toxicidad hematoldgica, principalmente
neutropenia. El estudio SMART-START®, un ensayo fase 2 unicéntrico en el que
se incluyeron 60 pacientes con LDCGB no centrogerminal (determinado por
IHQ), combind dos ciclos de rituximab, lenalidomida e ibrutinib seguido de seis
ciclos de R-CHOP o R-EPOCH. La tasa de respuesta global tras los dos primeros
ciclos fue del 86.2% (1C95%: 74.6~93.9) y tras la finalizacion del tratamiento del
100% (1C95%: 93.5~100%), con una tasa de respuesta completa del 94.5%
(1C95%: 84.9~98.9%).

Polatuzumab-vedotin es un anticuerpo conjugado dirigido contra CD79b, una
molécula asociada al complejo del receptor de células B. Una vez internalizado,
libera monometil auristatina E, un agente antimitético que desencadena la
apoptosis de la célula tumoral (Figura 6). El estudio POLARIX®', un ensayo
clinico aleatorizado fase 3, comparé polatuzumab en combinacidn con rituximab,
ciclofosfamida, doxorrubicina y prednisona frente a R-CHOP en pacientes con
LDCGB con IPI 2 2, demostrando una mejoria en la SLP en el brazo de
polatuzumab (HR= 0.73, 1C95%: 0.57-0.95; P= 0.02), aunque sin observar
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diferencias en la tasa de respuesta global ni en la SG. En el analisis por
subgrupos, los hombres mayores (> 60 afios) con IPI de alto riesgo (3-5 puntos)
parecen beneficiarse particularmente de la adicion de polatuzumab, asi como los
pacientes del subtipo ABC. De esta forma, polatuzumab se ha convertido en el
primer farmaco en combinacién con inmunoquimioterapia en demostrar
diferencia en la SLP y en obtener la aprobacion por la EMA para el tratamiento
de pacientes con LDCGB en primera linea.

Los anticuerpos biespecificos, CD3-CD19 y CD3-CD20, también se encuentran
en estudio en el tratamiento de primera linea asociado a la inmunoquimioterapia,
con varios ensayos clinicos fase 1b/2 en marcha®? (Figura 6). Recientemente se
han reportado los resultados preliminares en 56 pacientes tratados con
glofitamab + R-CHOP en primera linea, con una tasa de respuestas globales del
83.6% (IC95%: 71.2-92.2%), de las cuales el 72.7% (1C95%: 59-83.9%)
correspondieron a RC, con un perfil de seguridad adecuado con efectos
adversos grado 23 en 40 (71.4%) pacientes, de los cuales 13 fueron en relacion
directa con glofitamab (23.2%)83.

2.5.1 Tratamiento de rescate

La quimioterapia de rescate seguida de un trasplante autélogo de progenitores
hematopoyéticos (TASP) sigue siendo el tratamiento estandar para aquellos
pacientes con LDCGB refractario o en recaida (R/R) candidatos a trasplante y
con enfermedad quimio-sensible. Los regimenes de rescate mas frecuentemente
utilizados son aquellos basados en platinos e incluyen R-DHAP (rituximab,
dexametasona, citarabina en dosis altas y cisplatino), R-ICE (rituximab,
ifosfamida, carboplatino y etopdsido) y R-GDP (rituximab, gemcitabina,
dexametasona y cisplatino), mostrando una eficacia similar en ensayos
aleatorizados. Sin embargo, solo el 25 a 35% de los pacientes pueden

considerarse curados tras el TASP®7.
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Tabla 7. Selecciéon de estudios en el tratamiento de primera linea del
LDCGB. (Modificada de Senh L & Salles G°)

Autor Esquema Poblacioén a Resultado P
evaluado estudio
Cunningham*®* R-CHOP-14 vs. >18 anos, SLP 2 afios: 75% vs.75% 0.37
N= 1080 R-CHOP-21 estadio IA*/IB -IV SG 2 afios: 83% vs. 81% 0.59
Delarue* R-CHOP-14 vs. 60-80 arios, SLP 3 afios: 56% vs.60% 0.76
N= 602 R-CHOP-21 aalPl >1 SG 3 afios: 69% vs. 72% 0.74
Stiffs RoPxe 15-65 afios, SLP 2 afios: 69% vs.55%  0.005
N= 370 : aalPl=2-3 SG 2 afnos: 74% vs. 71% 0.30
CHOPx8
Cortelazzots < HDS FTASP 1865208, estadio 51 p 3 afios: 65% vs 62% 0,83
= . ’ Aos: 0 0
N=246 R-CHOP-14 Pl 3-5 SG 3 afnos: 77% vs 74% 0.64
Vitolo (GOYAye OPinutuzumab- 218 afios, aalPl22,0 ) p 3 J506- 709, vs. 67% 0.38
N=1418 CHOPvs.R-  IPI=1yedad<60,0  gq 3" 500819 vs. 81% 0.98
CHOP IPI=0 y bulky 27.5cm : : :
Mantenimiento .
Thieblemont* con e80afos BP0 SLP2afios 80%vs. 75%  0.01
N=650 lenalidomida SG 2 afios 87% vs. 89% 0.26
tras R-CHOP CHOP
Bartlett' DA'EsSCH'R >18 afios SLP 2 afios: 79% vs. 76% 0.65
= . i _ = 0, 0,
N= 491 R-CHOP Estadio II-IV SG 2 afos 87% vs. 86% 0.64
Recher?®? R-ACVBP vs. 18-59 anos, SLP 3 afios: 87% vs. 73%, 0.002
N=380 R-CHOP aalPl=1 SG 3 afios: 92% vs. 84% 0.007
Davies o Bortezomib-R- 218 anos, gstadlo I*- SLP 30 meses: 74% vs. 70% 0.28
[REELe (S0, (R R SG 30 meses: 83% vs. 82%  0.52
N=918 CHOP LDCGB no GCB : : :
Younes Ibrutinib-R- 218 anos, estadio II- . oMo o
(PHOENIX)> CHOP vs. IV, R-IPI>1, LDCGB SS"(';:? e g??o//“\y:gy/" 8'gg
N=838 R-CHOP no GCB x IHC FO9Te o :
Nowakowski Lenalidomide- 218 anos, estadio II- S0 (570 o
(ROBUST)®  RCHOPVs.R- IV, IPI22,LDCGBno St 2 2N0% B0V vo 0% Oes
N=570 CHOP GCB x NanoString o ° :
"’:g';;';\ﬁt;)ssgf \éeggtgc\zxi' 18-80 afios, IPI>2,  SLP 2 afios: 80% vs 67% NA
. A o, 0,
N= 56 CHOP ECOG <2 SG 2 afios 86% vs 81% NS
(POS{"%’IX)& P°'a'vr‘;'CHP 18-80 afios, IPI>2,  SLP 2 afios: 77% vs 70% 0.02
- A 0, 0,
N= 879 R-CHOP ECOG <2 SG 2 afios 89% vs 89% 0.75

IA*= estadio Ann Arbor IA con enfermedad bulky > 10cm
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En la practica clinica, mas de la mitad de los pacientes no seran candidatos a un
TASP debido a su estado general, edad o comorbilidad asociada. Los regimenes
con un perfil de efectos secundarios aceptable, como R-GemOx (rituximab,
gemcitabina y oxaliplatino), se ha utilizado con frecuencia en este subgrupo de
pacientes. En un estudio fase 2 en el que se incluyeron 49 pacientes con LDCGB
R/R no elegibles para trasplante, de los cuales el 63% de los pacientes habian
sido tratados previamente con rituximab, la tasa de SG a 5 afios de los pacientes
tratados con R-GemOx fue solo del 14%°%45

Polatuzumab-vedotin se ha incorporado al arsenal terapéutico de pacientes no
candidatos a TASP con resultados favorables. En un estudio fase 2 en el que se
incluyeron 80 pacientes que fueron aleatorizados a la combinacion de
polatuzumab, rituximab y bendamustina frente a rituximab y bendamustina, la
adicion de polatuzumab mejoro significativamente tanto la SLP como la SG, con
una mediana de duracion de la respuesta 12.6 meses en el brazo de
polatuzumab en comparacion con 7.7 meses del grupo control®®.

Otro anticuerpo conjugado que ha mostrado una actividad prometedora en el
tratamiento de pacientes con LDCGB R/R es loncastuximab-tesirina (ADCT-
402), un anticuerpo anti-CD19 asociado a pirrolobenzodiazepina. En un estudio
fase 2 completado recientemente que incluyé 145 pacientes con LDCGB R/R,
casi la mitad de los pacientes mostraron respuesta, de las cuales el 24.1% fueron
RC. Loncastuximab-tesirina esta actualmente aprobado por la EMA (European
Medicines Agency) para el tratamiento de pacientes tratados previamente con al
menos dos lineas %57,

Tafasitamab, un anticuerpo anti-CD19, en combinacion con lenalidomida ha sido
aprobado por la EMA para pacientes con LDCGB R/R no elegibles para
trasplante. Su aprobacién se basa en el ensayo L-MIND en el que la combinacién
de tafasitamab y lenalidomida se administré hasta 12 ciclos cada 28 dias,
seguido de mantenimiento con tafasitamab en monoterapia hasta la progresion.
El 60% de los pacientes (48/80) mostraron una respuesta objetiva con un 43%
de RC, con una mediana de duracién de la respuesta de 43.9 meses y una
mediana de SG de 33.5 meses. Es de destacar que en el estudio no se

incluyeron pacientes primariamente refractarios, asi como pacientes con
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reordenamiento de MYC y BCL2 y/o BCL6, seleccionando un grupo de mejor
pronostico®-8.

La terapia de células CAR-T (Chimeric antigen receptor T-cell) ha representado
un cambio de paradigma importante en el manejo de los pacientes R/R, contando
actualmente con 3 productos aprobados para el tratamiento del LDCGB R/R
después de 22 lineas de tratamiento sistémico o tras la recaida posterior a un
TASP. La eficacia y seguridad de axicabtagene ciloleucel (axicel) se probaron
en el ensayo multicéntrico en fase 2 ZUMA-1, el 82% de los pacientes mostro
una respuesta objetiva y el 54% alcanzé una RC®. En un estudio de seguimiento
a largo plazo, la SG a 3 afios se mantuvo en el 47%, con una mediana de SG de
25.8 meses’®. El estudio JULIET”" evalud la eficacia de tisagenlecleucel (tisacel),
en el que se observé una tasa de respuesta global del 52%, con un 40% de RC.
Hasta la ultima actualizacion publicada’?, la mediana de duracion de la respuesta
no se habia alcanzado con una mediana de seguimiento de 40.3 meses, y se
estimé que el 60.4% de los pacientes mantuvieron la respuesta a los 36 meses.
Por otro lado, lisocel, el tercer producto, mostré una tasa de respuesta global del
73%, con un 53% de RC, y una mediana de SLP)de 6.8 meses en el estudio
TRANSCEND, que incluyé a 256 pacientes con linfoma difuso de células
grandes B (LDCGB) R/R. Tras una mediana de seguimiento de 12 meses, la
mediana de duracion de la respuesta aun no se habia alcanzado 3.

En un estudio retrospectivo se ha observado que el 49% de las recaidas tras el
tratamiento con células CAR-T ocurren en el primer mes después de la infusion.
Los factores de riesgo asociados a una progresiéon temprana fueron la afectacion
de 22 sitios extranodales, niveles elevados de proteina C reactiva y un VMT
alto’™®. Es importante destacar que el tratamiento con células CAR-T conlleva
diferentes efectos tdoxicos que pueden influir en la seleccion de los pacientes
candidatos a esta terapia. La incidencia del sindrome de liberacion de citoquinas
de grado 3/4 oscila entre el 2% y el 22%, mientras que la toxicidad neurolégica
puede afectar a un 10-28% de los pacientes®S.

La terapia con células CAR-T se comparé prospectivamente contra el
tratamiento estandar en pacientes con LDCGB refractarios o en recaida dentro

de los 12 meses posteriores a la primera linea de tratamiento. En el ensayo
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ZUMA-7 se incluyeron 180 pacientes tratados con axicabtagene ciloleucel y 179
pacientes asignados al grupo control, objetivandose una respuesta en el 83% de
los pacientes del brazo de axicel y del 50% en el grupo control, con una tasa de
RC del 65% y 32%, respectivamente. La tasa de SLE a 2 afios fue del 41% en
el grupo de axicel frente al 16% en el grupo control (HR 0.4, 1C95%: 0.31-0.51;
P < 0.001). La SG a dos afnos fue del 61% en comparacion con el 52% en el
grupo control”®. En el ensayo TRANSFORM, 184 pacientes fueron asignados
aleatoriamente al grupo de tratamiento estandar con terapia de rescate seguida
de TASP o al grupo de terapia con lisocabtagen maraleucel. Los pacientes que
recibieron lisocel mostraron una ORR del 86% en comparacién con el 48% del
grupo control. La SLE fue significativamente mejor para los pacientes del grupo
de células CAR-T, siendo de 10.1 meses en comparacion con 2.3 meses en el
grupo control (HR 0.349, p <0.0001). La mediana de SG no se habia alcanzado
en el grupo de lisocel frente a 16.4 meses en el grupo de tratamiento estandar’®.
Ademas, el ensayo BELINDA evalué el papel de tisagenlecleucel en la terapia
de segunda linea, incluyendo a 322 pacientes que fueron aleatorizados entre
terapia de rescate seguida de TASP o a tisagenlecleucel. La tasa de respuesta
global fue del 46.3% en los pacientes tratados con tisagenlecleucel en
comparacion con el 42.5% de los pacientes asignados al grupo del TASP. La
mediana de SLE fue de 3 meses en ambos grupos de tratamiento (HR 1.07, P=
0.61)"". Los resultados alentadores de los ensayos ZUMA-7 y TRANSFORM
indican que la terapia con células CAR-T podria convertirse en el nuevo estandar
para el tratamiento de pacientes con LDCGB R/R que recaen precozmente
después de la inmunoquimioterapia®®.

En ensayos clinicos se estan investigando otras formas de inmunoterapia, como
los anticuerpos biespecificos, los cuales se unen simultdneamente a las células
tumorales y a las células efectoras del sistema inmunolégico (células T,
macrofagos o células NK), activando asi la respuesta inmunitaria y provocando
la eliminacion de las células tumorales (Figura 6). Aunque los resultados
preliminares como monoterapia son prometedores, con tasas de respuesta
global y RC muy altas, se necesitan datos mas sélidos para evaluar su eficacia,

especialmente en combinacion con la inmunoquimioterapia (Tabla 8)7.
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Uno de estos anticuerpos biespecificos, glofitamab, ha mostrado resultados
prometedores en un ensayo de fase 2 que incluyé a 155 pacientes con LDCGB
R/R, incluyendo 52 pacientes que habian recibido previamente terapia con
células CAR-T. Después de una mediana de seguimiento de 12.6 meses, el 39%
de los pacientes alcanzaron la RC, con una SLP a los 12 meses del 37% (1C95%:
28 a 46%). El sindrome de liberacién de citoquinas fue el efecto adverso mas
comun y la discontinuacién de glofitamab debido a eventos adversos ocurrio en
el 9% de los pacientes’®.

Otro anticuerpo biespecifico, epcoritamab, ha mostrado excelentes resultados
en monoterapia con una tasa de respuestas globales del 63% (39% de ellas RC)
y una duracién mediana de la respuesta de 12 meses, asi como una mediana de
SLP de 4.4 meses (IC95%: 3.0 a 7.9), sin alcanzarse entre los que lograron una
RC, y sin haberse alcanzado la mediana de SG®. Ademas, también se han
reportado resultados prometedores en combinacién con R-DHAX en 19
pacientes con LDCG R/R candidatos a trasplante, con un 100% de respuestas
globales, de las cuales el 86% correspondieron a RC y sin alcanzar aun la

mediana de duracion de la respuesta, SLP y SG8'.

Axicabtagene
Lisocabtagene

Tisagenlecleucel
Mosunetuzum

Glofitamab
Epcoritamab

7

Rituximab
Obinutuzumab

s\\.
Polatuzumab
vedotin

\\‘k
Brentuximab
vedotin

Loncastuximab
tersirina

Inotuzumab
ozigamicina
MMAE: monometil auristatina E; PBD: pirrolobenzodiazepinas

Figura 6. Principales antigenos diana de las células CAR-T y anticuerpos
utilizados en el tratamiento del LDCGB.
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3. LINFOMA DE CELULAS B PRIMARIO DE MEDIASTINO

3.1Definicion y epidemiologia

El linfoma de células B primario de mediastino (LPM) es un linfoma agresivo que
representa del 2 al 3% de los casos de linfoma. Inicialmente se considerd un
subtipo de LDCGB en la REAL (Revised European American Lymphoma
Classification) pero, debido a sus caracteristicas clinico-patoldgicas distintas, es
reconocido como una entidad distinta desde la cuarta edicion de la clasificacion
la Organizacién Mundial de la Salud de 2008'. Esta distincion de otros subtipos
de LDCGB se ha confirmado a nivel molecular utilizando perfiles de expresién
génica, en los que se han observado una similitud con el linfoma de Hodgkin
clasico®. El linfoma de la zona gris de mediastino representa una entidad
separada con caracteristicas intermedias entre el LPM y el linfoma de Hodgkin
(LH), y que para su diagndstico requiere cumplir criterios morfolégicos (una alta
densidad de células tumorales) e inmohistoquimicos (una intensa expresién de

>2 marcadores de células B)°.

3.2Presentacion clinica

El LPM se presenta generalmente en adultos jovenes con una mediana de edad
en torno a los 35 afos, con una proporcion mujer/hombre de 2:1. La
sintomatologia esta en relacion con la compresion causada por la masa
mediastinica y puede incluir trombosis, disnea o sindrome de vena cava superior.
La mayoria de los pacientes tienen enfermedad localizada al diagndstico (estadio
de Ann Arbor | o Il), aunque pueden presentar extension intratoracica al pulmén
y/o a la pared toracica con derrame pleural/pericardico asociados. La afectacion
de SNC o de la médula ésea es extremadamente rara, aunque puede observarse

en la recaida®.
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3.3Diagnéstico

La obtencion de material histolégico para establecer el diagndstico a menudo
representa un reto dada la localizacion de la enfermedad y la urgencia de iniciar
tratamiento, requiriendo en muchas ocasiones la realizacion de una
mediastinoscopia, un procedimiento quirurgico toracico invasivo. Los riesgos de
la mediastinoscopia incluyen sangrado, infeccion, paralisis temporal o
permanente del nervio laringeo, neumotérax, formacion de adherencias,
enfisema subcutaneo o perforacion traqueal®”.

Morfolégicamente, el LPM se componen de laminas de células medianas a
grandes que se asemejan a centroblastos, centrocitos grandes o inmunoblastos,
con citoplasma claro palido que rodea nucleos ovalados a redondos
(pleomdrficos) que a veces se asemejan a las células Reed Sternberg (RS) del
LH. Una de las caracteristicas destacada es la formacion de bandas fibrosas de
colageno que forman una esclerosis compartimentada. El inmunofenotipo se
caracteriza por la expresion de marcadores de célula B como CD19, CD20, CD22
y CD79a y factores de transcripcion como PAX5, OCT2 y BOB1. CD30 se
expresa en >80% de los casos, pero muestra una tincion débil y heterogénea, a
diferencia de LH, y la expresién de CD15 es negativa (Figura 7). CD23 se
expresa en el 70% de los casos y PDL1/PDL2 se expresa en el 50-70% de los

casos'88,
3.4Factores prondsticos

No existe un modelo prondstico especifico para pacientes con LPM. Un estudio
retrospectivo mostro que el indice de prondstico internacional ajustado por edad
(aalPl) fue el Unico indice asociado de forma significativa con la SLP y SG#. Aoki
et al®® concluyeron que la presencia de derrame pericardico o pleural, una
puntuacion de IPI elevada y un ECOG > 1 se asociaron con una SG inferior. Otro
estudio mostré que la afectacion extranodal asociada a un valor de LDH elevado
= 2 veces el limite superior de la normalidad o la presencia de enfermedad
voluminosa parece definir un subgrupo de alto riesgo con una tasa de mortalidad

relacionada con el linfoma en torno al 20%°. El uso de parametros cuantitativos
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extraidos a partir del PET-CT parece ser de utilidad en la prediccion de la
respuesta al tratamiento. Asi, el valor de SUVmax, el VMT y la GTL se han
correlacionado con el pronéstico en los pacientes con LPM, siendo la GTL el
mejor predictor con una SLP a 5 afos del 64% frente al 99% en aquellos con

GTL alto y bajo, respectivamente®?.

Figura 7. Caracteristicas morfolégicas e inmuhohistoquimicas del LPM.

La tincion con hematoxilina y eosina (HE) ilustra el citoplasma claro de las células
neoplasicas y las bandas fibroticas. Las células tumorales expresan CD20, BCL6 y la
mayoria expresa CD30, que es débil y heterogéneo.

3.41
3.5Alteraciones genéticas

El LPM tiene un perfil de expresion génica caracteristico que ha permitido
diferenciarlo del LDCGB. Los genes sobreexpresados en el LPM incluyen
aquellos involucrados en la via JAK/STAT (IL13RA, JAK2 y STAT1), asi como
componentes clave de la activacién de NF-xB (TRAF1y TFNAIP3), lo que apoya
su relacién con el LH%?99% Mottok y colaboradores desarrollaron una
herramienta para la clasificacion molecular del LPM utilizando perfiles de
expresion génica (Lymph3Cx) a partir de muestras de tejido fijado con formalina
e incluido en parafina (FFPE), que incorpora 30 genes a los genes utilizados para
determinar la célula de origen en LDCGB, 24 genes sobreexpresados en LPM y
6 genes en LDCGB, con un potencial desarrollo e integracién en el diagnostico

de rutina y toma de decisiones terapéuticas®.

53



Recientemente se publicaron dos series en los que se estudiaron las
alteraciones genomicas en el LPM mediante la secuenciaciéon del genoma
completo (WGS), siendo los genes mas recurrentemente mutados SOCT,
GNA13, STAT6, ITPKB, ACTB, TNFAIP3, ILR4, CIITA, B2M 'y NFKBIE®®,

Las amplificaciones del niumero de copias en el cromosoma 9p24.1 se observan
en el 60% al 70% de los casos de LPM, lo que conduce a la proliferacion celular
a través de la via JAK2/STAT1. Otras alteraciones que conducen a la activacién
constitutiva de JAK/STAT implican la regulacion a la baja de SOCS71y PTPN1y
las mutaciones de ganancia de funcién de STAT6 e ILRA4.

Se ha demostrado que la via de senalizacion de NF-kB desempefia un papel
fundamental en la supervivencia y activacion de los linfocitos B, y su sefalizacion
desregulada se ha implicado en la patogenia del LPM. Los mecanismos de
activacion de NF-kB incluyen ganancias en el numero de copias de REL (2p16.1)
y mutaciones inactivadoras de TNFAIP3 y NFKBIE®®®, Ademas, se ha
observado que CD274 (PDL1) y PDCD1LG2 (PDL2) se encuentran amplificados
junto con JAK2 en la region 9p24.1, lo que resulta en la expresion de PDL1/2 por
la célula tumoral. Esto, a su vez, conduce a la anergia de células T, como se

muestra en la Figura 8.

JAK/STAT

pathway
—_

l(ylokinri

Transcriptional Deregulation

Figura 8. Vias de sefnalizacion implicadas en la patogénesis del LPM.

Imagen modificada de Chapuy B, et al*’
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Otro mecanismo en la patogénesis del LPM es la alteracion en la presentacion
de antigenos a través de defectos en el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC). La regulacion a la baja de las moléculas MHC-II se asocia a alteraciones
genéticas en CIITA, presente en el 70% de los casos de LPM. Las mutaciones
en B-2-microglobulina también son frecuentes en el LPM y conducen a una
alteracion de la presentacion de antigenos mediada por MHC-186:96.98_ Por (iltimo,
mutaciones o deleciones en CD58 afectan la interaccion con las células NK 'y T8¢

(Figura 9).

CélulaT
citotoxica
Anergia de
PD-1 células T
Mutacion de Amplificacion
CORRYLTE] | de 9p24.1

BZM  ---.. .

- % Mutacién, Mutacion/* -
Reduccion de la reordemaierfm deiecizn dé Alteracién en la

antigenicidad de CIITA cD58 interaccion con
células T/NK

Figura 9. Mecanismos de evasion inmune en la patogénesis del LPM.

Estos incluyen la expresion de PDL1/2 con la consiguiente anergia de las células T,
la reduccion de la antigenicidad a través de la regulacion a la baja del MHC tipo 2 (en
parte, debido a los reordenamientos y mutaciones de CIITA), defectos en MHC tipo 1
causados por mutaciones de B2M, y mutaciones/delecion de CD58 que conducen a
interacciones deficientes entre las células T y NK.

3.6 Tratamiento de primera linea

La falta de estudios aleatorizados limita que exista un consenso en el tratamiento
de primera linea del LPM. Las principales controversias giran en torno a
equilibrar la maxima tasa de curacion frente a la minima toxicidad a largo plazo,

especialmente en esta poblacion de pacientes jovenes®.
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La adicion de rituximab mejord la SLP a 3 afios en comparacion con CHOP (78%
frente a 52%; P=0.012), pero sin diferencias significativas en la SG (88.5% frente
a 78.2%; P= 0.58) %190 Sin embargo, esta diferencia no fue clara en los
pacientes tratados con los esquemas MACOP-B (metotrexato, doxorrubicina,
ciclofosfamida, prednisolona, bleomicina) o VACOP-B (etopdsido, doxorrubicina,
ciclofosfamida, prednisolona, bleomicina), donde la adicion de rituximab
asociado a radioterapia no demostraron diferencias significativas con la serie
histérica tratada sin rituximab8¢:101,

Dunleavy y colaboradores'?? evaluaron el esquema intensivo DA-EPOCH-R en
un ensayo fase 2 que incluyé 51 pacientes con LPM, obteniendo una SLE del
93% (1C95%: 81-98%) y una SG del 97% (IC95%: 81-99%), con solo 2 (4%)
pacientes que requirieron radioterapia de consolidacion. Sin embargo, en
poblacion pediatrica los datos son contradictorios. En un estudio multicéntrico
fase 2 que incluyo 46 pacientes pediatricos, DA-EPOCH-R mostr6é una SLE a 2
anos del 69% (IC95%: 52-82%) y una SG del 82% (1C95%: 67-91%), lo que
sugiere que DA-EPOCH-R no es superior al tratamiento convencional en nifos.
Estudios retrospectivos han comparado los resultados de la terapia con DA-
EPOCHR y R-CHOP asociado a radioterapia en LPM con resultados ambiguos?®®.
En el estudio fase 3 CALGB 50303 que compardé DA-EPOCH-R contra R-CHOP
como tratamiento de primera linea en pacientes con LDCGB, se incluyeron 35
pacientes con LPM, y ni se pudo mostrar un beneficio del régimen intensivo,
siendo la SLP similar para ambos grupos®’.

El LPM es una enfermedad radiosensible y la radioterapia continta jugando un
papel importante pero controvertido en el tratamiento, especialmente para
aquellos en remision completa. Los estudios retrospectivos han mostrado
resultados contradictorios y estan sujetos a sesgos causados por criterios de
inclusion variables, y a que la radioterapia no se administré6 con criterios
uniformes®:99. Un andlisis retrospectivo de 426 pacientes en el National Cancer
Database observé una SG a 5 afos superior para los pacientes que recibieron
radioterapia tras el tratamiento quimioterapico en comparacién con los que no lo
hicieron (93% vs. 83%, respectivamente)'®®. Recientemente dos estudios

retrospectivos han demostrado la utilidad de un PET negativo al finalizar el
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tratamiento con R-CHOP o R-MACOP-B para detectar pacientes que pueden
obviar la radioterapia, sin encontrar diferencias con aquellos pacientes con PET

positivo (Douville score 4 y 5) que si la recibieron’04.105,
3.7 Tratamiento de rescate

La enfermedad refractaria y la recaida tras el tratamiento inicial se asocia a un
mal prondstico. La recaida generalmente ocurre dentro de los 12 meses, se
presenta con una extension mas diseminada que puede afectar al SNC. Las
recaidas tardias son muy poco frecuentes. El tratamiento estandar incluye la
inmunoquimioterapia de rescate seguida de dosis altas quimioterapia y TASP,
similar al LDCGB. Los regimenes de inmunoquimioterapia de rescate incluyen
R-DHAP, R-ICE y R-GDP?®-°°_ En un estudio inicial que incluia mayoritariamente
pacientes tratados en la era pre-rituximab, solo el 22% de los 37 pacientes con
LPM R/R obtuvieron una respuesta suficiente como para proceder al TASP, con
una SG a los 2 afios del 15%"'%6. En cambio, un reciente estudio con 51 pacientes
demostré una tasa de trasplante del 85%, con una SLP y SG a 3 afos de 57% y
61% respectivamente, con tasas solo ligeramente mejores en aquellos que se

sometieron a trasplante (60% y 65%, respectivamente)'’,

El estudio pivotal fase Il KEYNOTE-17 evalu¢ la eficacia de pembrolizumab (200
mg cada 3 semanas durante un maximo de 35 ciclos o hasta 2 afos) en
pacientes con LPM R/R que habian recibido al menos 2 lineas de tratamiento
previas o no eran candidatos a TASP. La tasa de respuesta global fue del 45%,
con una tasa de RC del 13%. Tras una mediana de seguimiento de tres afios y
medio, se observé una mediana de SLP de 5,5 meses y una mediana de SG de
22,3 meses, con una duracion de respuesta no alcanzada (rango 1,1-46,9
meses). Los eventos adversos relacionados con el tratamiento de grado 3/4
ocurrieron en el 23% de los pacientes, siendo la neutropenia el efecto adverso
mas comun (13,5%)'%. Estos datos llevaron a la aprobacion de pembrolizumab
por parte de la Food and Drug Administration para el tratamiento de pacientes
adultos y pediatricos con LPM R/R después de 2 o0 mas lineas de tratamiento,

aunqgue no obtuvo la aprobacion de la EMA.
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Brentuximab-Vedotin (BV) es un anticuerpo conjugado dirigido contra el antigeno
CD30, presente en alrededor del 80% de los casos de LPM. Un estudio de fase
II (NCT02423291) evalud la eficacia y la seguridad de BV en monoterapia en
pacientes con LPM R/R incluyendo 15 pacientes de los cuales 11 (73%)
progresaron rapidamente, lo que resultd en el cierre prematuro del ensayo. La
combinacion de nivolumab con BV se estudio en el ensayo Check-Mate 436, que
incluyé una cohorte de pacientes con LPM R/R, obteniendo una tasa de
respuestas globales del 73% y de RC del 37%, lo que refleja la sinergia potencial
de la terapia con inhibidores de PD1 combinada con otros agentes sistémicos,
ya sean agentes dirigidos o poliquimioterapia.

Al igual que en el LDCGB, la terapia con células CAR-T esta aprobada para el
tratamiento de paciente con LPM R/R tras dos lineas de tratamiento. El estudio
ZUMA-1 incluyo 8 pacientes con LPM, y en el analisis inicial agrupado con
pacientes con linfoma folicular transformado, la tasa de respuesta global fue del
71%, de las cuales el 12% fueron RC. En un estudio en vida real con 33
pacientes tratados en cinco centros estadounidenses que recibieron axi-cel entre
2018 y 2019, la tasa de respuesta completa fue del 78%, con un 69% de RC y
SLP y SG a 2 anos del 64% y el 78%, respectivamente.
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4. LINFOMA DE CELULAS GRANDES B TESTICULAR
4.1 Definicion y epidemiologia

El linfoma testicular es un linfoma extranodal poco frecuente que representa el
1-9% de las neoplasias testiculares y el 1-2% de todos los linfomas. El subtipo
histolégico mas comun es el linfoma de células grandes B (TLBCL)'®. EI TLBCL
presenta un tropismo extranodal claro, con infiltracion al testiculo contralateral y
el SNC'"% ambas ubicaciones consideras santuarios inmunoldgicos debido a la
presencia de la barrera hematotesticular y hematoencefalica, que pueden
conducir a una reduccidn en las concentraciones de agentes de quimioterapia y
a la evasioén de las respuestas antitumorales del huésped y de hecho, en la ultima
edicion de la clasificacion de neoplasias linfoides de la OMS, se han agrupado
ambos en una nueva categoria: Linfoma de células B grandes primario de sitios
inmunes privilegiados*. Asi mismo, en el consenso internacional, el TLBCL se ha

reconocido como una entidad distinta al LDCGB®.

4.2Presentacion clinica, diagndstico y estadiaje

La mediana de edad al diagndstico se situa entre los 65y 71 afios. Generalmente
se presenta como una masa testicular firme e indolora y hasta un 40% puede
asociarse a hidrocele, siendo poco frecuente la afectacion bilateral sincrénica
(6% a 10% de los casos)'%. Los sintomas B son raros y ocurren principalmente
en el caso de enfermedad diseminada'''. La mayoria de los casos presenta
enfermedad localizada al diagnéstico, pero hasta un 20-30% de los pacientes
puede presentar enfermedad diseminada, siendo practicamente indistinguible
del LDCGB nodal con afectacion testicular 12113, EI TLBCL tiene una alta tasa
de recaida, con mayor frecuencia a nivel del testiculo contralateral y del SNC
que se asocia a un prondstico especialmente sombrio1%114,

Las modalidades de imagen que pueden ayudar en el diagnostico incluyen la
ultrasonografia, en el que se observa el testiculo agrandado con areas focales o
difusas de hipoecogenicidad e hipervascularidad y la resonancia magnética en

la que se observa hipointensidad en T2 y fuerte realce heterogéneo de gadolinio,
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ademas de que permite la evaluacién simultanea de ambos testiculos, espacios
paratesticulares y el cordon espermatico’®®115116 | a orquiectomia radical
mediante abordaje inguinal esta indicada para lograr un control éptimo de la
enfermedad y la obtencion de una adecuada muestra para el diagndstico. La
estadificacion recomendada es la misma que para otras formas de LNH agresivo
que incluye PET-CT y biopsia de médula 6sea, con la adicion de una
estadificacion especifica del SNC con puncién lumbar para el analisis del liquido

cefalorraquideo y resonancia magnética cerebral 110114,

4.3 Patologia, caracteristicas moleculares y alteraciones genéticas

El TLBCL, como el LDCGB, se caracteriza por células medianas o grandes que
tienen un tamano nuclear igual o superior a los nucleos de macréfagos o mas
del doble del tamafo de un linfocito normal, con un patrén de crecimiento difuso
(Figura 10). Las células neoplasicas tipicamente expresan marcadores de
células B como CD19, CD20, CD22, CD79a y PAX5. Bcl-2 se expresa en el 70%
de los casos, pero BCL6 rara vez es positivo. El indice proliferativo evaluado con
MIB1 se encuentra en torno del 40%'%%"317  La frecuencia de los
reordenamientos de BCL2 y MYC es comparable a la del LDCGB-ABC
(alrededor del 10% y 15%, respectivamente), mientras que los reordenamientos
de BCL6 parecen menos comunes en el TLBCL (alrededor del 40% y 60%,
respectivamente)'"3.

El 60 a 96% de los casos representan un fenotipo ABC/no GCB. La variacion en
la frecuencia depende de la proporcion de pacientes con enfermedad en estadio
avanzado incluidos y el algoritmo de IHQ utilizado'%%18-120. En las series
publicadas, el 6% al 36% de los casos son CD10+, pero muchos de ellos también
expresan MUM1, correspondiendo a un fenotipo ambiguo. Booman y cols'?°.
determinaron la COOQ utilizando tanto IHQ como perfiles de expresion génica.
Por IHQ, el 36% (8/22) se clasificaron como fenotipo ambiguo (CD10, Bcl-6+/-,
MUM1+), de los cuales 7/8 (88%) se reclasificaron como tipo ABC mediante

analisis de expresidn génica.
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Figura 10. Caracteristicas morfoloégicas del TLBCL.

La tincion con hematoxilina/eosina (HE) a 40x ilustra el patron de crecimiento difuso.

La mayoria de los casos de TLBCL se agrupan dentro de los subtipos
moleculares MCD y C5, con mutaciones frecuentes de CD79B y MYD88-265F
que conducen a la sefalizacion oncogénica y la activacién constitutiva de la via
NF-xB, lo que finalmente da como resultado una mayor supervivencia y
proliferacion celular?®?? (Figura 11). Kraan y colaboradores'' evaluaron 37
pacientes con TLBCL encontrando la mutacion de MYD88-265F en 25 (68%) y
CD79B en 7 (19%) de los 37 casos. Entre los mecanismos que favorecen la
evasion inmune en el TLBCL, y también observados en el linfoma difuso de
células de células grande B primario del sistema nervioso central (PCNSL), se
incluyen las alteraciones en el numero de copias y las translocaciones de 9p24.1
que dan como resultado una mayor expresion de las proteinas PD-L1/L2, asi
como la pérdida de genes HLA. Minderman et al'?? evaluaron la expresion de
HLA de clase | y Il en 25 pacientes con TLBCL, encontrado una pérdida frecuente
de la expresion de ambos (68% y 84% respectivamente). Recientemente,
Chapuy et al'?® estudiaron las alteraciones genéticas del TLBCL y PCNSL
observando con frecuencia inestabilidad genémica y una pérdida casi uniforme
de CDKNZ2A, a menudo bialélica, siendo raras las mutaciones en TP53.
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Figura 11. Alteraciones genéticas en las diferentes vias de sefalizacion
implicadas en la patogénesis del TLBCL.

4.4Factores pronésticos

Se han descrito numerosos factores prondsticos, en gran parte derivados de
pequefas series retrospectivas, que a menudo incluyen pacientes que tenian
enfermedad diseminada con afectacion testicular'®. En un estudio en la era pre-
rituximab, un ECOG bajo, la enfermedad localizada sin compromiso extranodal
adicional, la ausencia de sintomas B y de una masa voluminosa, los niveles
séricos normales de LDH y B2-microglobulina, y un IPI favorable fueron las
principales caracteristicas clinicas asociadas con una mejor SLP y SG'?4. En otro
estudio'", los predictores independientes de peor supervivencia fueron la edad
avanzada, la enfermedad en estadio avanzado, la afectacién del testiculo

izquierdo y los tratamientos que no incluyeron cirugia ni radiacion.

4.5Tratamiento

Ademas de alcanzar la remision completa, el objetivo del tratamiento del TLBCL

es prevenir la recaida en el testiculo contralateral y en el SNC. Debido a la falta
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de ensayos aleatorizados de fase lll, las recomendaciones de tratamiento se
basan en ensayos prospectivos de fase Il y datos retrospectivos.

Avilés et al'® evaluaron el esquema R-CEOP (rituximab, ciclofosfamida,
epirrubicina, vincristina y prednisolona) asociado a radioterapia del testiculo
contralateral (30 Gy) y profilaxis del SNC con 4 ciclos de metotrexato
intravenoso (6 g/m?). De los 38 pacientes incluidos, el 86% logré una RC, con
una SLE y SG a 5 afios del 70% y el 66%, respectivamente. El estudio
multicéntrico de fase 2 IELSG-10 que incluyd 53 pacientes con TLBCL en
estadio I/l evalu6 el tratamiento con R-CHOP seguido de irradiacion
locorregional y metotrexato intratecal durante los primeros 2 ciclos de
tratamiento, reportando un 98% de RC, con una SLP y la SG a 5 afos del 74%
y el 85%, respectivamente. La incidencia de recaida a nivel de SNC fue del 6%
y no se observaron recaidas a nivel testicular'?®.

No esta definida con claridad cual es la administracion 6ptima de la terapia
dirigida al SNC. Dado que muchas recaidas son parenquimatosas en lugar de
leptomeningeas y que la penetracién en el parénquima cerebral y la distribucion
alrededor del neuroeje del metotrexato inyectado por puncion lumbar es
limitada, se prefiere el uso de dosis altas de metotrexato sistémico para lograr
niveles mas altos de farmaco en el parénquima cerebral'0%113,

Con base en estos datos, el estandar de tratamiento consiste en la orquiectomia
seguida de inmunoquimioterapia con seis ciclos de R-CHOP o un régimen
similar administrado cada 21 dias, siendo la profilaxis del SNC, asi como la
irradiacion del testiculo contralateral, altamente recomendables™ 3.

Los pacientes con TLBCL que experimentan una recaida tienen un mal
pronéstico, probablemente debido a la alta frecuencia de recaidas en el SNC y
la edad avanzada de los pacientes, que suele asociarse a comorbilidades que
impiden tratamientos agresivos de rescate y/o TASP'99. Existen reportes de la
utilidad de los nuevos tratamientos dirigidos con especial actividad en el LDCGB
del subtipo ABC, como son los inhibidores del BCR y la lenalidomida. Yan et
al'?” describieron el caso de un paciente con recaida a nivel de SNC tratado
exitosamente con rituximab, ibrutinib y lenalidomida, mostrando una RC

después del primer ciclo de tratamiento. El papel de los inhibidores de PD-1/PD-
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L1 se ha evaluado dentro de un estudio con 5 pacientes con TLBCL o PCNSL
refractarios tratados con nivolumab, observando una respuesta clinica y
radioldgica en todos los pacientes'?®. Actualmente, un par de ensayos clinicos
estan explorando la eficacia de los inhibidores de PD-1/PD-L1 en el TLBCL
(NCT03255018 y NCT02857426).
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5. DNA CIRCULANTE

5.1 Generalidades

El DNA circulante (cfDNA) se conforma de fragmentos de DNA liberados por las
células principalmente tras la necrosis y la apoptosis, y posiblemente también
por secrecién celular activa, siendo descrito por primera vez por Mandel y Metais
en 1948!2%130 (Figura 12).

Ademas del plasma o suero sanguineos, el cfDNA se puede detectar en varios
fluidos corporales, incluidos orina, saliva, liquido cefalorraquideo, pleural y
ascitico'3"132, La vida media en la circulacion del cfDNA oscila entre 16 minutos
y 2.5 horas'33134 En condiciones fisiologicas, estos fragmentos se eliminan
rapidamente de la circulacion a través de la accion de nucleasas, excrecion renal
y absorcion por el higado y el bazo. La estabilidad de los fragmentos de cfDNA
en la circulacion puede aumentar a través de la unibn a membranas celulares,

vesiculas extracelulares o proteinas.

’ . ' -~
CtDNA _» Célula tumoral cfDNA ¢ Microvesiculas

Figura 12. Fuentes de DNA circulante en plasma.

La tincién con hematoxilina/eosina (HE) a 40x ilustra el patrén de crecimiento difuso.

El cfDNA se caracteriza por tener una longitud en general inferior a 200pb y en

individuos sanos la concentracién en plasma oscila entre 1 y 10 ng/ml, aunque
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ciertas situaciones fisioldgicas como el embarazo o el ejercicio, o bien
condiciones clinicas como infecciones, traumatismos o eventos vasculares
isquémicos pueden elevar su concentracion’34135, De hecho, la identificacion de
secuencias de DNA fetal en plasma materno ha dado lugar a multiples
aplicaciones de cfDNA en medicina maternofetal, entre ellos la determinacién del
sexo fetal, la identificacion de trastornos monogénicos y aneuplodias'36.

Los pacientes con cancer también presentan concentraciones mas elevadas de
cfDNA (5-1500 ng/mL), resultado de la liberacion de cfDNA por las células
neoplasicas, lo que se denomina DNA circulante tumoral (ctDNA)'37.138_ En 1994,
Sorenson y colaboradores'® detectaron por primera vez mutaciones en KRAS
utilizando el cfDNA proveniente del plasma de pacientes con cancer de
pancreas. En las ultimas décadas, con el desarrollo de tecnologias basadas en
secuenciacion de nueva generacion (NGS) se ha explorado la utilidad del ctDNA
como marcador pronodstico y para la deteccion y caracterizacion genética de
diferentes neoplasias, asi como la monitorizaciéon de la dinamica tumoral durante
el tratamiento, siendo posible su utilizacion para la determinacion de la

enfermedad minima residual'34.140.141

5.2Consideraciones preanaliticas

La falta de consistencia entre los diversos protocolos para el manejo de muestras
y las técnicas utilizadas para el analisis del ctDNA es uno de los principales
obstaculos para trasladar el analisis a la practica clinica habitual'#2. Por ello, en
2020 se publicod el primer consenso basado en la evidencia y la opinién de
expertos por el National Cancer Institute de Estados Unidos, en el que se detalla
los procedimientos para recoleccion y el procesamiento de las muestras para el
analisis del cfDNA"™3.

Actualmente se recomienda la utilizacion de plasma sobre el suero, resultado de
varios trabajos en los que se utilizaron muestras pareadas y que compararon la
concentracion de cfDNA. Aunque en las concentraciones en suero son
significativamente mas elevadas, esto se debe a que, tras el proceso de
coagulacion, se favorece la lisis de los leucocitos conduciendo a la

contaminacion de la muestra por DNA genomico'4%144145_Ello resulta en que, a
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igualdad de copias mutantes, la fraccion alélica sera menor en suero que en
plasma. Otra desventaja del suero respecto al plasma se refiere al hecho de que
en el proceso de coagulacion se pueden retirar porciones de cfDNA asociado a
las particulas que se pueden unir a la fibrina y o el fibrinégeno 4.

Las concentraciones del cfDNA y la contaminacion con DNA gendémico estan
muy influenciadas por el tipo de tubo de extraccién utilizado. Los tubos de
eleccion son los que contienen etilendiaminotetraacetato potasico (K2EDTA)
como anticoagulante’’. Sin embargo, requiere un procesamiento de
centrifugacion y separacién del plasma durante las primeras 2-4 horas tras la
extraccion de la sangre para evitar la lisis celular con la consiguiente
contaminacién con DNA germinal'#3145, Esto limita su aplicacién Unicamente a
las muestras que se extraen en lugares muy proximos al laboratorio en donde se
va a realizar el analisis. Se desaconseja el empleo de heparina ya que inhibe la
polimerasa, lo que restringe bastante el uso posterior del cfDNA46:148,

Cuando la separacion inmediata del plasma no es posible, el uso de tubos
estabilizadores reduce el efecto de la lisis celular, conservando la muestra de
sangre durante 7 a 14 dias, a temperatura ambiente y sin necesidad de
centrifugacion'2.143.146_En este grupo destacan los tubos Streck BCT, PAXgene
cfDNA, Roche cfDNA, CellSave o Blood Exo DNA ProTeck, que han demostrado
mantener concentraciones equivalentes de cfDNA cuando se compararon
experimentalmente entre ellos'4%-13,

Los niveles de cfDNA en plasma no se ven afectados por la velocidad de
centrifugacion inicial, encontrandose concentraciones comparables de cfDNA
obtenido tras una centrifugacién inicial a velocidades entre 400-16000 g'43.154,
Se recomienda como protocolo 6ptimo realizar un primer paso de centrifugacion
durante 10min a 1600g, luego proceder a la separacién del plasma v,
posteriormente, centrifugar este a 16 000g durante 5 minutos.42143.155,

Una vez separado el plasma se recomienda almacenar a -80°C si no se va a
realizar la extraccidon en los primeros 30 dias, asi como evitar los ciclos de
congelacion y descongelacion de la muestra, ya que pueden interferir en su

estabilidad'43146.1% (Figura 13).
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Para la extraccion de cfDNA existen actualmente numerosos kits comerciales
basados en tres metodologias: 1) intercambio anioénico, 2) unién a membranas
de silice o 3) union a bolitas magnéticas recubiertas de silice™. Aunque la
mayoria de los kits son eficientes y varios estudios sugieren que los resultados
son comparables, algunos analisis han desmostado que la eficiencia de la
extracciéon a partir de una misma muestra puede diferir en varios érdenes de
magnitud’#®. Asi, por ejemplo, se ha observado que los métodos basados en
membrana de silice favorecen la extraccion de fragmentos largos de cfDNA,
mientras que los sistemas basados en bolas magnéticas son mas eficientes
recuperando fragmentos cortos, lo que podria causar un enriquecimiento de
unas copias respecto a otras, causando variaciones en la fraccion alélica’6.157,

Tras la extraccion se recomienda cuantificar y analizar la calidad del cfDNA. Para
la cuantificacion se pueden emplear métodos espectrofotométricos,
fluorimétricos o de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa,
siendo el mas habitual y recomendable el método fluorimétrico. Es importante
asegurarse de la muestra se encuentra libre de DNA gendmico usando técnicas
de electroforesis capilar o en microfluido, que permiten ver la distribucién de
tamanos de los fragmentos de DNA obtenidos, pudiendo distinguir entre el DNA
gendémico, que aparece como una banda de elevado peso molecular, y el cfDNA,
que aparece como bandas del tamafo aproximado de multiplos de nucleosomas,
esto es, en el rango de 100-200 pb.

Tras la extraccion se recomienda cuantificar y analizar la calidad del cfDNA. Para
la cuantificacion se pueden emplear métodos espectrofotométricos,
fluorimétricos o de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa,
siendo el mas habitual y recomendable el método fluorimétrico. Es importante
asegurarse de la muestra se encuentra libre de DNA gendmico usando técnicas
de electroforesis capilar o en microfluido, que permiten ver la distribucion de
tamanos de los fragmentos de DNA obtenidos, pudiendo distinguir entre el DNA
gendmico, que aparece como una banda de elevado peso molecular, y el cfDNA,
que aparece como bandas del tamafo aproximado de multiplos de nucleosomas,

esto es, en el rango de 100-200 pb (Figura 14).
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Figura 14. Analisis del tamafo de los fragmentos de DNA mediante el uso de
TapeStation.

El DNA circulante liberado en el torrente sanguineo proviene de células malignas y
no malignas que experimentan apoptosis, necrosis o0 mediante secrecioén activa.

5.3ctDNA en linfomas

Aunque algunos subtipos de linfoma, como el linfoma folicular, el linfoma de
células del manto y los linfomas T cutadneos, puede tener expresion en sangre
periférica, algunos de los subtipos de linfoma mas comunes, incluidos el LDCGB
y el LH, no suelen presentarla. Por lo tanto, el ctDNA es una opcidn atractiva

para la caracterizacion molecular en linfomas.

5.3.1 Métodos para la deteccion de ctDNA en linfoma

Existen diferentes estrategias para la deteccion de ctDNA que pueden agruparse
en dos metodologias: basadas en PCR o en NGS (Tabla 9 y Figura 15).

Los métodos basados en PCR tienen un costo relativamente bajo y cuentan con
un limite de deteccion de 10, pero tienen la desventaja de detectar un nimero
limitado de mutaciones, por lo que son especialmente utiles en enfermedades
con mutaciones recurrentes de tipo “hot spot”. Dado que las neoplasias linfoides
presentan gran heterogeneidad, existen pocas alteraciones recurrentes con la
frecuencia suficiente para poder utilizar esta metrologia, por ejemplo, la
deteccion de mutaciones de MYD88-%%°F en el PCNSL y el linfoma
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linfoplasmacitico, EZH2Y%4'N en el LF y LDCGB, o de XPO15%7K en el LPM y
LH!3%159 " Alternativamente, existe la posibilidad de disefiar una PCR especifica
para detectar el reordenamiento clonal del gen de la cadena pesada la
inmunoglobulina (IGH) para practicamente todos los pacientes, aunque para ello
se requiere la muestra tumoral inicial para la correcta evaluacion del punto de
ruptura. Ademas, también pueden detectarse reordenamientos cromosémicos,

como la t(14;18) en el LF y la t(11;14) en linfoma de células del manto'3%1,
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Figura 15. Técnicas para el anadlisis de ctDNA.

Imagen modificada de Lakhotia R, et al 160

Los métodos basados en NGS son los que actualmente se prefieren para
detectar y analizar el ctDNA ya que permiten detectar varios reordenamientos,
incluidos los reordenamientos de los genes de las inmunoglobulinas y del
receptor de células T, multiples mutaciones y las alteraciones en el numero de
copias, ademas de permitir la identificacion de nuevas mutaciones que ocurren
durante evolucién clonal de la enfermedad, con una sensibilidad comparable a

la de los enfoques de PCR de 107567,
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La metodologia Ig-HTS (Immunoglobulin high-throughput sequencing) permite la
identificacién y seguimiento de cada clonotipo tumoral detectado en el tejido
tumoral utilizando cebadores universales dirigidos a genes de inmunoglobulinas
(VDJ, DJH e IG-Kappa)'%®!62 proporcionando asi informacion sobre el repertorio
de inmunoglobulinas y el seguimiento de cada subclén tumoral lo que
espacialmente util para el seguimiento de la enfermedad minima residual. En
comparacion con los métodos basados en PCR, no se necesitan cebadores
especificos a cada paciente y las hipermutaciones somaticas del gen IGHV no
interfieren con los resultados. Se han reportado la identificacion y el seguimiento
exitosos del clonotipo en pacientes con LDCBG, LF y linfoma de células del

manto (LCM) 162-164,

Tabla 9. Métodos para la deteccién de ctDNA en linfomas (adaptada de Kurtz
D170)

Método Sensibilidad Alteraciones MRD Ventajas
Si, si la mutacion ; .
SNVs, ’ Bajo coste, facil
dPCR 1:10 000 . “hot spot” esta
traslocaciones acceso.
presente
Ig-HTS ] Comercialmente
1:10 000 VvDJ Si . ]
(ClonoSEQ) disponible
Mayor sensibilidad,
SNVs, CNA, ; o
: . estudio de multiples
CAPP-Seq 2.5:100 000 traslocaciones, Si ;
alteraciones en una
VDJ
sola muestra
Low-pass y
1:100 CNA No Informacién de CNA
WGS

La tecnologia “Cancer Personalized Profiling by deep sequencing” (CAPP-seq)
es una herramienta sensible que permite secuenciar regiones gendmicas de
interés (seleccion especifica de regiones de exones e intrones elegidas para
cubrir mutaciones recurrentes) detectando simultaneamente diferentes tipos de
mutaciones, incluidas las variantes de un solo nucledtido, las
inserciones/deleciones, alteraciones en el numero de copias y reordenamientos.
Esta metodologia ha sido empleada en varios estudios en pacientes con

linfoma'6%-1%8 Recientemente, el grupo de Stanford desarrollé6 una metodologia
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mejorada, "PhasE-Seq", que identifica multiples agrupaciones de mutaciones en
una sola molécula de DNA, lo que permite una mayor sensibilidad y maximiza la
deteccion de la enfermedad residual®®.

Otro enfoque para analizar el ctDNA, es una estrategia no dirigida representada
por la secuenciacion del genoma completo que puede detectar de manera
convincente las aberraciones del numero de copias somaticas. Este método es
menos sensible pero no requiere informacion previa sobre el genoma del tumor
y permite identificar nuevas mutaciones que pueden desarrollarse durante el

tratamiento'1.

5.3.2 Utilidad del ctDNA para el diagnéstico y el genotipado de los
linfomas

El uso del ctDNA no puede reemplazar a la biopsia tisular para el diagnéstico de
los linfomas, ya que para ello es necesario evaluar diferentes aspectos
histolégicos como son la arquitectura y disposicion celular; de hecho, se
prefieren las biopsias excisionales siempre que sean posibles. Sin embargo, el
ctDNA puede desarrollar un papel importante cuando la biopsia tisular no es
factible debido a la localizacion anatémica de la enfermedad o plantean riesgos
médicos significativos. Ejemplo de ello es el PCNSL, en el que en ocasiones la
citomorfologia y la citometria de flujo del LCR no son lo suficientemente sensibles
para detectar la enfermedad!'®’. El perfil mutacional del PCNSL incluye
mutaciones somaticas recurrentes de MYD88, CD79B, PIM1 y CARD11 que
pueden ser detectables en el LCR mediante el uso del ctDNA. Hiemcke-Jiwa y
colaboradores'’? identificaron mediante ddPCR la mutacion de MYD88-265F en 8
de 11 (73%) muestras de LCR de pacientes con PCNSL en el que el resultado
de citopatologia habia sido negativo. El linfoma intravascular es un subtipo raro
de LDCGB caracterizado por la presencia células de linfoma dentro de la luz de
los vasos sanguineos y ninguna masa evidente para biopsiar, con solo 5-9% de
casos con afectacion de sangre periférica detectable por citometria de flujo,
retrasando el diagnostico y el tratamiento de los pacientes. Suehara et al'”®
detectaron al menos una mutacion de las detectadas en las biopsias tisulares en

el plasma de 9 pacientes (100%) mediante la utilizacion de un panel de 8 genes.
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Existen diversos estudios que han demostrado la capacidad para determinar el
perfil mutacional de diferentes subtipos histoldgicos de linfoma utilizando ctDNA.
Esto ha resultado particularmente util en el LH, ya que debido al bajo contenido
de células tumorales (en torno al 1%), es necesario recurrir a métodos como la
microdiseccion laser o la seleccion celular por citometria para poder realizar el
genotipado en las muestras tisulares. Dos estudios recientes determinaron el
perfil mutacional mediante la utilizacion de técnicas de NGS en pacientes con
LH, detectando al menos una mutacion en el 70-81% de los casos y con una
elevada concordancia con las muestras tisulares en los casos con muestra
disponibles, siendo los genes mas frecuentemente mutados STAT6, TNFAIP3,
SOCS1, B2M, ITPKB y GNA13. Ademas, encontraron que aquellos pacientes
que al diagnéstico presentaban un estadio avanzado de la enfermedad, IPI de
alto riesgo y VMT tenian niveles elevados de ctDNA"74175,

Sarkozy y colaboradores'’® evaluaron la heterogeneidad clonal en la biopsia
tisular y el plasma al diagndéstico en 34 pacientes con LF incluidos en el estudio
PRIMA (NCT00140582), detectando al menos un clonotipo (2 a 20
subclones/caso) en el 74% de las muestras de plasma, comparado con el 85%
de las muestras tisulares (2 a 71 subclones/caso). En mas de la mitad de los
casos, la distribucidn de subclones diferia entre las muestras de tumor y de
plasma, lo que refleja una alta heterogeneidad clonal y diversidad en la
diseminacién de subclones (Figura 16). En el momento de la progresion clinica
siempre debe intentarse obtener una nueva biopsia para descartar la
transformacion histologica (HT) a un linfoma agresivo, generalmente LDCGB,
aunque no siempre es factible para cada episodio de la enfermedad, e incluso
cuando se realiza, la biopsia puede no corresponder al sitio de la HT. Scherer et
al'® compararon muestras emparejadas de tumor y plasma en un pequefio
numero de pacientes con LF transformado, detectando nuevas mutaciones que
no se identificaron al diagnostico en el ctDNA coincidente de la muestra al
momento de la transformacion, pudiendo predecir la transformacion con una
sensibilidad del 83% y un valor predictivo positivo del 91%, ademas de detectar
mutaciones especificas en el plasma de algunos pacientes semanas o meses

antes del diagndstico clinico de la HT.
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Multiples estudios han demostrado una sodlida concordancia entre las
alteraciones genéticas identificadas a partir de la secuenciacion de muestras
pareadas de tumor y plasma en pacientes con LDCGB. Rossi y colaboradores'’”,
demostraron una sensibilidad >90% y una especificidad cercana al 100% para
detectar mutaciones con una frecuencia alélica >20% en el plasma de pacientes
con LDCGB, detectando también mutaciones no presentes en la biopsia tisular,
probablemente debido a la heterogeneidad espacial del tumor. De manera
similar, otro estudio con 86 pacientes reveld una concordancia del 78% para la
deteccion de reordenamientos de MYC, BCL2y BCL6, confirmados por FISH'"8,
El uso del ctDNA no se ha limitado exclusivamente a los linfomas de células B.
Miljkovic et al'’® utilizaron la monitorizacion mediante NGS del receptor de
células T (TCR) en 45 pacientes con linfoma de células T periférico previo al
inicio del tratamiento de primera linea, detectando al menos un clonotipo TCRB

y/o TCRYy especifico en el 67% de pacientes con muestra de suero basal.
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Figura 16. Principales aplicaciones del ctDNA en linfoma.

La deteccion de ctDNA en diferentes momentos de la enfermedad puede ayudar a
mejorar el diagndstico y la evaluacion pronostica, evaluar la respuesta terapéutica
permitiendo la deteccion temprana de clones resistentes al tratamiento o la recidiva
de la enfermedad.
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5.3.3 Valor pronéstico del ctDNA

Ademas de la cuantificacion global de ctDNA, la NGS permite la identificacion
del perfil mutacional. El grupo de Stanford utilizé los perfiles de mutaciones
somaticas para desarrollar una herramienta para la clasificacion de células de
origen a partir de muestras de plasma, observando una tasa de concordancia del
80% con la clasificacion por el algoritmo de Hans. Los pacientes identificados
como GCB tuvieron una SLP superior a los identificados como no GCB, en
consonancia con los resultados de supervivencia descritos previamente entre los
subtipos de COQ'%6, En el LF, el m7-FLIPI'8% incorpora el estado mutacional de
7 genes en al modelo prondstico clinicobiolégico y dado que el ctDNA refleja
mucho mejor la heterogeneidad del tumor, el célculo de este indice a partir del
ctDNA podria permitir un prondstico mas preciso!>8.

Varios estudios han reportado la asociacién de los niveles basales de ctDNA con
carga tumoral y su papel pronéstico en pacientes con linfoma. En el LH y el
LDCGB, niveles elevados de ctDNA se han correlacionaron con variables
clinicas asociadas con la carga tumoral como lo son el estadio Ann Arbor
avanzado, niveles séricos elevados de lactato deshidrogenasa, un mayor puntaje
del indice prondstico internacional, y el VMT62.167.175.181 ' Ademds, los niveles de
ctDNA también han correlacionado con la SLP, SLE y SG en pacientes que
recibieron tratamiento de primera linea o de rescate (Tabla 10).

Combinando varios parametros como el IPI, el VMT y el COO al ctDNA, Kurtz y
colaboradores'® desarrollaron un sofisticado modelo personalizado de
predicciéon de la respuesta llamado CIRI (Continuous Individualized Risk Index)
en pacientes con LDCGB. CIRI se basa en un modelo de “probabilidad de ganar”,
en el que una prediccién inicial basada en marcadores prondsticos previos al
tratamiento se actualiza a medida que se dispone de datos adicionales durante
el tratamiento para cada paciente. En comparacion con cada parametro de forma
individual, CIRI demostré una capacidad superior para predecir los resultados de
la SLE a los 24 meses!®*!®2 (Figura 17).

También se ha explorado la utilidad del ctDNA en los linfomas indolentes. En el
LF, los niveles de ctDNA previos al tratamiento se correlacionan con el VMT
(R=0.6, P<0.0001) y aquellos pacientes con niveles bajos de ctDNA (<2550
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Eqg/mL de plasma) mostraron una mayor SLP a cuatro afios en comparacion
con aquellos con niveles elevados (96% vs 73%, 1C95%: 87% a 100%, P=
0.04)183,

En relaciéon con la aparicion de nuevas terapias, el ctDNA ha demostrado su
utilidad prondstica en la respuesta al tratamiento de pacientes con LDCGB
tratados con células CAR-T. Utilizando IpWGS para analizar las alteraciones del
numero de copias en muestras de plasma, Cherng* y colaboradores
demostraron que aquellos pacientes con una mayor inestabilidad gendmica
presentaron una menor tasa de RC a los 3 meses (28% vs 56%, P =0.0029) y
una peor SLP (P= 0.0007; HR 2.11) y SG (P= 0.0026; HR 2.10), siendo la
delecion de 10g23.3 la alteracion que se asocié mas frecuentemente a un

prondstico adverso.
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Figura 17. Modelo CIRI (Continuous Individualized Risk Index) para pacientes con
LDCGB.

Tanto el paciente A (arriba) como el paciente B (abajo) tienen los mismos factores de
riesgo antes del tratamiento., sin embargo, la probabilidad de alcanzar una SLE a los
24 meses se va actualizando a manera que se van obteniendo informacion
proveniente de la evaluacion de la respuesta mediante el ctDNA y el PET/CT. En el
grafico, se observa la SLE acorde a la estratificacion por el modelo CIRI en una serie
de 132 pacientes con LDCGB. (Modificado de Kurtz, et al'®)
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5.3.4 Utilidad del ctDNA para la monitorizacién de la respuesta durante
el tratamiento y el seguimiento de la enfermedad.

La cinética en la depuracion del ctDNA durante el tratamiento también ha
demostrado tener impacto en el prondstico de los pacientes con linfoma. En el
LDCGB, Kurtz y colaboradores demostraron que aquellos pacientes en los que
el ctDNA disminuia en 2 logaritmos de los niveles basales de ctDNA tras el primer
ciclo de tratamiento (respuesta molecular temprana o EMR) y de 2.5 logaritmos
tras el segundo ciclo (respuesta molecular mayor o MMR) se asociaron con una
mejor SLE (EMR HR: 6.5, 1C95%: 2-21; MMR HR 26, 1C95%: 6-111) y SG (EMR
HR 16, 1C95%: 3.6-70; MMR HR: 11, IC95%: 2.1-58). La EMR también fue
pronéstica para la SLE y SG en pacientes que habian recibido tratamiento de
rescate'®”. Resultados similares se han reportado en pacientes con estadios
avanzados de LH, donde la disminucion en 2 logaritmos tras dos ciclos de
tratamiento con AVBD se asocié a una mejor SLP'"®, Otro estudio con 121
pacientes con LH determind la reduccién de ctDNA tan pronto como 1 semana
después del inicio del tratamiento de primera linea'®.

En el LCM, aquellos pacientes en los dejaba de detectarse ctDNA tras 2 ciclos
de induccién con bortezomib y DA-EPOCH-R tuvieron una mayor SLP (2.7 vs.
1.8 afos, P= 0.005) y SG (13.8 vs. 7.4, P= 0.03) en comparacion con aquellos
con ctDNA detectable®3.

El seguimiento de los pacientes tras haber completado el tratamiento se basa en
exploracion fisica y controles analiticos realizados a intervalos regulares, sin
contar hoy en dia con alguna estrategia que permita detectar la recaida de la
enfermedad asintomatica, siendo la mayoria detectadas después del inicio de
los sintomas'®’. Aunque los estudios sobre la deteccion temprana de la recaida
mediante TAC o PET/TAC arrojan resultados contradictorios, la mayoria de ellos
no han demostrado eficacia en pacientes que han alcanzado una respuesta
Completa.162'186'187.

En este contexto, el ctDNA ha demostrado ser una estrategia minimamente
invasiva y facil de monitorizar para detectar recaidas asintomaticas,
especialmente en pacientes de alto riesgo. En un estudio llevado a cabo por

Roschewski et al.'®?, se realiz6 un seguimiento de 107 pacientes con LDCGB
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que habian alcanzado la RC después de la primera linea de tratamiento,
utilizando muestras de suero secuenciadas mediante NGS de la region VDJ del
gen de las inmunoglobulinas, asi como TAC, durante un periodo de hasta 5 afios
después de la finalizacién del tratamiento. Se detectaron niveles de ctDNA en 15
de los 17 pacientes (88%) que recayeron, con una mediana de 3.5 meses (rango
0-200) antes de la evidencia clinica o por imagen de enfermedad, con un HR
para la progresion de 228 (IC95%: 51-1022). De esta forma, la deteccién precoz
de permite avanzar el inicio del tratamiento de rescate, ya que estudios recientes
han asociado una mejor respuesta a la quimioterapia o al tratamiento con células
CAR-T40,

El andlisis longitudinal de las muestras de plasma recolectadas durante el
tratamiento ha permitido la identificacion de nuevas mutaciones y la deteccion
de los clones resistentes que se han seleccionado durante la evolucion clonal de
la enfermedad!®®1%%188  Agarwal y colaboradores'®® analizaron muestras
secuenciales de plasma de pacientes con LCM tratados con ibrutinib vy
venetoclax identificando perfiles gendmicos que claramente diferenciaban a los
pacientes que respondieron al tratamiento de los que no. Las mutaciones de
ATM estuvieron presentes en la mayoria de los pacientes que lograron una
respuesta completa, mientras que la pérdida de la region 9p21.1—p24.3 y/o
mutaciones en los componentes del complejo remodelador de la cromatina SWI—
SNF estuvieron presentes en todos los pacientes con resistencia primaria y en
la mayoria de los pacientes en recaida. El mismo grupo también analizod
muestras de plasma de pacientes con LLC demostrando que el ctDNA no es sélo
un reflejo del perfil mutacional de las células malignas circulantes, sino que
ademas permite evaluar los cambios en los diferentes compartimentos de la
enfermedad tras el tratamiento con ibrutinib o venetoclax, permitiendo monitorear
la evolucién clonal a lo largo del tiempo e identificando la aparicion de cambios
genomicos asociados con el sindrome de Richter'®°,

Otro estudio demostrd la aparicion de la mutacion BTKC#8’S en muestras seriadas
de plasma de un paciente con LDCGB que recibio ibrutinib en monoterapia’’.
Mas recientemente, Sworder et al'®? observaron la aparicién de mutaciones en
CD19, PAX5y TP53 al momento de la recaida de pacientes con LDCGB tratados
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con terapia con células CAR-T, lo que representa un posible mecanismo de

resistencia a este nuevo enfoque terapéutico. Finalmente, Spina et al.'’®

exploraron los patrones de evolucion mutacional en muestras seriadas de ctDNA

en 13 pacientes con LH en recaida tras la terapia de primera linea con ABVD

(doxorrubicina, bleomicina, vinblastina y dacarbazina) o tratamiento de rescate.

Si bien encontraron que las mutaciones ancestrales en su mayoria persisten con

el tiempo, todos los casos demostraron cambios clonales con nuevas

mutaciones detectadas en la muestra de plasma a la recaida.

Tabla 10. Principales estudios de ctDNA en linfomas (adaptada de Lakhotia

R, et al 169)
Autor Metodologia Resultados
LH Spina'’® CAPP-Seq Los pacientes con disminucion en 2 log del
N=112 ctDNA tras 2 ciclos de ABVD alcanzaron la RC
y tuvieron una mejor SLP.
El ctDNA es mejor predictor de la respuesta
que el PET interim
Sobesky '8 Panel NGS | No se observo correlacién entre los niveles
N=121 basales de ctDNA y la respuesta al tratamiento.
Niveles indetectables de ctDNA tras 2 ciclos de
tratamiento se asociaron a la RC y mejor SLP
LF Sarkozy'"® IgNGS Pacientes con niveles elevados de ctDNA
N=34 tuvieron una peor SLP (15.3 meses vs. no
alcanzada, P= 0.004).
En el subgrupo de pacientes que recibid
mantenimiento con rituximab esta diferencia no
se mantuvo (P= 0.18)
Delfau- ddPCR Los niveles basales elevados de ctDNA se
Larue'®3 asociaron con una peor SLP a 4 afos (73%
N=133 frente a 96%, P= 0.04).
Niveles elevados de ctDNA correlacionaron
con un mayor VMT (>510 cm®) (P= 0.0006).
LCM | Lakhotia'®® IgNGS Los pacientes con niveles indetectables de
N=53 ctDNA tras de 2 ciclos de induccion tuvieron
una mejor SLP (2.7 vs. 1.8 afios, P= 0.005) y
SG (13.8 afios vs. 7.4 afios, P= 0.03) en
comparacion con aquellos en los que se seguia
detectando
Smith'®3 IgNGS La mediana de SLP para pacientes con ctDNA
N=373 indetectable después de 3 ciclos de R-

bendamustina fue de 589 meses, en
comparacion con 26.9 meses en pacientes con
persistencia de deteccion de ctDNA (P=0.002).
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LDCGB

Roschewski'®?

N=198

IgNGS

Los niveles de ctDNA previos al tratamiento se
correlacionan con el IPI, el VMT, los niveles de
LDH y el estadio Ann Arbor (P < 0.0001). Los
pacientes con ctDNA detectable tras dos ciclos
de DA-EPOCH-R tuvieron un tiempo a la
progresion y una SG a 5 afios inferiores (41.7%
vs. 80.2%, P < 0.0001)

Kurtz'®”
N=217

CAPP-Seq

Los niveles de ctDNA previos al tratamiento se
correlacionan con el IPI, niveles de LDH y el
estadio Ann Arbor (P < 0.0001). La EMR vy
MMR fueron prondsticas para la SLP y SG tras
el tratamiento de primera linea (EMR, P=
0.0015 y P < 0.001; MMR, P < 0.001 y P=
0.0047 respectivamente). La EMR fue
pronéstica para la SLP y la SG tras la terapia
de rescate (P= 0.011 y P= 0.011
respectivamente)

Bohers'®*
N=30

Panel NGS

Los niveles de ctDNA previos al tratamiento se
correlacionan con el IPI (P=0.02), LDH (P=
0.001) y VMT (P < 0.001)

Alig181
N=267

CAPP-Seq

Niveles elevados de ctDNA (>2.5 hGE/mL) se
asociaron con un tiempo al inicio del
tratamiento inferior, asi como a las variables
relacionadas con la carga tumoral: LDH, IPI,
VMT (P < 0.001). También se asociaron a una
SLE menor (HR 1.5, IC95% 1.2-2.0)

Frank'9®
N=69

IgNGS

Pacientes con ctDNA indetectable en el dia
+28 tras la infusién de células CAR-T tuvieron
una mejor SLP (no alcanzada vs 7.4 meses, P=
0. 0005).

En los pacientes con PET positivo el dia +28,
aquellos con ctDNA negativo (N= 10) tuvieron
una mediana de SLP mejor que los pacientes
con ctDNA positivo (N= 13) (no alcanzada
frente a 3.1 meses, P=0.0033)

Meriranta'9®
N=97

NGS panel

Niveles basales elevados de ctDNA (>3.75
hGE/mL) se asociaron con una peor tasa de
RC y SLP (HR 3.32, 1C95%: 1.41-7.83, P=
0.006). Pacientes con niveles detectables de
ctDNA al finalizar el tratamiento tuvieron una
peor SLP (P < 0.001) y SG (P= 0.004) en
comparacion con aquellos casos con ctDNA
indetectable
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II. HIPOTESIS
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HIPOTESIS

Las hipotesis de trabajo en los diferentes proyectos que convergen en la
presente tesis doctoral se pueden sistematizar del siguiente modo:

El linfoma difuso de células grandes B, el linfoma de células B primario de
mediastino y el linfoma de células grandes B testicular se caracterizan por
presentar mutaciones somaticas y alteraciones en el numero de copias que
pueden asociarse a la evolucion de la neoplasia y en especial a las respuestas
a tratamientos especificos como son las nuevas moléculas con efecto diana que
constituyen el avance mas innovador en el tratamiento de los linfomas.

Un problema critico en muchas ocasiones es la dificultad para conseguir
muestras tisulares suficientes para el diagnostico y el estudio molecular. Las
técnicas de biopsia liquida pueden solventar este problema, puesto que se utiliza
la sangre periférica como fuente de DNA para el estudio de mutaciones y otras
alteraciones genéticas. Hay evidencias de que las técnicas de Next Generation
Sequencing son muy sensibles para detectar presencia de enfermedad y permitir
su caracterizaciéon molecular utilizando como fuente el DNA circulante tumoral.
De este modo, podrian ser una fuente adicional para el estudio de las
alteraciones genéticas en los linfomas de células grandes.

Por otro lado, también se ha observado que los pacientes con neoplasias activas
presentan niveles mas elevados de ctDNA, y que aquellos pacientes con
concentraciones mas elevadas en sangre periférica tienen una peor tasa de
respuesta y un peor prondstico de la enfermedad. En este mismo sentido, los
niveles de ctDNA podrian utilizarse como una medida indirecta para estimar la
carga tumoral de la enfermedad y correlacionarse con otras variables asociadas.
El linfoma testicular es una variante con un perfil mutacional y de alteraciones
del numero de copias particular que difiere del LDCGB ABC ganglionar y que
podria ser muy similar a otros linfomas con afectacion de sitios
inmunoprivilegiados como lo es el linfoma difuso de células de células grande B
primario del sistema nervioso central, lo que podria ser esencial para
comprender la patogénesis de la enfermedad. Ademas, algunas de las variables
moleculares predecirian el resultado clinico y serian marcadores mas fiables en

cuanto al prondstico de los pacientes.
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lll. OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL

Analizar el perfil mutacional al diagndstico en el linfoma difuso de células grandes
(LDCGB) y de dos variantes con personalidad propia, el linfoma de células B
primario de mediastino y el linfoma de células grandes B testicular (TLBCL), con
el objetivo de integrar las anomalias en el numero de copias, mutaciones
genéticas y reordenamientos, y analizar el impacto clinico, incluida la respuesta
al tratamiento y la supervivencia general en la era de la inmunoterapia.

Por otro lado, caracterizar el perfil gendmico en estos linfomas mediante técnicas
de deteccién a partir de DNA circulante tumoral (ctDNA) en plasma de sangre

periférica y compararlo con la informacién obtenida en la biopsia tisular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Implementar el uso del ctDNA como fuente para determinar el perfil
mutacional del LDCGB y comparar los estudios mutacionales de ctDNA
con los resultados obtenidos a partir de la biopsia tisular.

2. Correlacionar los niveles de ctDNA con las variables clinicas iniciales, la
respuesta terapéutica y la supervivencia de los pacientes.

3. Correlacionar el valor del volumen metabdlico tumoral con las variables
clinicas iniciales, los niveles de ctDNA, la respuesta terapéutica y la
supervivencia de los pacientes.

4. Implementar el uso del ctDNA como fuente para el estudio genético del
LPM, incluido el perfil mutacional y las alteraciones en el niumero de
copias, y compararlo con los resultados obtenidos a partir de la biopsia
ganglionar.

5. Correlacionar los niveles de ctDNA con las variables clinicas iniciales, la
respuesta terapéutica y la supervivencia de los pacientes.

6. Evaluar las mutaciones genéticas, las alteraciones del numero de copias,
las translocaciones, asi como la determinacion de la célula de origen en
TLBCL, proporcionando un panorama completo de las alteraciones

genomicas recurrentes que definen el curso clinico de esta enfermedad.
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7. Correlacionar las anomalias genéticas con las principales caracteristicas
clinico-biolégicas del linfoma, respuesta y supervivencia de los pacientes.
8. Comparar las alteraciones genéticas recurrentes en el TLBCL con dos
cohortes de pacientes: una de pacientes con LDCGB nodal y otra de
pacientes de con linfoma difuso de células de células grande B primario

del sistema nervioso central.



IV. MATERIAL, METODOS, Y
RESULTADOS
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RESUMEN DEL PRIMER TRABAJO

El LDCGB es una neoplasia con gran heterogeneidad clinico-biolégica y cuyo
perfil mutacional ha demostrado ser importante en la evolucion de los pacientes.
El ctDNA representa una fuente accesible y a tiempo real para la identificacion
de mutaciones. El objetivo de este estudio fue analizar el perfil mutacional de
pacientes con LDCGB en el momento del diagndstico y correlacionar los niveles
de ctDNA con las variables clinicas iniciales, la respuesta terapéutica y la
supervivencia de los pacientes.

En el presente trabajo se incluyeron 100 pacientes con LDCGB de forma
prospectiva entre 2016 y 2019. Se obtuvo una muestra de plasma al diagndstico
y previo al inicio del tratamiento. Se pudo realizar la determinacion del perfil
mutacional en 79 pacientes (H/M 42/37; edad mediana 63 afios) detectando al
menos una mutacion en 69 de los casos (87.3%). Los genes mutados con mayor
frecuencia fueron KMT2D, TP53, TNFRSF14, MYD88, BCL2, SOCS1, CREBBP,
MYCy EP300. Ademas, a partir del perfil mutacional del ctDNA se pudo clasificar
a los pacientes de acuerdo con los grupos genomicos descritos recientemente
utilizando la herramienta LymphGen. La sensibilidad del ctDNA para detectar
mutaciones en las muestras de FFPE basales fue del 69% (1C95%: 64,1-73,9).
Todos los pacientes recibieron tratamiento con inmunoquimioterapia, tras el cual
59 (75%) alcanzaron RC y 4 (5%) RP, mientras que 16 (20%) fueron refractarios,
incluidas 7 muertes tempranas. Cuatro de los 59 pacientes con RC (7%)
finalmente recayeron en una mediana de 14 meses (rango de 10 a 19 meses).
Los niveles mas elevados de ctDNA (definido como >2.5 log hGE/mL) se
correlacionaron significativamente con la presencia de sintomas B, niveles
séricos elevados de LDH, B2-microglobulina, estadio IV de Ann Arbor y con IPI
de riesgo intermedio-alto o alto (P < 0.05 en todos los casos). En el grupo de
pacientes tratados con intencion curativa, aquellos con niveles elevados de
ctDNA pretratamiento tuvieron una tasa de RC, SLP y SG significativamente mas
bajas que aquellos con niveles bajos (tasa de RC, 65% frente a 96%, P < 0.004;
SLP a los 24 meses de 73 vs. 100%, P= 0.016; y SG a 24 meses de 100 vs.
73%, p =0.001). Ademas, se evalu6 el VMT y la GTL en 56 pacientes de nuestra

serie. La mediana de VMT pre-tratamiento fue de 231 cm3 (rango, 0 a 4,171
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cm?), mientras que la mediana de GTL fue de 1836 (rango, 0 a 24,367). Como
era de esperar, el VMT y la GTL elevados se correlacionaron con la enfermedad
voluminosa, la presencia de sintomas B, niveles séricos elevados de LDH, (2-
microglobulina, estadio avanzado e IPI de alto riesgo (P < 0.05 en todos los
casos), ademas de presentar una menor tasa de respuesta al tratamiento (VMT,
97% frente a 41%, p <0.001; GTL, 93% frente a 39%, P < 0.001). Ademas, la
concentracion de ctDNA se correlaciond significativamente con el VMT (R= 0.57,
P <0.001) y GTL (R=0.45; P <0.001), confirmando que las mediciones de ctDNA
estan relacionadas con la carga tumoral del linfoma. En conclusion, el ctDNA es
una fuente alternativa para estimar la carga tumoral y determinar el perfil
mutacional y la clasificacion genética del tumor, con implicaciones prondsticas y

pueden contribuir a un futuro tratamiento personalizado.
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Purpose: We analyzed the utility of cell-free DNA (cfDNA) in a
prospective population-based cohort to determine the mutational
profile, assess tumor burden, and estimate its impact in response
rate and outcome in patients with diffuse large B-cell lymphoma
(DLBCL).

Experimental Design: A total of 100 patients were diagnosed
with DLBCL during the study period. Mutational status of 112 genes
was studied in cfDNA by targeted next-generation sequencing.
Paired formalin-fixed, paraffin-embedded samples and volumetric
PET/CT were assessed when available.

Results: Appropriate ¢fDNA to perform the analyses was
obtained in 79 of 100 cases. At least one mutation could be detected
in 69 of 79 cases (87%). The sensitivity of cfDNA to detect the
mutations was 68% (95% confidence interval, 56.2-78.7). The
mutational landscape found in ¢fDNA samples was highly consis-
tent with that shown in the tissue and allowed genetic classification

Introduction

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is a heterogeneous entity
from a biological and clinical standpoint. Two main molecular
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in 43% of the cases. A higher amount of circulating tumor DNA
(ctDNA) significantly correlated with clinical parameters related to
tumor burden (elevated lactate dehydrogenase and B2-microglo-
bulin serum levels, advanced stage, and high-risk International
Prognostic Index) and total metabolic tumor volume assessed by
PET/CT. In patients treated with curative intent, high ctDNA levels
(>2.5 log hGE/mL) were associated with lower complete response
(65% vs. 96%; P < 0.004), shorter progression-free survival (65% vs.
85%; P = 0.038), and overall survival (73% vs. 100%; P = 0.007) at
2 years, although it did not maintain prognostic value in multivar-
iate analyses.

Conclusions: In a population-based prospective DLBCL series,
cfDNA resulted as an alternative source to estimate tumor burden
and to determine the tumor mutational profile and genetic classi-
fication, which have prognostic implications and may contribute to
a future tailored treatment.

subtypes are recognized according to their cell-of-origin (COO):
the germinal center and activated B-cell subtypes, with up to 15%-
18% of cases being unclassifiable (1, 2). More recently, new genetic
subtypes have been identified beyond COO, incorporating muta-
tions, copy-number alterations (CNA), and structural variants,
aimed at grouping patients based on common mechanisms of
lymphomagenesis (3-5).

Genetic studies are usually performed in tumor tissue. However, in
recent years, the interest for the detection and study of cell-free DNA
(cfDNA) has provided a noninvasive tool for diagnosis, disease
monitoring, clinical decision-making, and treatment selection in
oncology (6). In the field of lymphoid neoplasms, some studies have
highlighted the potential of ¢fDNA in determining the mutational
profile of DLBCL, as well as the COO molecular subtype (7, 8), whereas
others have focused on the prognostic utility of the amount of
circulating tumor DNA (ctDNA), as a surrogate of tumor burden,
compared with CT or PET imaging (9-11). Moreover, Kurtz and
colleagues (12) showed that pretreatment ctDNA levels and molecular
responses, either at diagnosis or relapse, were independent prognostic
markers in DLBCL.

On the other hand, new biomarkers obtained at baseline PET/
CT are under investigation, the total metabolic tumor volume
(TMTYV) and the total lesion glycolysis (TLG; ref. 13). High TMTV
has been associated with a worse progression-free survival (PFS)
and/or overall survival (OS) in DLBCL and other lymphoma
subtypes (13-15).

The aim of this study was to prospectively study in a real-life setting
the utility of plasma cfDNA to determine the mutational profile, assess
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Translational Relevance

Previous studies have highlighted the potential of cell-free DNA
(cfDNA) to assess the mutational profile in diffuse large B-cell
lymphoma (DLBCL). This population-based prospective study
showed that ¢fDNA is a reliable source for DLBCL genotyping,
allowing us to classify the cases into the recently described genetic
subtypes, providing evidence to use cfDNA as a source for molec-
ular classification. Also, baseline circulating tumor DNA (ctDNA)
levels significantly correlated with clinical and volumetric PET/CT
parameters of tumor burden. Moreover, high ctDNA levels (>2.5
log hGE/mL) were associated with lower complete response,
shorter progression-free, and overall survival. To our knowledge,
this is the first confirmation of this finding in a prospective single-
center real-life series.

tumor burden, and estimate its impact on response and outcome of
patients with DLBCL.

Materials and Methods

Patients

A total of 100 patients consecutively diagnosed with DLBCL
according to the World Health Organization classification (1) were
prospectively enrolled from September 2016 to March 2019. High-
grade B-cell lymphoma not otherwise specified (NOS) and high-grade
B-cell lymphoma with MYC and BCL2 and/or BCL6 rearrangements
were also included, whereas primary mediastinal large B-cell lym-
phomas, posttransplant lymphoproliferative disorders or other
immune-related lymphomas, and cases with a low-grade lymphoma
component were excluded. Sufficient cfDNA to assess the muta-
tional profile was obtained from 79 cases, which constituted the
subjects of the study. Sample collection and processing are detailed
in Supplementary Materials and Methods.

The main clinicobiological and evolutionary characteristics were
recorded and analyzed as described previously (16). These variables
included: (i) clinical data: age, gender, performance status (PS) accord-
ing to the Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) scale,
presence of B symptoms, and bulky disease (defined as a tumor
diameter >7 cm); (ii) hematologic and biochemical parameters: white
blood cell and lymphocyte counts, hemoglobin, serum lactate dehy-
drogenase (LDH), and B2-microglobulin levels; (iii) tumor burden
data: nodal and extranodal involvement, number of extranodal
involved sites, palpable splenomegaly, bone marrow infiltration, and
Ann Arbor Stage; and (iv) the International Prognostic Index (IPI).

Staging was performed according to standard procedures, including
PET/CT and unilateral bone marrow biopsy (17). All, but two patients,
who died before starting therapy, were treated with chemoimmu-
notherapy, mostly (N = 62, 78%) R-CHOP (rituximab, cyclophos-
phamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone; Table 1).
Responses were assessed by end-of-therapy PET/CT according to
standard guidelines (18). The median follow-up for surviving patients
was 23.5 months (range, 8.6-42 months). Patients provided written
informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki, and
the study was approved by the institutional review board.

Histologic review
Histologic diagnosis, including morphology and IHC, was reviewed
by O. Balagué, N. Castrejon de Anta, and E. Campo. The percentage of
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Table 1. Main baseline features, treatment, and response of the 79
patients with DLBCL.

Characteristics N (%)

Median age (range) 63 (20-94)

Male/female 42/37 (53/49)
Histology
DLBCL, NOS 63 (80)
High-grade B-cell lymphoma, NOS 8 (10)
High-grade B-cell lymphoma with MYC and BCL2 8 (10)
and/or BCL6 rearrangements
COO classification?
Germinal center B-cell 39 (59)
Activated B-cell 19 (29)
Unclassified 8 (12)
ECOG PS > 2 29 (37)
B symptoms 31(39)
Stage
/1 12/17 (15/22)
/v 7/43 (9/54)
Bone marrow infiltration® 20 (27)
Bulky mass (>7 cm) 2127)
LDH > normal 45 (57)
IPI
Low risk 24 (30)
Low-intermediate risk 17 (21.5)
High-intermediate risk 17 (21.5)
High risk 21 (27)

PET/CT baseline parameters®
Median TMTV (range)
Median TLG (range)

207 (0-4,171)
1,525 (0-26,295)

Treatment
R-CHOP 62 (78)
Intensive chemoimmunotherapy 7 (9
R-CVP/R-GEMOX 8 (10)
Died before starting treatment 2(3)
Response to treatment
Complete response 59 (75)
Partial response 4 (5)
Progressive disease 16 (20)

Abbreviations: R-CVP, rituximab, cyclophosphamide, vincristine, and predni-
sone; R-GEMOX, rituximab, gemcitabine, and oxaliplatin.

2The number of patients in whom the variable was available: bone marrow
infiltration, 73; COO, 66.

PPET/CT was available in 63 cases.

tumor infiltration and the expression of MYC, BCL2, BCL6, and
p53 were semiquantitatively estimated. MYC, BCL2, and BCL6 rear-
rangements were routinely assessed by FISH using both fusion
and break-apart probes. COO assessment was performed by means
of Lymph2Cx Assay (NanoString Technologies; Supplementary
Materials and Methods).

Mutational profile

The mutational status of 112 recurrently mutated genes in B-cell
lymphoma was examined by targeted next-generation sequencing
(NGS; Supplementary Table S1). Libraries were performed with 15—
30 ng of cfDNA and 150 ng of genomic DNA (gDNA) obtained from
plasma and formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) biopsy, respec-
tively, using molecular-barcoded library adapters (ThruPLEX Tag-seq
Kit, Takara) coupled with a custom hybridization capture-based
method (SureSelect XT Target Enrichment System Capture strategy,
Agilent Technologies Inc.) and sequenced in an MiSeq Instrument
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(Illumina, 2 x 150 bp). Sequencing data have been deposited at the
European Genome-Phenome Archive (http://www.ebi.ac.uk/ega/),
which is hosted at the European Bioinformatics Institute, under
accession number EGAS00001004733.

The bioinformatic analysis was performed using an updated version
of our previously validated pipeline (19). Synonymous and intronic
variants were removed. Because of the lack of matched germ line DNA,
potential polymorphisms were filtered out on the basis of public
databases and by using a three-step algorithm designed to predict the
somatic origin of the mutations (Supplementary Materials and
Methods).

Molecular groups classification

The LymphGen probabilistic classification tool was used to classify
our DLBCL cases into the recently described genetics subtypes (5). To
this aim, we used the mutations identified in 79 cfDNA samples as well
as BCL2 and BCL6 translocations. Because the A53 subtype is defined
primarily by CNA, this subtype was excluded from the LymphGen
classification algorithm in our series.

ctDNA quantitation

ctDNA levels were reported as haploid genome equivalents per
mL of plasma (hGE/mL), determined as the product of total cfDNA
concentration (fluorometry by Qubit, Thermo Fisher Scientific) and
the mean allele fraction of somatic mutations (Supplementary
Materials and Methods). This value was expressed as a base-10
logarithm (log hGE/mL). We used the 2.5 hGE/mL threshold to
classify patients into low or high c¢tDNA amount as published
previously (12).

2[18F]Fluoro-2-deoxy-p-glucose-PET/CT parameters

TMTV was calculated by adding up the metabolic volumes of
all nodal and extranodal lesions. TLG was calculated as the sum
of the product of the metabolic volume of each local tumor based on
its SUVmean. Quantitative analysis of TMTV was performed using
the semiautomatic MIM software and supervised by X. Setoain,
S. Rodriguez, M. Sim6, and S. Casanueva-Eliceiry, with a fixed SUV
> 2.5 thresholding method for segmentation. According to previous
publications, the optimal cutoff to classify into low and high TMTV
was established as 400 cm? (20, 21).

Statistical analysis

We used standard definitions for complete response (CR), PES, and
0S (18). x* method was used for categorical variables and Student ¢ test
for continuous variables. Nonparametric tests were applied when
necessary. Logistic regression was used to select the best variables
predicting CR. Actuarial survival analysis was performed by the
Kaplan-Meier method and differences were assessed by the log-rank
test. The optimal cut-off point for TLG for PFS was determined by using
the maximally selected rank statistics (maxstat R package). Multivariate
Cox regression analysis was used to assess the independent prognostic
impact of different variables in terms of PFS and OS. Only patients
treated with curative intent were included in the prognostic analyses. P
< 0.05 was considered statistically significant. Statistical analyses were
carried out using R (version 3.6.2; R Foundation).

Results

Clinical features, treatment, and outcome of the patients
cfDNA could be obtained from 85 of the 100 (85%) patients
prospectively diagnosed with DLBCL during the period of the study.

AACRJournals.org
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The failure to obtain DNA was due to start of treatment prior to
sample extraction (n = 13) and concomitant diagnosis of a second
neoplasm (n = 2). Moreover, in six additional cases, the mutational
profile could not be assessed because of the low amount of cfDNA
(n = 2) or other technical issues (n = 4; Supplementary Fig. S1).
Finally, the mutational landscape was assessed in 79 patients, whose
main clinicobiological characteristics are listed in Table 1. Fifty-
four percent of patients had stage IV disease, including 27% with
bone marrow infiltration, and 48.5% showed high-intermediate- or
high-risk IPI. After first-line treatment, 59 (75%) patients achieved
a CR, 4 (5%) patients achieved a partial response, and 16 (20%) were
refractory, including 7 early deaths. Among CR patients, 6 of
59 (7%) eventually relapsed at a median of 14 months from CR
achievement (range, 10-20 months). Patients not included in the
cfDNA analyses showed significant differences in terms of initial
features (they were older, had a higher risk IPI, and a poorer PS)
and outcome, with a lower CR rate and shorter PFS and OS
(Supplementary Table S2).

Mutational profile assessed in cfDNA

The mean coverage of the cfDNA samples was 329 x (range,
91 x-737 x) with more than 80% of the target regions covered at
>100 x in 75% of the samples. At least one mutation was detected
in 69 of 79 cases (87.3%; Supplementary Table S3). The median
number of mutations per sample was six (range, 0-41) and the
mean allele fraction was 26% (range, 2.4%-58.6%; Supplementary
Table S4). Figure 1 shows the mutational profile of the series,
restricted to genes mutated in more than 5% of the cases. The most
frequently mutated genes were KMT2D, BCL2, TP53, TNFRSF14,
MYD88, CREBBP, EP300, SOCS1, MYC, and PIMI (the complete
list of mutations is detailed in Supplementary Table S3). The
distribution according to COO, MYC and BCL2 double expression,
MYC, BCL2, and BCL6 rearrangement, and double-hit status is also
shown in Fig. 1. Moreover, we were able to classify 43% of the cases
according to the genetic subtypes proposed by Wright and collea-
gues (5), as detailed in Supplementary Fig. S2.

Validation of mutations in tissue biopsies

To validate the cfDNA mutational analysis, we performed targeted
NGS in 45 paired FFPE samples. Mean percentage of tumor content
was 80% (range, 30%-100%). The mean coverage in these samples was
509 x (range, 77 x-1,050 x). In 28 of 45 cases (62%), the majority
(269%) of the mutations were observed both in the cfDNA and FFPE
samples. In the remaining 17 cases, the number of mutations identified
in cfDNA was lower than that observed in the paired FFPE samples. In
10 cases, additional mutations were only detected in cfDNA compared
with gDNA (Fig. 2). The sensitivity of cfDNA to detect the mutations
present in paired FFPE samples was 68% [95% confidence interval
(CI), 56.2-78.7]. When we considered mutated genes instead of
individual mutations, cfDNA genotyping was able to detect 71% of
mutated genes. When taking into account only the mutations present
with >20% allelic frequency in the FFPE samples, we detected up to
77% of the mutations in cfDNA. Of note, most cases in which
mutations could not be detected in the cfDNA corresponded to
localized stages [mutations were detected in 3/14 (21%) localized
stages vs. 24/30 (80%) of disseminated stages; P < 0.001]. In addition,
among the four cases in which c¢fDNA sample was obtained after
excisional biopsy of the primary tumor, in two of these cases less than
50% of mutations observed in the paired FFPE sample could be
detected in the cfDNA, while none of the mutations were detected
in the remaining two cases.
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Figure 1.

Mutational profile in cfDNA of the 79 patients with DLBCL. Each column represents one tumor sample, and each row represents one gene. Molecular groups; MYC and
BCL2 double expression; MYC, BCL2, and BCL6 rearrangement; double-hit status; and response to first-line treatment are also shown. Cases are grouped by COO.

Tumor burden assessment
ctDNA

The median amount of ctDNA was 2.64 log hGE/mL (range, 1.29-
4.27). Higher quantity of ctDNA significantly correlated with the
presence of B symptoms, elevated LDH and 32-microglobulin serum
levels, advanced Ann Arbor stage, and high-risk IPI (P < 0.05 in all
cases; Fig. 3A; Supplementary Table S5). However, there was no
significant correlation between the amount of ctDNA and the presence
of bulky mass or primary extranodal disease. Of note, the number of
detected mutations was not related to the amount of ctDNA (mean,
7.2 vs. 7.8 for low and high ctDNA, respectively).

PET/CT

Volumetric PET/CT determinations could be assessed in 63
cases. Median pretreatment TMTV was 207 cm® (range, 04,171
cm3), whereas median TLG was 1,525 (range, 0-26,295). As
expected, high TMTV and TLG correlated with bulky disease,
presence of B symptoms, elevated LDH serum levels, B2-micro-
globulin, advanced stage, and IPI (P < 0.05 in all the cases;
Supplementary Table S5). The ctDNA concentration significantly
correlated with the TMTV (R = 0.56; P < 0.001) and TLG (R = 0.43;
P <0.001), confirming that ctDNA measurements are related to the
lymphoma tumor burden (Fig. 3B). The optimal cutoff for PFS as
determined by maxstat for TLG was 7,898.
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Impact of initial variables, including mutational profile and
tumor burden, on response and outcome

Initial variables predicting the achievement of a CR in the 69
patients treated with curative intent included poor ECOG PS,
advanced stage (III-1V), elevated LDH and P2-microglobulin, and
high-intermediate- or high-risk IPI (all P < 0.05; Supplementary
Table S6). The following single mutations predicted a low CR rate:
SETDIB, CIITA, and FOXOI (P < 0.03). The previously described
genetic subtypes and the number of mutations did not predict CR. We
also examined the impact of pretreatment ctDNA levels on outcome,
using 2.5 log hGE/mL of ctDNA as threshold. Patients with high
ctDNA levels had a significantly lower CR rate than those with low
ctDNA levels (65% vs. 96%, respectively; P < 0.004). Patients with high
TMTYV and TLG also had a significantly lower CR rate (TMTV, 56% vs.
97%; P < 0.001 and TLG, 36% vs. 94%; P < 0.001). In a multivariate
analysis, including IPI, ctDNA amount, and TMTV, only TMTV (HR,
0.56; P = 0.009) maintained its predictive value for CR achievement in
the final model with 50 cases.

Clinical variables associated with a shorter PES in the univariate
analysis were: high serum LDH and 2-microglobulin, double expres-
sion of MYC and BCL2, advanced stage, and high-risk IPI
(Table 2; Fig. 4A). Mutations of the following genes were related
to a poor PFS: CIITA, SETDIB, OSBPL10, and MYC (P < 0.05).
Patients with high ctDNA levels had a significantly inferior 24-
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Table 2. CRrate, PFS, and OS according to parameters reflecting
tumor burden in the 69 patients with DLBCL treated with curative
intent.

Variable N CR (%) 2-year PFS  2-year OS
Bulky disease

No 52 43(83) 75 86

Yes 17 12 (71) 61 88
LDH

Normal 30 29 (97)° 84° 97°

>ULN 39 26 (67) 63 79
B2-microglobulin

Normal 30 30 (100)* 88* 100°

>ULN 39 24 (63) 61 76
IPI

Low/intermediate-low 39  36(92)° 83 97°

Intermediate-high/high 30 19 (63) 60 73
ctDNA

Low 25 24 (96)* 85% 100°

High 34 22 (65) 65 73
TMTV

Low 35 34(97)?° 80? 94°

High 25 14 (56) 56 75
TLG

Low 46 43 (94)° 81° 9

High 14 5(36) 36 71

Abbreviation: ULN, upper limit of normal.
%P < 0.05.

month PFS than those with low levels (65 vs. 85%, respectively; P =
0.038; Fig. 4B). Higher TMTV and TLG predicted for a lower 24-
month PES (TMTYV, 56% vs. 80%; P = 0.012 and TLG, 36% vs. 81%; P <
0.001; Table 2; Fig. 4C). A multivariate analysis was performed,
including IPI, ctDNA (low vs. high), and TMTV (low vs. high). In
the final model with 50 patients, only TMTV [HR, 3.32 (95% CI, 1.22-
9.0); P = 0.018] retained independent prognostic value for PFS
(Supplementary Fig. S3).

Nine patients eventually died during follow-up, with a 24-month OS
of 86% (95% CI, 79%-93%). Initial variables predicting OS were older
age (>60 years), poor ECOG PS, presence of B symptoms, extranodal
involvement, advanced stage, high B2-microglobulin serum levels,
higher IPI, double expression of MYC and BCL2, high ctDNA level,
and TMTV (all P < 0.05). PIMI, FOXOI1, DTX1, CIITA, SETDIB,
OSBPLI10, and MYC mutations were associated with poor OS (P <
0.05). Patients with high ctDNA levels had a significantly inferior
24-month OS than those with low levels (73% vs. 100%, respec-
tively; P = 0.007; Fig. 4B). Higher TMTV, but not TLG, predicted
for a poorer 24-month OS (TMTYV, 75% vs. 94%; P = 0.0478 and
TLG, 71% vs. 91%; P = 0.071; Table 2; Fig. 4C).

Discussion

Liquid biopsy, particularly cfDNA, has been increasingly used for a
wide variety of applications in oncology, including diagnosis, prog-
nosis, and the identification of therapeutic targets (6). In addition,
ctDNA provided information regarding tumor burden with a good
correlation with other clinical parameters and the metabolically active
tumor mass as assessed by PET (12, 22).

We have conducted a population-based prospective study showing
that cfDNA is a reliable source for DLBCL genotyping. Although the
study was designed to enroll all cases consecutively diagnosed with
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DLBCL at a single institution, 15% of the potential candidates could
not be included, mostly due to the start of treatment before sampling.
Of note, these cases corresponded to a high-risk population, with poor
initial features, low CR rates, and unfavorable outcome. Obviously, this
represents a bias in an attempted “real-life” study. Nevertheless, it is
likely that this bias is also present in previous studies based on
retrospective series (9, 12).

One of the aims of this study was the assessment of ctDNA to
objectively estimate tumor burden. We have confirmed that baseline
ctDNA levels are significantly associated with well-described clinical
parameters of tumor burden, including serum LDH and IP], and also
with B2-microglobulin level and advanced stage, which were not
clearly associated in previous series (7, 11, 12). The prognostic value
of PET has been demonstrated in different lymphoma subtypes,
particularly by using quantitative assessment of TMTV and TLG (13).
We have confirmed the prognostic value of these two factors in this
cohort. Furthermore, a correlation between baseline ctDNA levels and
TMTV was observed, indicating that ctDNA levels might be a surro-
gate for tumor burden. Kurtz and colleagues (12) showed that pre-
treatment ctDNA levels and molecular responses both after first-line
and salvage therapy were independent prognostic markers. Using the
same cutoff, we observed that patients with high ctDNA levels had
significantly inferior 24-month PFS (65% vs. 85%; P = 0.038) and OS
rates (73% vs. 100%; P = 0.007) than those with low levels. To our
knowledge, this is the first confirmation of this finding in a larger
prospective single-center series. Finally, the multivariate analysis
showed that TMTYV, but not ctDNA, retained independent prognostic
impact on PFS. Although this is somewhat different from previous
studies (12, 22), it is not surprising because both ctDNA and TMTV
likely reflect the active mass of the tumor. Considering the relatively
small number of cases included in this multivariate analysis, larger
studies are needed to confirm the potential independent prognostic
value of these highly correlated measurements and to further clarify the
role of ctDNA in the clinical setting.

Median TMVT was lower than in previous series (20, 21). The
median value is crucially dependent on the segmentation method, the
patient population characteristics, and the efficacy of treatment. There
is no agreement on the best method. We employed the SUV >2.5
method, which according to previous reports has the best interobserver
agreement and is the easiest to apply (20). Mikhaeel and colleagues (21)
analyzed the prognostic value of quantitative PET measurements,
particularly metabolic tumor burden, in a retrospective study includ-
ing 147 consecutive patients treated with R-CHOP at a single insti-
tution. They used an in-house software to automatically segment
tumor volumes with SUV > 2.5. Median TMTV of this series was
592 cm?; however 40% of the patients had bulky disease at diagnosis
and 68% of patients had stage III-IV.

Previous studies have shown that cfDNA could provide an accurate
picture of the genetic landscape of lymphoprolipherative disorders.
This is of great interest since the expansion of NGS has highlighted the
importance of gene mutations and CNA beyond the COO and FISH
alterations. In fact, new genetic classifications that incorporate such
data have been recently proposed, with the objective of grouping the
patients according to common mechanisms of lymphomagenesis
susceptible of potential specific target therapies (3-5). Indeed, cfDNA
might be useful not only at diagnosis when tissue biopsy is mandatory,
but also at relapse when excision biopsy is frequently unavailable.

At least one mutation was detected in plasma in the majority (87%)
of the cases. This finding is consistent with previous publications, in
which the rate of detection varied from 63% to 85% (7, 11). We also
aimed to determine the reliability of the technique by comparing the
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Figure 4.

Survival analysis of the 69 patients treated with curative intent. A, Results of the univariate analysis for PFS and OS. B and C, Kaplan-Meier estimates of PFS and OS

according to pretreatment ctDNA levels and TMTV value.

information obtained from cfDNA with that from the tumor tissue. In
our hands, the sensitivity of cfDNA to detect mutations present in the
paired FFPE samples was 68%. This proportion increased to 71% when
the number of mutated genes was taken into consideration, instead of
the number of mutations. In a previous study, Rossi and colleagues (7)
determined the basal genetic profile of DLBCL by ultra-deep targeted

AACRJournals.org

NGS of 50 diagnostic plasma samples. They were able to detect in
plasma, 83% of the mutations seen in the tissue biopsy in 18 paired
cases. This slight difference could be explained by the lower sequencing
coverage of our series (mean depth, 329 x vs.>1,000 x ), together with
a substantially higher number of tested genes (N = 112 vs. 59). In this
regard, most of the biopsy mutations not detected in the cfDNA had a
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low representation in the tissue suggesting that they could be present
below the limit of detection in the cfDNA due to the low sequencing
depth. In fact, when we considered only mutations with >20% allelic
frequency in the tumor biopsy, we were able to detect up to 77% of the
mutations in cfDNA. On the other hand, we observed that in localized
stages or after excisional diagnostic procedures, the sensitivity of
cfDNA to detect tumor mutations was significantly lower.

The mutational landscape described from c¢fDNA in our study was
highly consistent with that previously published in different DLBCL
series, including a different cohort from our institution (3, 4, 7, 23). It
included genes with prognostic impact and related to targeted drugs,
such as TP53, MYD88, EZH2, NOTCHI1, CD79B, or CREBBP that
could be relevant in the near future in the treatment of these patients.
Note that we did not analyze CNA because of our NGS panel was not
designed to capture regions effected by chromosomal alterations and
the lack of baseline cfDNA samples to be used in the analyses. Recently,
Wright and colleagues (5) proposed a new genetic system able to
classify up to 63.1% of DLCBL cases (47.6% core cases, 9.8% extended
cases, and 5.7% genetically composite cases). Applying this algorithm
with the mutations identified in the cfDNA, we were able to classify
43% of our cases, providing evidence to use cfDNA as a source for
molecular classification. The lower percentage of cases classified in our
series could be explained by the limited number of genes studied
together with the lack of information regarding CNA, which impaired
the assessment of the entire classification proposed. This also might
explain the fact that molecular classification had no significant impact
on the response to treatment.

The identification of predictive biomarkers is an urgent need to
allow a rational selection of the most effective therapies in the future
clinical practice. It is proposed that the DLBCL genetic subtypes differ
strikingly in their response to standard chemoimmunotherapy and
may also respond differently to targeted therapies (5). In the last years,
different agents have been combined with standard chemoimmu-
notherapy without an improvement in response or survival (24-26),
although only COO classification was used. The incorporation of this
molecular classification for treatment selection into the design of
clinical trials, and eventually in the real-life setting, is a first step of
improvement in the era of personalized medicine.

In summary, cfDNA was easily accessible and useful for estimating
the tumor burden and tumor mutational profile in our prospective
cohort of patients with DLBCL. Evaluating its relationship with the
mutational burden or particular genetic profiles could provide decisive
information to tailor therapeutic approaches.
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Supplemental Materials

Supplementary Methods

1.

2.

Sample collection and processing
cfDNA extraction and quantification
Tumor genomic DNA/RNA extraction
Cell of origin determination

Library design for hybrid selection
Next generation sequencing
Bioinformatic analyses

Somatic versus germ line variants classification

Sample collection and processing

In all the cases, plasma samples for cell-free DNA (cfDNA) extraction were

collected at diagnosis, before the start of treatment, using PAXgene Blood

ccfDNA tubes (PreAnalytiX, Switzerland). In addition, in 45 selected cases

genomic DNA from the paired diagnostic formalin-fixed paraffin-embedded

(FFPE) tissue biopsy was obtained. cfDNA was extracted from 2-4 mL of

plasma using the QlAamp circulating nucleic acid kit (Qiagen, Germany).

Genomic DNA and RNA were isolated from FFPE diagnostic tissue biopsies

using the AllPrep DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen, Germany) according to the

manufacturer’s instructions.
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cfDNA extraction and quantification

Blood samples were centrifuged for 10 min at 1500g and subsequently for 1
minute at 20000 g. Plasma was aliquoted into 1mL in microtubes and stored at
—-80°C until extraction. cfDNA was extracted from 2-4 mL of plasma using the
QlAamp circulating nucleic acid kit (Qiagen, Germany). The quantity and quality
of the samples were assessed using Qubit High Sensitivity dsDNA (Thermo
Fisher Scientific) and TapeStation (Agilent).

Levels of cfDNA are reported as haploid genome equivalents per mL of plasma
(hGE/mL), determined as the product of total cell-free DNA concentration and
the mean allele fraction of somatic alterations, and expressed as a base-10
logarithm (log hGE/mL). We selected the 2.5 log hGE/mL threshold for

pretreatment cfDNA level according to previous publication’.

Tumor genomic DNA/RNA extraction

Genomic DNA and RNA were isolated from FFPE diagnostic tissue biopsies.
Five 10 um-thick sections per sample were used to extract RNA and DNA using
the AllPrep DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen, Germany) according to the

manufacturer’s instructions.

Cell of origin determination

The molecular cell of origin of the tumors was established using 200ng of RNA
to determine gene expression levels by means of the Lymph2Cx assay
(Nanostring technologies, Seattle, WA). Samples were hybridized to the custom
codesets at 65°C overnight (15.5 to 22.5 hours). nCounter digital analyzer was

used for fully automated imaging and data collection. Samples were classified
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as GCB, ABC and Unclassified subtypes using the algorithm previously

described?.

Library design for hybrid selection

A targeted sequencing gene panel, including 112 genes (target region: 388Kb)
that are recurrently mutated in DLBCL and other mature B-cell tumors, was
specifically designed for this project (Supplementary Table S1). The design of
the panel was carried out using capture tools as follows: 1) genes mutated in
>5% of mature B-cell tumors, 2) genes associated with resistance to

chemotherapy in mature B-cell tumors.

Next generation sequencing

Mutation profiles were generated using a custom hybridization capture-based
panel strategy (compatible with cfDNA and DNA from FFPE samples) and
subsequent sequenced in a MiSeq instrument (lllumina). Libraries were
performed using 15-30 ng of cfDNA and 150 ng of gDNA from FFPE samples,
following the procedure indicated by the manufacturer recommendations.
Targeted sequencing was performed using molecular-barcoded library adapters
using the ThruPLEX Tag-seq kit (Takara) and a hybridization capture based
method (SureSelectXT-Agilent Technologies). The quality of the libraries was
determined using the Bioanalyzer high sensitivity DNA kit (Agilent) and
quantified by PCR using the KAPA library quantification kit (KAPA Biosystems).
Finally, the libraries were pooled and sequenced 2x130 bp in the MiSeq

instrument.
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Bioinformatic analyses

Next-generation sequencing data for variant calling was analyzed using an
updated version of our in-house pipeline3. Briefly, raw reads were trimmed
using the SurecallTrimmer (v4.0.1, AGeNT, Agilent). Alignment of the trimmed
reads was performed using BWA-mem algorithm (v0.7.17), PCR or optical
duplicates were marked wusing MarkDuplicates from Picard (RRID:
SCR_006525), and the base quality score recalibration was performed using
GATK’s BaseRecalibrator and ApplyBQSR functions (RRID: SCR_001876
v4.0). Variant calling was performed in parallel using VarScan2, Mutect2,
VarDict, outLyzer, and freebayes. Only variants that were identified as “PASS”
by at least 3 of the algorithms were considered. Finally, variants were annotated
using snpEff/snpSift (v4.3t). Mutations were visually inspected on Integrative

Genomics Viewer (IGV).

Somatic versus germ line variants classification

Variants reported in 1000 Genome Project, EXAC and/or gnomAD with a
population frequency >1% were considered polymorphisms and automatically
removed from the analysis. To further filter out non-recurrent polymorphisms,
variants were only considered somatic if 1) they were not reported as germ line
in our custom ICGC data base of 506 WGS/WES*; and were 2) truncating, or 3)
predicted as potentially damaging by at least one of the following algorithms:
CADD (phred score > 10), PolyPhen2 (score > 0.9), SIFT (score < 0.1) (RRID:
SCR_012813), and/or MutationAssessor (score > 2) (RRID: SCR_005762).

Next, we sequenced the non-tumoral DNA of 14 cases to assess the accuracy
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of our somatic predictor method. In these 14 cases, our 3-step algorithm had a

sensitivity of 93% and a specificity of 70%.

110



REFERENCES

1 Kurtz DM, Scherer F, Jin MC, Soo J, Craig AFM, Esfahani MS et al.
Circulating Tumor DNA Measurements As Early Outcome Predictors in
Diffuse Large B-Cell Lymphoma. J Clin Oncol. 2018; 36: 2845-2853.

2 Scott DW, Wright GW, Williams PM, Lih C-J, Walsh W, Jaffe ES et al.
Determining cell-of-origin subtypes of diffuse large B-cell lymphoma using
gene expression in formalin-fixed paraffin-embedded tissue. Blood. 2014;
123: 1214-1217.

3 Nadeu F, Delgado J, Royo C, Baumann T, Stankovic T, Pinyol M et al.
Clinical impact of clonal and subclonal TP53, SF3B1, BIRC3, NOTCH1,
and ATM mutations in chronic lymphocytic leukemia. Blood. 2016; 127:
2122-2130.

4 Puente XS, Bea S, Valdés-Mas R, Villamor N, Gutiérrez-Abril J, Martin-
Subero JI et al. Non-coding recurrent mutations in chronic lymphocytic

leukaemia. Nature. 2015; 526: 519-524.

111



Figure S1. Consort diagram of patient flow through study
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Figure S2. Mutational profile in cfDNA of the 79 patients with DLBCL

according to the genetic subtypes.
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Figure S3. Results of the multivariate analyze for PFS

PFS P value
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RESUMEN SEGUNDO TRABAJO

La utilizacion de tecnologias basadas en secuenciacion de nueva generacion
(NGS) ha permitido explorar la utilidad del DNA circulante tumoral (ctDNA) como
marcador prondstico y para la deteccion y caracterizacion genética de diferentes
neoplasias, entre ellos los linfomas. Esta opcion es particularmente util cuando
no se dispone de una muestra de biopsia del tumor para el analisis molecular,
como ocurre con frecuencia en el linfoma de células grandes B primario del
mediastino (LPM). El objetivo de este trabajo fue el evaluar el uso del ctDNA para
la caracterizacidén genomica en pacientes recién diagnosticados de LPM y su
correlacion con los parametros clinicos.

En el presente estudio se incluyeron 20 pacientes diagnosticados de LPM segun
los criterios de la OMS en dos centros espafioles entre 2015 y 2020. El unico
criterio de inclusion de los pacientes fue que dispusieran de una muestra de
plasma para la extraccién de ctDNA al momento del diagndstico.

El perfil mutacional se pudo evaluar en ctDNA en18/20 casos (M/H 11/7; mediana
de edad 30 afos). Todos los pacientes recibieron tratamiento con
inmunoquimioterapia, tras el cual 10 alcanzaron RC y 4 RP, mientras que 4
tuvieron progresion de la enfermedad. La sensibilidad del ctDNA para detectar
las mutaciones presentes en las muestras pareadas de FFPE fue del 69% (95%
IC: 60-78%). El perfil mutacional obtenido de las muestras de plasma fue
altamente concordante con el descrito en la literatura. Los genes mas
recurrentemente mutados fueron B2M (61%), SOCS1 (61%), GNA13 (44%),
STAT6 (44%), NFKBIA (39%), ITPKB (33%) y NFKBIE (33%). Ademas,
observamos una concordancia del 75% entre los microarrays de DNA y el low-
pass WGS para detectar ganancias/pérdidas cromosémicas, con una
concordancia de ambas técnicas notablemente mayor para las alteraciones
clonales (18/20, 90%) en comparacion con las alteraciones subclonales que se
identificaron mayoritariamente en el tejido. No se observaron asociaciones
significativas entre la cantidad de ctDNA y la carga tumoral o el prondstico de los
pacientes.

En conclusion, el ctDNA es una excelente fuente alternativa para la

caracterizacion genética precisa de los pacientes con LPM.
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Abstract: High-throughput sequencing of cell-free DNA (cfDNA) has emerged as a promising
noninvasive approach in lymphomas, being particularly useful when a biopsy specimen is not
available for molecular analysis, as it frequently occurs in primary mediastinal large B-cell lymphoma
(PMBL). We used cfDNA for genomic characterization in 20 PMBL patients by means of a custom
NGS panel for gene mutations and low-pass whole-genome sequencing (WGS) for copy number
analysis (CNA) in a real-life setting. Appropriate cfDNA to perform the analyses was obtained in
18/20 cases. The sensitivity of cfDNA to detect the mutations present in paired FFPE samples was
69% (95% CI: 60-78%). The mutational landscape found in cfDNA samples was highly consistent
with that of the tissue, with the most frequently mutated genes being B2M (61%), SOCS1 (61%),
GNA13 (44%), STAT6 (44%), NFKBIA (39%), ITPKB (33%), and NFKBIE (33%). Overall, we observed
a 75% concordance to detect CNA gains/losses between DNA microarray and low-pass WGS. The
sensitivity of low-pass WGS was remarkably higher for clonal CNA (18/20, 90%) compared to
subclonal alterations identified by DNA microarray. No significant associations between cfDNA
amount and tumor burden or outcome were found. ¢fDNA is an excellent alternative source for the
accurate genetic characterization of PMBL cases.

Keywords: cell-free DNA; primary mediastinal large B-cell lymphoma; mutational profile; copy
number analysis

1. Introduction

Primary mediastinal large B-cell lymphoma (PMBL) is recognized as a specific entity by
the World Health Organization (WHO) classification, with particular clinical, histological,
and molecular features. It accounts for 2% to 3% of all non-Hodgkin lymphomas [1].
Typically, patients present with a large mass in the anterior mediastinum, which often
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makes it difficult to perform a biopsy. Occasionally, histological samples can initially be
non-diagnostic due to extensive fibrosis and necrosis, leading to patients either undergoing
mediastinoscopy or thoracoscopy to reach the diagnosis [2]. PMBL has recurrent genomic
alterations, including somatic gene mutations and copy number alterations (CNA), as well
as a characteristic gene expression profile. Constitutive activation of the nuclear factor-kB
(NF-kB) and JAK/STAT pathways are recognized as a hallmark of this disease [3,4].

Cell-free DNA (cfDNA) has emerged as a noninvasive tool, complementary to tissue
biopsies, particularly in cases in which a tumor biopsy is clinically difficult to obtain [5].
In Oncology, cfDNA has demonstrated its utility in monitoring the response to treatment
real time, guiding therapy, and detecting early recurrence [6]. In recent years, cfDNA
has been investigated in Hodgkin and non-Hodgkin lymphomas, using next-generation
sequencing (NGS) for genetic analysis, providing a straightforward and easier detection
method for assisting in the molecular profiling of tumors. In addition, cfDNA baseline
levels have proven to be a remarkably useful tool to predict response to treatment and
clinical outcomes [7]. Several studies of cfDNA in diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL)
using NGS customized gene panels have shown that the mutational landscape from cfDNA
samples was highly consistent with that observed in tissue biopsies, and also highlighted
mutations only present in cfDNA, a fact that could be explained by the spatial heterogeneity
of the tumor [8-11]. Although some of these studies include PMBL [9,11,12], the low
number of cases analyzed and the lack of PMBL-specific analyses preclude any solid
conclusion about the use of cfDNA for PMBL genomic characterization.

Genetic studies are difficult in PMBL mainly due to the scarce available material.
This is particularly relevant both at diagnosis, when the biopsy is obtained by a large
core needle leading to sufficient material for establishing a diagnosis but not for further
analysis, and at relapse. In this setting, the use of cfDNA might overcome this limitation
and become a reliable ground for genetic studies in PMBL. Thus, the aim of this study
was to assess the use of cfDNA as a reliable source for genomic characterization using a
custom NGS panel for gene mutations and low-pass whole-genome sequencing (WGS) for
CNA in newly diagnosed patients with PMBL in a real-life setting and its correlation with
clinical parameters.

2. Methods
2.1. Patients

Twenty-four patients were diagnosed with PMBL in two institutions between 2015
and 2020. Using the availability of plasma for cfDNA assessment, we selected the 20 cases
with available plasma samples at diagnosis. The mutational profile could be evaluated in
cfDNA in 18 cases with enough cfDNA quantity after extraction (at least 15 ng of cfDNA
for library construction), which constituted the subjects of the present study:.

Staging was performed according to standard procedures, including positron emission
tomography/computed tomography (PET/CT) and unilateral bone marrow biopsy [13].
The main clinico-biological and follow-up characteristics were recorded and analyzed
(variables studied are detailed in Supplementary Methods) (Table 1). All patients were
treated with chemoimmunotherapy, including R-CHOP (rituximab, cyclophosphamide,
doxorubicin, vincristine, and prednisone) or DA-EPOCH-R (dose-adjusted etoposide,
prednisone, vincristine, cyclophosphamide, doxorubicin, and rituximab), followed by
consolidative radiation therapy in selected cases (Table 1). Responses were assessed by
end-of-therapy PET/CT according to standard guidelines [13].

2.2. Histologic Review

Cases were reviewed for the present study by G.E, L.C., and E.C. Morphological and
immunohistochemical analyses were carried out according to the WHO classification [1]
using the following markers: (1) B-cell differentiation antigens: CD10, CD19, CD20, CD22,
CD23, CD79a, BCL6, and IRF4/MUM], (2) T-cell antigens: CD2, CD3, CD4, CD5, CD?7,
CD8, and CD45RO, and (3) cell proliferation and apoptosis: Ki67, CD30, and BCL2.
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Table 1. Main baseline features, treatment, and response of the 18 patients with PMBL.

Characteristics N (%)

Median age (range) 30 (19-68)
Female/Male 11/7 (61/39)
ECOG-PS > 2 2 (11)
B symptoms 8 (44)
Stage

/1 12 (67)

/v 6 (33)
Bone marrow infiltration 0(0)
Bulky mass (>7 cm) 14 (78)
Lactate dehydrogenase > normal 14 (78)
IPT

Low risk 10 (56)

Low-Intermediate risk 5(28)

High-Intermediate risk 2(11)

High risk 1(5)
Treatment

R-CHOP 13 (72)

DA-R-EPOCH 5 (28)
Consolidative radiotherapy 10 (56)
Response to treatment

Complete response 10 (56)

Partial response 4(22)

Progressive disease 4(22)

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group. IPI: International Prognostic Index. R-CHOP: rituximab, cy-
clophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone. DA-EPOCH-R: dose-adjusted etoposide, prednisone,
cyclophosphamide, vincristine, doxorubicin, and rituximab.

2.3. Sample Collection and DNA Extraction

Plasma samples were collected at diagnosis, before the start of treatment, using EDTA
tubes or PAXgene Blood ccfDNA tubes (PreAnalytiX, Hombrechtikon, Switzerland) and
were processed within the first four hours after blood extraction (Supplementary Methods).
cfDNA was extracted from 2—4 mL of plasma using the QIAamp circulating nucleic acid kit
(Qiagen, Hilden, Germany) or the MagMax Cell Free DNA isolation kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). In parallel, genomic DNA (gDNA) was isolated from diagnostic formalin-
fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue biopsies using the AllPrep DNA /RNA FFPE Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions.

Levels of cfDNA are reported as haploid genome equivalents per mL of plasma
(hGE/mL), determined as the product of total cell-free DNA concentration and the mean
allele fraction of somatic alterations, and expressed as a base-10 logarithm (log hGE/mL).
We selected the 2.5 log hGE/mL threshold for pretreatment cfDNA level according to
previous publication [12].

2.4. Mutational Profile and Copy Number Alterations

NGS was performed using a panel of 112 recurrently mutated genes in B-cell lym-
phoma as previously described (Supplementary Table S1) [10]. Briefly, libraries were
performed with 15-30 ng of ¢fDNA and 150 ng of gDNA using molecular-barcoded library
adapters (ThruPLEX Tag-seq kit; Takara, Tokyo, Japan) coupled with a custom hybridiza-
tion capture-based method (SureSelect XT Target Enrichment System Capture strategy,
Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) and sequenced in a MiSeq instrument
(llumina, San Diego, CA, USA, 2 x 150 bp) (Supplementary Methods). The bioinformatic
analysis was performed using our in-house NGS pipeline [10,14,15]. Synonymous and
intronic variants, as well as potential polymorphisms, were removed from downstream
analyses [10]. A detailed description on sample processing, library preparation, sequencing,
and bioinformatic analysis can be found in the Supplementary Files.
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Libraries for low-pass WGS were performed with the ThruPLEX Tag_seq kit using
30 ng of cfDNA in only two cases (cases 4 and 5) due to the availability of cfDNA for library
constructions. Libraries were sequenced in a NextSeq550 (2 x 75 bp, lllumina) aiming at
mean coverage of 0.5x. Raw reads were mapped to the human reference genome (GRCh37)
using the BWA-mem algorithm (v0.7.17) [16]. BAM files were generated, sorted, and
indexed using samtools (v1.9) [17]. PCR duplicates were flagged using Picard tools (v2.17.0).
FastQC (v0.11.5) and Picard tools were used to extract quality control metrics. Mean
coverage was 0.97x [range 0.34-2.41x]. CNA were extracted using ichorCNA (v0.3.2) [18]
following authors’ recommendations. Copy number neutral -loss of heterozygosity (CN-
LOH) were not evaluated using low-pass WGS.

CNA were also analyzed from gDNA using the Affymetrix Genome-wide Oncoscan
CNV FFPE arrays. Gains, losses and copy neutral loss of heterozygosity (CN-LOH) were
evaluated using Nexus version 9.0 Discovery Edition software (Biodiscovery, El Segundo,
CA, USA) using the GRCh37 human reference genome. CNA with a minimum size of
100 kb and telomeric CN-LOH larger than 10 Mb were considered.

2.5. Statistical Analyses

We used standard definitions for complete response (CR), progression-free survival
(PFS), and overall survival (OS) [13]. The chi-square method was used to compare cate-
gorical variables and the Student’s t-test for continuous variables. Non-parametric tests
were applied when necessary. Logistic regression was used to select the best variables
predicting for CR. Actuarial survival analysis was performed by the Kaplan-Meier method
and differences were assessed by the log-rank test. Statistical analyses were carried out
using R (version 3.6.3; R Foundation, Vienna, Austria).

3. Results
3.1. Detection of Genetic Alterations in cfDNA

c¢fDNA was obtained in 20 patients. However, as previously indicated, the mutational
profile of two cases could not be assessed due to the low amount of cfDNA or low quality
of DNA (one case each). Thus, the mutational landscape was finally assessed in 18 cases
with a mean coverage of the cfDNA samples of 363 x (range: 114-616x). The median
number of mutations per sample was 15 (range: 1-30). Figure 1 shows the mutational
profile of all the patients, restricted to genes mutated in >2 cases (more than 10%). The
most frequently mutated genes were B2M (61%), SOCS1 (61%), GNA13 (44%), STAT6 (44%),
NFKBIA (39%), ITPKB (33%), and NFKBIE (33%). The complete list of mutations is detailed
in Supplementary Table S2.

3.2. Validation of Mutations in Tissue Biopsies

We performed targeted NGS in paired FFPE samples to validate the cfDNA mutational
analysis. Sufficient DNA for library constructions could be obtained from FFPE samples in
9 out of 18 cases. The remaining 9 cases were excluded due to insufficient material for DNA
extraction (n = 6) or insufficient quantity and/or quality for library preparation (n = 3).

The mean coverage in FFPE samples was 687 x (range: 110-1520x). In 7 out of 9 cases
(78%), most mutations (>80%) were observed both in the cfDNA and the FFPE samples.
In the remaining 2 cases, the number of mutations identified in cfDNA was lower than
that observed in the paired FFPE sample. Of note, these 2 cases corresponded to localized
disease (Ann Arbor stage I). In 4 cases, additional mutations were only detected in cfDNA
compared to gDNA (Figure 2). Overall, the sensitivity of cfDNA to detect the mutations
present in paired FFPE samples was 69% (95% CI: 60-78%).
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Figure 1. Mutational profile in the cfDNA of the 18 patients with PMBL. Each column represents
one tumor sample, and each row represents one gene. Cases are grouped by response to first-
line treatment.
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Figure 2. Concordance between mutations detected in ¢fDNA and matched tumor gDNA.
(A) Number of mutations by case. Mutations are coded by color according to whether they were
detected in both samples (blue), only in the FFPE sample (green), or only in ¢fDNA (red). The
percentage of concordance is showed for each case; (B) Prevalence of somatic mutations detected by
NGS in cfDNA and gDNA.
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3.3. Copy Number Alterations

We investigated CNA using OncoScan arrays in 2 FFPE samples. Several CNA
were detected in both samples, corresponding to a total of 8 and 16 alterations per case
(Supplementary Table S3). In both cases, we observed gains of 5p, 7q, and trisomy 9, 21,
and X, as well as losses of 7p. We compared the CNA results from the arrays with the
CNA obtained from the low-pass WGS of cfDNA. Overall, we observed a 75% concordance
to detect CNA between OncoScan and low-pass WGS. The sensitivity of low-pass WGS
was remarkably higher for clonal CNA (18/20, 90%) compared to subclonal alterations
identified by OncoScan (absolute probe median <0.1; 0/4 alterations) (Figure 3).

Tumor  Num Overlap Overlap
13 14 15 16 17 18 19202122 X fraction CNA  clonal CNA subclonal CNA

Low-pass WGS

OncoScan

4 5 6 7 8 9 10 1" 12
0.28 7 7”8 No subclonal
(88%) CNA by
NA 8 © OncoScan

124

Low-pass WGS '
B 030 12 11/12 0/4
OncoScan NA 16 (92%) (0%)

CNA

Subclonal CN deletion Subclonal CN gain
Clonal CN deletion Clonal CN gain

Figure 3. Copy number profile of primary mediastinal large B-cell lymphoma. The first line refers to
CNA from cell-free DNA low-pass WGS, followed by the CNA of FFPE Oncoscan. Chromosomes are
sorted from 1 to X and p to q (chromosome Y was excluded). Gains and losses are depicted in blue
and red, respectively. The subclonal CNA are highlighted by low color brightness.

3.4. Tumor Burden Assessment by cfDNA

The median amount of cfDNA was 2.65 log hGE/mL (range, 1.77-3.60). There was
no significant association between the amount of cfDNA and the presence of B symptoms,
elevated LDH, advanced Ann Arbor stage, or the presence of a bulky mass. Of note, the
number of detected mutations did not correlate with the amount of ¢fDNA (mean 7.2 vs. 7.8
for low and high cfDNA, respectively).

3.5. Clinical Features, Treatment, and Outcome of the Patients

The main clinico-biological features of the 18 patients in whom mutational analyses
were performed are listed in Table 1. Seventy-eight percent of patients had bulky disease,
33% had advanced stage (III/IV), and the majority (84%) showed low- or low-intermediate-
risk International Prognostic Index. After frontline treatment, 10 (56%) patients achieved a
CR, 4 (22%) partial response and 4 (22%) were refractory. None of the patients achieving
a CR relapsed during follow-up. None of the initial clinical variables predicted for the
obtention of a CR, nor did the total number of gene mutations. PTPRD mutation predicted
for a higher CR rate (100% mutated vs. 39% wild-type; p = 0.029). After a median follow-up
of 44 months, 3-year PFS was 56% (95% CI: 37-84%). No clinical variable predicted PFS,
whereas the single mutation at PTPRD predicted for a longer PFS (2-year PFS 100% vs. 39%
for mutated and wild-type PTPRD, respectively; p = 0.035). Overall, three patients died
during follow-up, with a 3-year OS of 85% (95% CI: 63-99%). No clinical or genetic variables
were able to predict OS.

4. Discussion

Analysis of cfDNA has been increasingly used for assessing molecular profiling at
diagnosis, to define prognosis, and for identification of therapeutic targets in oncology,
including patients with lymphoma [19]. Here, we have analyzed the applicability of
cfDNA as a reliable source for mutational and CNA assessment of PMBL patients in whom
diagnostic biopsies are often difficult to obtain. Indeed, the information about the utility of
cfDNA in PMBL is scarce, with only one recently published report [20].

In the present series, we were able to detect mutations in the ¢fDNA in 18 out of 20
(90%) cases, a similar rate to that reported in other lymphoma series, including a DLBCL
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cohort from our own institution [10,11]. Camus et al. [20] reported the mutational profile
of 44 patients with PMBL using an abridged targeted panel of nine genes, detecting at
least one mutation in 32 (73%) patients. The higher detection rate obtained in our study
could be explained by the fact that we have used a broader gene panel including analysis
of CNA and we have used molecular-barcode technology to improve background removal
in the analysis of sequencing data and increase sensitivity. We also aimed to determine
the reliability of the technique by comparing the mutational profile obtained from FFPE
samples. In our hands, the sensitivity of cfDNA to detect mutations present in the paired
FFPE samples was 69%. Once more, this is in line with previous publications on DLBCL by
us and others [9-11].

Different genetic alterations have been described in PMBL, including constitutive
activation of the NF-kB and JAK-STAT pathways, along with genetic alterations that
promote immune evasion [21]. The mutational landscape described from cfDNA in our
study was highly consistent with that previously published in different series, including
two integrative genetic analyses [3,22]. Thus, members of the JAK-STAT and NF-kB
pathways, including SOCS1, STAT6, NFKBIA, NFKBIE, and TNFAIP3 were among the most
frequently altered genes. Recurrent CNA have been described in PMBL including gains
of 9p (CD274 and PDCD1LG2), 2p (REL), chromosome 6, and 11q. Importantly, we were
also able to detect CNA from c¢fDNA using low-pass WGS, with high accuracy for clonal
CNA compared to matched FFPE tumoral tissue samples. The usefulness of cfDNA for
CNA has been previously assessed on lymphoma. Rushton and colleagues [23] evaluated
CNA from 45 relapsed /refractory DLBCL (rrDLBCL) derived liquid biopsies collected after
relapse using low-pass WGS, identifying nine regions enriched for recurrent amplifications
or deletions among rrDLBCL, providing insight into the biology of rrDLBCL from easily
accessible sources such as the peripheral blood.

Due to the limited number of fully studied cases, it was difficult to find significant
correlations with prognosis in the current study. In fact, even the main clinical variables
did not show a predictive impact. Nevertheless, it is noteworthy that patients with PTPRD
mutation had a higher CR rate and prolonged PFS. PTPRD encodes the receptor-type-
protein-tyrosine-phosphatase-5, a tumor suppressor gene involved in cell growth regulation
through the JAK-STAT signal pathway. It has been previously described in indolent
and aggressive lymphomas, including marginal zone lymphoma and the primary central
nervous system DLBCL [24]. PTPRD mutations were associated with better PFS and OS
in patients with non-small cell lung cancer treated with immune checkpoint blockade,
providing evidence for exploring the role of this mutation in the PMBL patients who
receive immune checkpoint blockade in the era of immunotherapy [25].

Besides the genetic characterization of the mutational profile and CNA, the quantifi-
cation of cfDNA has been associated with well-recognized clinical parameters of tumor
burden (LDH, beta-2-microglobulin, total metabolic tumor volume), CR rate, and survival
in DLBCL and other lymphoid malignances, including a series from our institution [9,10,12].
However, in the present series, this correlation could not be established.

Tissue biopsies represent a bottleneck in the genetic characterization of the PMBL due
to the location of the tumors. Surgical biopsy by cervical mediastinoscopy, anterior medi-
astinotomy, or thoracoscopy is preferred over core biopsy [26], and sometimes samples are
scarce or exhausted during the diagnostic process, limiting further molecular studies [27].
Plasma is an accessible source of tumor DNA when DNA cannot be retrieved from the
diagnostic biopsy tissue and, indeed, cfDNA might be useful not only at diagnosis (when
tissue biopsy is mandatory), but also upon relapse, when excision biopsy is frequently
unavailable. In this sense, our study supports the use of cfDNA for an accurate genetic
characterization of PMBL tumors.
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Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/diagnostics12071575/s1. Supplementary methods; Table S1. Genes
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Supplemental Materials

Supplementary Methods
1. Clinical and evolutionary characteristics
2. Sample processing and DNA extraction
3. Library design for hybrid selection
4. Next generation sequencing
5. Bioinformatic analyses

6. Somatic versus germ line variants classification

Clinical and evolutionary characteristics

The main clinico-biological and evolutionary characteristics were recorded and
analyzed. These variables included: (a) clinical data: age, sex, performance status
according to the Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) scale, presence of B
symptoms and bulky disease (defined as a tumor diameter >7 cm), nodal and
extranodal involvement, number of extranodal involved sites, palpable splenomegaly,
bone marrow infiltration, and Ann Arbor Stage; (b) hematological and biochemical
parameters: white blood cell and lymphocyte counts, hemoglobin, and serum lactate

dehydrogenase (LDH); (c) the International Prognostic Index (IPI).

Sample processing and DNA extraction
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Blood samples were centrifuged for 10 min at 1500g and subsequently for 1 minute at
20000 g. Plasma was aliquoted into 1mL in microtubes and stored at —80°C until
extraction. cfDNA was extracted from 1-4 mL of plasma using the QIAamp circulating
nucleic acid kit (Qiagen, Germany) or MagMAX Cell-Free DNA Isolation Kit
(ThermoFisher Scientific, Foster City, USA). The quantity and quality of the samples
were assessed using Qubit High Sensitivity dsSDNA (Thermo Fisher Scientific) and
TapeStation (Agilent). Genomic DNA and RNA were isolated from FFPE diagnostic
tissue biopsies. Five 10 um-thick sections per sample were used to extract RNA and
DNA using the AllPrep DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen, Germany) according to the

manufacturer’s instructions.

Library design for hybrid selection

A capture-based sequencing gene panel targetingll2 genes (target region: 388Kb)
recurrently mutated in DLBCL and other mature B-cell tumors was specifically
designed for this project (Supplementary Table S1). The design of the panel was carried
out to interrogate: 1) genes mutated in >5% of mature B-cell tumors, 2) genes associated

with resistance to chemotherapy in mature B-cell tumors.

Next generation sequencing

Mutation profiles were generated using a custom hybridization capture-based panel
strategy (compatible with cfDNA and DNA from FFPE samples) and subsequent
sequenced in a MiSeq instrument (Illumina). Libraries were performed using 15-30 ng
of cfDNA and 150 ng of gDNA from FFPE samples, following the procedure indicated

by the manufacturer recommendations. Targeted sequencing was performed using
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molecular-barcoded library adapters (ThruPLEX Tag-seqkit, Takara) and a
hybridization capture based method (SureSelectXT-Agilent Technologies), following
the manufacturer’s recommendations. Quality of the libraries was determined using
the Bioanalyzer high sensitivity DNA kit (Agilent) and quantified by PCR using the
KAPA library quantification kit (KAPA Biosystems). Finally, the libraries were pooled

and sequenced at 2x150 bp in a MiSeq instrument.

Bioinformatic analyses

Capture-based next-generation sequencing data was analyzed for gene mutations
using an updated version of our in-house pipeline!. Briefly, raw reads were trimmed
using the SurecallTrimmer (v4.0.1, AGeNT, Agilent). Alignment of the trimmed reads
was performed using BWA-mem algorithm (v0.7.17), PCR or optical duplicates were
marked using MarkDuplicates from Picard (RRID: SCR_006525), and the base quality
score recalibration was performed using GATK’s BaseRecalibrator and ApplyBQSR
functions (RRID: SCR_001876 v4.0). Coverage uniformity and quality control metrics
were extracted using Picard (CollectInsertSizeMetrics, EstiamteLibraryComplexity,
CollectAlignmentSummaryMetrics, CollectTargetedPcrMetrics, and
CollectSequencingArtifactMetrics) and samtools (idxstats, and flagstat). As previously
observed?, all interrogated regions showed sufficient sequencing quality and coverage.
Variant calling was performed in parallel using VarScan2 (v2.4.3), Mutect2 (GATK
v.4.0.4.0), VarDict (v1.4), outLyzer (v1.0), and freebayes (v.1.1.0-54-g49413aa). Only
variants that were identified as “PASS” by at least 3 of the algorithms were considered.

Finally, variants were annotated using snpEff/snpSift (v4.3t). Mutations were visually
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inspected on Integrative Genomics Viewer (IGV). All programs were executed using

default settings.

Somatic versus germ line variants classification

Variants reported in 1000 Genome Project, ExXAC and/or gnomAD with a population
frequency >1% were considered polymorphisms and automatically removed from the
analysis. To further filter out non-recurrent polymorphisms, variants were only
considered somatic if 1) they were not reported as germ line in our custom ICGC data
base of 506 WGS/WES?; and were 2) truncating, or 3) predicted as potentially damaging
by at least one of the following algorithms: CADD (phred score > 10), PolyPhen2
(score>0.9), SIFT (score < 0.1) (RRID: SCR_012813), and/or MutationAssessor (score > 2)

(RRID: SCR_005762).

REFERENECS

1. Nadeu F, Delgado ], Royo C, et al. Clinical impact of clonal and subclonal
TP53, SF3B1, BIRC3, NOTCH1l, and ATM mutations in chronic
lymphocytic leukemia. Blood. 2016; 127(17): 2122-2130.

2. Rivas-Delgado A, Nadeu F, Enjuanes A, et al. Mutational Landscape and
Tumor Burden Assessed by Cell-free DNA in Diffuse Large B-Cell
Lymphoma in a Population-Based Study. Clinical Cancer Research. 2021
27(2): 513-521.

3. Puente XS, Bea S, Valdés-Mas R, et al. Non-coding recurrent mutations in

chronic lymphocytic leukaemia. Nature. 526, 519-524 (2015).

131



132



TERCER TRABAJO

TESTICULAR LARGE B-CELL LYMPHOMA IS GENETICALLY SIMILAR TO
PRIMARY CENTRAL NERVOUS SYSTEM LYMPHOMA AND DISTINCT
FROM NODAL DIFFUSE LARGE B-CELL LYMPHOMA

Alfredo Rivas-Delgado, Cristina Lopez, Guillem Clot, Ferran Nadeu, Marta

Grau, Gerarad Frigola, Jan Bosch, Josefine Radke, Naveed Ishaque, Miguel
Alcoceba, Gustavo Tapia Melendo, Luis Luizaga, Carmen Barcena, Nicholas
Kelleher, Neus Villamor, Tycho Baumann, Ana Muntafiola, Juan Manuel Sancho-
Cia, Alejandro Martin Garcia-Sancho, Eva Gonzalez Barca, Estella Matutes, Ken
Karube, ltziar Salaverria, Anna Enjuanes, Frank L Heppner, Reiner Siebert, Fina

Climent, Elias Campo, Eva Giné, Armando Lépez-Guillermo, Silvia Bea.

Enviado para publicacién

133



134



RESUMEN TERCER TRABAJO

El linfoma testicular de células B grandes (TLBCL) es un linfoma agresivo y poco
frecuente que se presenta en un sitio inmunoprivilegiado, recientemente
reconocido como una entidad distinta del linfoma difuso de células B grandes
(DLBCL). El objetivo de este estudio fue la caracterizacién genética de TLBCL,
asi como la posterior comparacién con dos series previamente publicadas, una
de LDCGB nodal y otra de linfoma difuso de células de células grande B primario
del sistema nervioso central (PCNSL).

Se incluyeron 61 pacientes diagnosticados de TLBCL en seis centros espafoles
entre 2002 y 2021. La determinacion de la célula de origen se evalué mediante
inmunohistoquimica (algoritmo de Hans) y/o arrays de expresion (Lymph2Cx).
Para caracterizar las alteraciones genéticas del TLBCL, realizamos NGS
utilizando un panel disefiado de 115 genes, arrays de expresion para determinar
las alteraciones del numero de copias y estudios de FISH (BCL2, BCL6' y MYC).
La mediana de edad fue de 70 afios y el 30% de los pacientes presentaban
enfermedad diseminada (estadio V) al diagnostico, incluidos 6 casos con
afectacion del SNC. El 83% de los casos presentd un fenotipo no GCB por el
algoritmo de Hans y el 71% correspondieron al subtipo ABC por Lymph2Cx. Se
observé una alta prevalencia de pérdida de expresion de HLA clase | (91%) y
HLA clase Il (62%). Se detectaron reordenamientos de BCL6 en el 36% (17/47)
de los casos, sin reordenamientos concomitantes de BCL2 y MYC. Integrando
los resultados de las mutaciones y CNA los genes/regiones alteradas en >50%
de los casos fueron PRDM1, CDKNZ2A/B, TNFAIP3, SGK1, ARID1B,
MYD88-2%P | SPIB, PIM1y CD79B. Se detectaron alteraciones concomitantes en
MYD88-265P, CD79B y PIM1 en 12 (29%) casos. Utilizando la herramienta
LymphGen, el 71% (30/42) de los casos se pudo clasificar en un subgrupo
molecular, siendo MCD el grupo mas frecuente (66%, 20/30).

Comparamos los pacientes con enfermedad localizada frente a los pacientes con
enfermedad sistémica (estadio IV). Como era de esperar, estos ultimos
presentaron mas frecuentemente sintomas B, niveles séricos elevados de LDH,
una puntuacion IPl mas alta y un peor ECOG. No se observaron diferencias en

el subtipo de COOQ, los subgrupos LymphGen o los reordenamientos MYC, BCL2
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y BCL6. Los pacientes con enfermedad localizada o diseminada mostraron una
complejidad gendmica similar segun la cantidad de CNA y la cantidad de genes
mutados.

En comparacion con el LDCGB nodal, los pacientes con TLBCL, tanto localizado
como diseminado, presentaron menos complejidad en el nimero de CNA (P=
0.01 y P < 0.04, respectivamente) pero mostraron una mayor cantidad de
mutaciones (P= 0.01 y P < 0.001, respectivamente). EI TLBCL presentd con
mayor frecuencia ganancias de 18q21.32-q23 (BCL2) y deleciones 6q y 9p21.3
(CDKN2A/B). Las mutaciones de PIM1, MYD88-%%°F, CD79B, TBL1XR1, MEF2B,
CIITA, EP300 y ETV6 se encontraron enriquecidos en el TLBCL, mientras que
las mutaciones de BCL70 en el LDCGB nodal. No se hallaron diferencias
genéticas entre TLBCL y PCNSL.

En conclusion, el TLBCL tiene un perfil genético distintivo similar al del PCNSL,
lo que respalda su reconocimiento como una entidad separada del LDCGB y

proporciona informacion decisiva para adaptar los enfoques terapéuticos.
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ABSTRACT

Background: Testicular large B-cell lymphoma (TLBCL) is an infrequent and
aggressive lymphoma arising in an immune-privileged site and has recently been
recognized as a distinct entity from diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL). We
describe the genetic features of TLBCL and compare them with published series of
nodal DLBCL and primary large B-cell ymphomas of the CNS (PCNSL).

Patients and methods: We collected 61 patients with TLBCL. Cell-of-origin was
determined by immunohistochemistry and Lymph2Cx assay. To characterize the
genomic profile of TLBCL, we performed targeted next-generation sequencing, copy
number arrays, and fluorescent in situ hybridization to assess chromosomal
rearrangements.

Results: Seventy percent of the cases showed localized stages (I/ll) and 83% a non-
germinal center phenotype by Hans’ algorithm. BCL6 rearrangements were detected in
36% of cases, and no concomitant BCL2 and MYC rearrangements were found.
Integrative analysis of mutational and copy number alterations (CNA) profiles in 40
cases showed that the most frequent alteration (>50%) in TLBCL were PRDM1,
CDKN2A/B, TNFAIP3, SGK1, ARID1B, MYD88-**F SPIB, PIM1, and CD79B.
Interestingly, patients with localized or disseminated disease displayed similar genomic
profiles based on the number of CNAs and mutations. Using the LymphGen tool 71%
(N=30/42) of the cases could be classified into an established molecular subgroup, with
MCD being the most frequent (N=20). Compared with nodal DLBCL, TLBCL had less
CNA complexity (P<0.04) but showed a higher number of somatic variants (P<0.02)
and had more frequently 18921.32-q23 (BCL2) gains, and 6q and 9p21.3 (CDKN2A/B)
deletions. PIM1, MYD88-?**F, CD79B, TBL1XR1, MEF2B, CIITA, EP300, and ETV6
mutations were enriched in TLBCL, and BCL 10 mutations in nodal DLBCL. There were
no major genetic differences between TLBCL and PCNSL.

Conclusions: TLBCL has a distinctive genetic profile similar to PCNSL, supporting its
recognition as a separate entity from DLBCL and might provide information to devise

targeted therapeutic approaches.

Keywords: Testicular large B-cell lymphoma; Primary large B-cell lymphoma of the

CNS; mutational profile; copy number alterations.
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The majority of TLBCL cases exhibit a non-germinal center B-cell phenotype
and cluster within MCD/C5 subgroup.

The genetic profile of TLBCL involves alterations in genes related to BCR
activation, TLR signaling, NF-kB pathway, genomic instability, and immune
evasion.

TLBCL's genomic instability is linked to CDKN2A/B, particularly homozygous
deletions, unlike nodal DLBCL, characterized by TP53, RB1, or MYC
alterations.

TLBCL has a distinct genetic profile that resembles PCNSL, further supporting
its recognition as a separate entity from DLBCL.



INTRODUCTION

Testicular lymphoma is a rare and aggressive lymphoma accounting for 1-2% of all non-
Hodgkin's lymphomas (NHL) and 4% of extranodal lymphomas'?. Approximately 80-90%
of testicular lymphomas correspond to diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL)®. The 5th
edition of the World Health Organization (WHO) classification defines a new entity,
"Primary large B-cell lymphoma of immune-privileged sites," encompassing primary large
B-cell lymphoma of the CNS, vitreoretinal compartment, and testes®. The International
Consensus Classification of Mature Lymphoid Neoplasms recognizes primary DLBCL of
the testis as a separate entity, but it remains uncertain whether extranodal lymphomas
arising in immune-privileged sites should be grouped as a unique entity®. The majority of
testicular large B-cell lymphoma (TLBCL) patients present with localized stages (stage I-
1), although 20-30% of the cases may exhibit disseminated disease®. TLBCL has marked
extranodal tropism, being the central nervous system (CNS) and contralateral testis the
most common sites of dissemination”®. Although the outcome of TLBCL patients
substantially improved after the introduction of rituximab, they still show frequent relapses
or treatment failure and, therefore, a poor prognosis®®.

Around 70-90% of TLBCLs resemble the activated B-cell (ABC) or non-germinal center
subtype of nodal DLBCL'"""? and the majority of cases cluster among the recently
described molecular subgroups MCD/C5, with frequent genetic alterations of NF-«xB, Toll-
like receptor (TLR), and B-cell receptor (BCR) signaling pathways, including somatic
mutations of MYD88-%°*F, CARD11, and CD79B "*'. TLBCL develops in an immune-
privileged site behind the blood-testis barrier and shares some genetic alterations with
Primary large B-cell lymphomas of the CNS (PCNSL), including the mutations described
above, CDKN2A (9p21) mutation/loss, structural rearrangements in the PD-1/PD-2 loci
(9p24), and frequent loss of HLA class | and Il expression or loss of HLA loci (6p21),
leading to immune evasion '®"7.

The genetic alterations in TLBCL, including the similarities with PCNSL and differences
from nodal DLBCL, have not been fully characterized. Herein, we investigated the
genomic profile of TLBCL, looking at the clinical impact of the genetic lesions in the
immunotherapy era, and compared the results with previously published series of PCNSL
and nodal DLBCL.
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METHODS
Patients and samples

We included 61 patients diagnosed with TLBCL according to the updated 4" edition of
the WHO' classification between 2005 and 2021 in seven institutions from the Spanish
group of lymphomas (GELTAMO). The staging was performed according to standard
procedures, including PET/CT, unilateral bone marrow biopsy, and lumbar puncture for
cerebrospinal fluid analysis by cytology and flow cytometry'®. We considered localized
disease in those cases in Stage | or Stage Il with only locoregional lymph nodes
involved; all the remaining cases were considered as disseminated. Patients provided
written informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki, and the study
was approved by the Institution’s Review Board (HCB/2020/0787). The main clinical-
biological features, response to therapy, and outcome were recorded and analyzed. All
but five patients were treated with chemoimmunotherapy, followed by radiotherapy to
the contralateral testis in 62% of the patients (Table 1). Responses were assessed by
end-of-therapy PET/CT according to standard guidelines?.

Two independent series were used to compare the genetic features of TLBCL: i) 112
patients with nodal DLBCL from our institution®' and, ii) 39 PCNSL patients previously
published??.

Histological review

Histological diagnosis, including morphology and immunohistochemistry, was reviewed
by expert pathologists. MYC, BCL2, BCL6, JAK2, and IRF4 rearrangements were
assessed by Fluorescence in situ hybridization (FISH) using break-apart and/or dual-
color dual-fusion commercial probes (Metasystems, AltluBheim, Germany)
(Supplementary Materials and Methods). HLA class | (HLA-A) and Il (HLA-DR)
expression were determined by immunohistochemistry (Supplementary Table 1 and
Supplementary Materials and Methods). Cell-of-origin (COQO) assessment was
performed by immunohistochemistry (IHC) according to the Hans’ algorithm and, in the
cases with available RNA, through the Lymph2Cx Assay (NanoString Technologies)
(Supplementary Materials and Methods).

CNA and targeted NGS analysis

DNA and RNA were isolated from 42 formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) and one
fresh frozen tissue from diagnostic samples using the AllPrep DNA/RNA FFPE Kit
(Qiagen, Germany) and QIAmp DNA/RNA Mini Kit (Qiagen, Germany), respectively.
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CNA were analyzed in 42 samples using the Oncoscan CNV FFPE assay and in 1
sample using CytoScan® HD assay (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)
(Supplementary Table 2). Nexus version 9.0 Discovery Edition software (Biodiscovery,
El Segundo, CA) was used to analyze and visualize results. The human reference
genome used was GRCh37/hg19. Driver CNAs were determined by the GISTIC
algorithm (2.0.23)%.

Single nucleotide variants (SNVs) and short insertions /deletions (indels) were
evaluated in 42 samples using a B-cell malignancy-oriented targeted panel covering
115 genes (SureSelectXT, Agilent Technologies) (Supplementary Table 3 and
Supplementary methods) and sequenced in a MiSeq instrument (lllumina). The
bioinformatic analysis was performed using an updated version of our in-house
pipeline®*? (Supplementary Methods). The LymphGen 2.0 probabilistic classification

tool was used to classify TLBCL cases into the recently described genetic subtypes’™.
Statistical analysis

Fisher’'s exact test was used to evaluate the association between categorical variables.
Negative binomial generalized linear models, implemented in the g/m.nb function of the
MASS R package, were used to evaluate the associations between the accumulation
of alterations and the lymphoma entities, adjusting for the COO. An exact conditional
test implemented in the mantelhaen.test R function was used to evaluate the
association between the presence of an alteration and the lymphoma entity, adjusting
for the COO. The endpoints were progression-free survival (PFS) and overall survival
(OS). The log-rank test or Cox regression were used to evaluate the association
between the endpoints and categorical or quantitative variables, respectively. Cox
regression was also used to estimate the hazard ratios (HR). P-values were adjusted
using the Benjamini-Hochberg method. To reduce the potential bias created by the
detection sensibility of mutations and CNAs by the different technologies used in the
TLBCL and PCNSL series, when comparing those series, TLBCL mutations with
VAF<10% and PCNSL CNA segments smaller than 100kb were filtered out.
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RESULTS
Baseline features

The main clinical-biological characteristics of the patients are listed in Table 1. The
median age was 70 years and 30% of the patients had disseminated disease at
diagnosis, including 6 cases with CNS involvement. A high prevalence of loss of HLA
class | (37/41, 91%) and HLA class Il (28/43, 62%) expression was observed
(Supplementary Figure 1). To determine the COO by Hans' algorithm,
immunohistochemical evaluation of CD10, BCL6, and MUM1 was available in 53
cases, of which 44 (83%) were categorized as non-GCB subtype, and 9 were classified
as GCB subtype. Among the nine GCB cases, eight of them had an ambiguous
phenotype with co-expression of CD10 and MUM1. Lymph2Cx assay classified 42
cases into three categories: 71% ABC, 17% GCB, and 12% unclassified. The
concordance rate between the Lymph2Cx assay and Hans’ algorithm was 76%
(Supplementary Figure 2). Three of the eight patients with ambiguous
immunophenotypes by Hans' algorithm were classified as ABC and one remained
unclassified by Lymph2Cx. Of note, in any of these cases, neither plasmablastic
morphology nor [IRF4 rearrangement (available in 4 out of 8) was observed
(Supplementary Table 2). On the other hand, MYC, BCL2, and BCL6 rearrangements
were found in 8%, 4%, and 36% of cases, respectively. Two cases showed
simultaneous MYC and BCL6 rearrangement, whilst no concomitant BCL2 and MYC
rearrangement were detected. Double-expressor phenotype was observed in 39% of
cases (N=11/28).

Copy number profiling

To determine the recurrent chromosomal abnormalities, including copy number
alterations (CNA) and copy number neutral loss of heterozygosity (CN-LOH), we
performed SNP-arrays on 43 cases. Our analysis revealed a median of 13 CNAs per
case (range 1-43), comprising 6 gains (range 0-24), 6 losses (range 0-28), and 2 CN-
LOH per case (range 0-10) (Supplementary Table 4). The most frequently observed
CNA regions (>10%) were: i) gains 19913 (SPIB), 1q, 18921-q22 (BCLZ2), 6p25-p22,
9p13 (ZCCHC7?), 4q, 11924-q25 (ETS1, FLI1), 9p24 (JAK2), and 17q12-g21; ii)
trisomies 18, 3, 7, 12, and 21; and iii) losses of 9p21 (CDKN2A/B), 6921 (PRDM1),
6q923-q24 (TNFAIP3), 1932-q44, 15915 (B2M), 17p13 (TP53), 6p21 (HLA-C, HLA-B),
1p35, 14932 (BCL11B, EVL), and 1p36, and CN-LOH 9p, 6p25-p23, 3p, and 3q (Figure
1). We also observed homozygous deletions at 9p21 (CDKN2A/B) and high copy gains
at 18921.31-q23 (BCL2) in 51% (22/43) and 9% (4/43) of the cases, respectively.
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Using GISTIC, we identified five driver CNA (g-value<0.05): losses of 1p35, 6p21
(HLA-C, HLA-B), 6921 (PRDM1), 9p21 (CDKN2A/B), and 1q gains (Supplementary
Table 5). The 9p24.1 genomic region has been previously described as frequently
altered in TLBCL', we identified seven cases (16%) with genomic alterations in this
region, including four gains detected by arrays and two gains and one break detected
by FISH using a JAK2 probe. Chromothripsis was observed in 12 (28%) cases,
involving frequently (= 2 cases) chromosomes 1, 6, and 7 (Supplementary Figure 3).
Notably, 58% (7/12) of these cases harbored genomic alterations (mutations or
deletions) in TP53, ATM, or SETD?2 loci, previously associated with genomic instability

and chromothripsis?®2°,

Genomic alterations and integrative analysis

A 115-gene custom-targeted sequencing panel was used to analyze 42 samples. The
mean coverage of the samples was 599x (range 32-2001) (Supplementary Table 6).
The median number of mutations per sample was 14 (range 1-132) (Supplementary
Table 7). Integrating CNA, SNV, and indels in the 40 cases with NGS and CNA
available, the genes/regions altered in >40% of the cases were PRDM1 (68%),
CDKN2A/B (68%), TNFAIP3 (65%), SGK1 (62%), ARID1B (60%), MYD88"%%°F (57%),
SPIB (55%), PIM1 (55%), CD79B (50%), KMT2D (48%), SETD1B (48%), OSBPL10
(42%), and gain of 19913 (52%) and 1q (48%) (Figure 2). Concomitant mutations in
MYD88-%%°F, CD79B, and PIM1 were detected in twelve (29%) cases (note that case
TLBCL3 only had NGS data available). Seventy-one percent of the cases (30/42) could
be classified into a molecular subgroup according to the LymphGen tool, the
distribution was as follows: MCD, 20 cases (66%); BN2, 7 cases (24%), EZB, 2 cases
(7%); composite (EZB/MCD/ST2), 1 case (3%) (Figure 2). Although MCD was the most
prevalent group, most of the cases classified in the BN2 group harbor BCL6
rearrangement (5/6, 83%, 9/34, 26%, P=0.014).

Localized vs. disseminated disease

We compared patients with localized (stages | and Il, N=43) versus patients with
disseminated disease (stage 1V, N=18) since some of the latter might not correspond to
primary TLBCL. As expected, patients with systemic disease significantly showed more
frequent B symptoms, poorer performance status (ECOG index), higher LDH levels,
and higher International Prognostic Index (IPl) scores. No major differences were
observed in the COO subtype, LymphGen subgroups, and MYC, BCL2, or BCL6
rearrangements (Supplementary Table 8 and Figure 2). Interestingly, patients with

localized or disseminated disease displayed similar genomic complexity based on the
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number of CNAs and mutated genes (Supplementary Figure 4). For this reason and to
increase the statistical power both clinical groups were considered together and
compared with nodal DLBCL and PCNSL series.

TLBCL and PCNSL share genetic alterations that differ from nodal DLBCL

We compared the CNAs and the mutational profile of TLBCL with previously published
series of DLBCL?' (NGS panel and CNA) and PCNSL?? (whole-genome sequencing).
For the comparative analyses, only the overlapping genes from both NGS panel
designs were considered (N=60). PCNSL copy number profiles were assessed by
ACE-seq, and the mutational analysis was made only considering the regions from the
115 genes present in the TLBCL panel. Due to the differences between the
methodologies employed for the PCNSL and TLBCL sequencing analyses, only
mutations in the TLBCL series with a variant allele frequency (VAF) greater than 10%
were considered. To account for the different ABC/GCB frequencies between the three
entities, all comparisons were adjusted for the COO (cases without COO information
were excluded).

Compared with nodal DLBCL, localized and disseminated TLBCL have less CNA
complexity (P=0.008 and P=0.039, respectively) but showed a higher number of
mutations (P=0.011 and P <0.001, respectively) and a higher number of mutated genes
(P=0.027 and P<0.001, respectively) (Supplementary Figure 4). TLBCL presented
more frequently 18921.32-q23 (BCL2) gains, and 6q and 9p21.3 (CDKNZ2A/B) deletions
(Figure 3 and Supplementary Table 9). In contrast, 2p16.2-p13.3 (REL and BCL11A)
and 8g22.3-g24.3 (MYC) gains, trisomy 5, and 1p and 1314 deletions were more
frequently observed in nodal DLBCL. Furthermore, PIM1, MYD88-%%°F, CD79B,
TBL1XR1, MEF2B, CIITA, EP300, and ETV6 mutations were enriched in TLBCL, and
BCL10 mutations in nodal DLBCL (Figure 3B and Supplementary Table 10).
Importantly, biallelic inactivation of CDKN2A/B and PRDM1 was more prevalent in
TLBCL compared to nodal DLBCL (Supplementary Table 11).

No clear differences in the number of mutations or the number of mutated genes were
observed between TLBCL and PCNSL (Supplementary Figure 5). The CN complexity
was not assessed considering the different resolutions of the applied technologies.
6p21.32 (HLA-DRA) deletion was the only alteration more prevalent in PCNSL, and no
significant differences in specific genes between both groups were observed (Figure 3
and Supplementary Table 12-13).

We also performed the comparative analysis considering only localized TLBCL cases
with similar findings, with main driver genes as PIM1, MYD88-*°*, CD79B, ETV6, and
TBL1XR1 being enriched in TLBCL (Supplementary Figure 6). In addition, we also
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identified enrichment of BTG71 mutations in localized TLBCL compared to nodal
DLBCL, not detected in the above comparison between TLBCL (localized
/disseminated) vs nodal DLBCL. Regarding the CN profile, no clear differences were
observed between the groups, which could be explained by the loss of statistical power
when using fewer cases for comparisons. When comparing localized TLBCL versus
PCNSL, 6p21.32 deletions remained more frequent in PCNSL (10% vs 46%, adj.
P=0.19) (data not shown).

Finally, despite adjusting for the COO to account for the varying frequencies of
ABC/GCB between the three entities, we exclusively compared ABC TLBCL to ABC
DLBCL founding a lower number of CNA and a higher number of mutated genes and
mutations in ABC TLBCL versus ABC DLBCL (P=0.015, P=0.032, P=0.01,
respectively) (Supplementary Figure 4). Furthermore, PIM1, MYD88-%°F CD79B,
BTG1, TBL1XR1, and ETV6 mutations were more prevalent in ABC TLBCL
(Supplementary Figure 7). Even when comparing only localized ABC TLBCL versus
ABC DLBCL, PIM1, MYD88-*%°F, CD79B, BTG1, and ETV6 alterations were more
frequent in localized ABC TLBCL. We observed no clear differences in the CN profile
between the groups, ABC TLBCL vs ABC DLBCL or localized ABC TLBCL vs ABC
DLBCL. However, due to the low number of TLBCL-GCB cases (n=5), we could not
compare GCB TLBCL with GCB DLBCL. Nonetheless, the genomic profile of these
cases was displayed in Supplementary Figure 8. Overall, regardless of the COO
subtype, TLBCL localized or disseminated were enriched in PIM1, MYD88-?%F,
CD79B, and ETV6 alterations as compared to nodal DLBCL or only ABC DLBCL
(Supplementary Figure 9).

Conversely, TLBCL displayed a similar genomic profile to PCNSL, with the exception of
6p21.3 (HLA-DR) deletions, which were enriched in PCNSL.

Clinical impact of initial variables and genetic lesions

After frontline treatment, 45 (80%) patients achieved complete response (CR), 1 (2%)
had a partial response, and 10 (18%) were refractory, including six early deaths.
Among CR patients, 13/45 (29%) eventually relapsed at a median of 26 months from
achieving CR (range 3 to 93 months). PFS and OS at 5 years were 49% (95%
confidence interval [Cl]: 36-65) and 51% (95% CI: 40-69), respectively. With a median
follow-up of 7 years, 29 patients (48%) had died: 13 patients due to progression,
including two patients that received palliative care, and 16 due to causes other than
TLBCL, including second neoplasms (N=4), infection, and treatment-related toxicity
(N=5) and other (N=7). Patients with evidence of CNS at diagnosis had a shorter PFS
(HR 3.28, CI95%: 1.1-9.8; P=0.02). Clinical variables associated with a shorter OS in
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the univariate analysis were high 2-microglobulin (HR 2.99, CI95%: 1.1-8.2; P=0.02).
and CNS involvement (HR 3.32, CI95%: 1.1-9.7; P=0.03) (Supplementary Table 14).
The only two mutations associated with poor PFS were ATM (HR 4.1, C195%: 1.5-11.1;
adjusted P=0.161) and SPEN (HR 3.8, CI95%: 1.3-10.8; adjusted P=0.209)
(Supplementary Table 15).
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DISCUSSION

In the present study, we analyzed the clinical and biological features of 61 cases of
TLBCL treated in the rituximab era and compared the genetic profile with that
previously published in nodal DLBCL and PCNSL series?'?. In our cohort, 30% of the
patients presented with disseminated disease at diagnosis, in line with previous
studies®®. Although distinguishing stage 1ll/IV TLBCL from systemic DLBCL with
secondary testicular involvement is difficult and somewhat arbitrary, we did not find
maijor differences in CNAs or mutational profiles between the two situations. In a recent
study by Wong et al.*°, few genetic differences were observed between isolated TLBCL
confined to the testes and those with advanced-stage disease. They observed CD58
truncating mutations more frequently in stages II-IV (31%; <0.1), while BTG2
mutations were more commonly detected in stage | disease (37% vs. 8%; g<0.1).
Similarly, our analysis revealed an enrichment of BTG1 mutations in localized TLBCL
compared to nodal DLBCL.

We confirmed that most TLBCL have a non-GC phenotype, with only 17% classified as
GCB phenotype by IHC and Lymph2Cx. This supports the rarity of TLBCL cases with a
GCB subtype, as previously reported, with the ABC/non-GCB phenotype representing
69 to 96% of cases"'%'?. Of note, eight of the nine GCB subtype cases by Hans’
algorithm had an ambiguous immunophenotype, co-expressing CD10 and MUM1, and
4 of these cases were reclassified as ABC (3) or unclassified (1) by Lymph2Cx. Our
findings agree with those of Booman et al. ', who reported that 8 out of 22 cases
(36%) were classified as ambiguous by IHC and were mainly reclassified as ABC
subtype (7/8) using gene expression analysis.

Using a comprehensive genomic analysis, we identified that TLBCL is characterized by
alterations in genes involved in BCR activation (CD79B, SGKT), TLR signaling
(MYD88), NF-kB (PIM1, TNFAIP3) pathway, genomic instability or cell cycle control
(CDKN2A/B), immune evasion (HLA-C and HLA-B), B cell differentiation (PRDM1), and
epigenetic modulators (ARID1B). In the recent proposed molecular classification for
DLBCL, most TLBCLs cluster within the MCD/C5/MYD88 group™'*3'enriched for
MYD88 and CD79B mutations. Using the LymphGen algorithm, the MCD group was
the most frequent in our series, accounting for 66% of the cases. Alterations in
MYD88-?°F and CD79B are a hallmark of extranodal’®'®. Several studies reported the
high prevalence of these mutations in PCNSL, breast, and intravascular
DLBCL'®16223237 Fyrthermore, additional alterations detected in TLBCL as TNFAIP3
inactivation or BCL2 gains have been reported to cooperate with MYD88-2¢° 38,
Mutations within genes mediating immune surveillance are key players in the TLBCL

pathogenesis, including losses of the HLA class | and Il loci, which are associated with
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reduced expression of major histocompatibility complexes (MHC)*. In our series, we
detected 6p21 (HLA) losses in 15% of the cases, and MHC | and MHC Il loss of
expression in 91% and 62% of cases, respectively. Other studies consistently report
that there are twice as many cases of TLBCL lacking MHC | and Il expression
compared to nodal ABC-DLBCL'"*°. Other immune evasion mechanisms described in
TLBCL are the 9p24.1 (PD-L1/PD-L2) gains or translocations and deletions/mutations
of B2M gene on 15g21. Chapuy et al.'® reported PD-L1 and/or PDL-L2 gains in half of
TLBCL and PD-L1 or PD-L2 translocation in 4% of the cases. Nevertheless, the high
prevalence of 9p24 alterations was not corroborated in a recent study'’, neither in our
cohort. In contrast, we confirmed the prevalence of 15921 (B2M) deletions in TLBCL
(21%, 9/43 cases), mutations in 10 cases (24%, 10/42), and concomitant deletions and
mutations in 3 cases (8%, 3/40).

The genetic landscape of TLBCL shows some similarities to nodal DLBCL, but it has
also distinct features. The genetic instability in TLBCL is driven by CDKN2A/B
deletions, whereas nodal DLBCL is usually characterized by 13q14 (RB17) losses, 8924
(MYC) gains, or TP53 alterations'®*%4!. A noteworthy observation was the marked
occurrence of TBL1XR1 and MEF2B mutations in TLBCL compared to nodal DLBCL.
TBL1XR1 mutations modify the humoral immune response by promoting memory B
cells and have been linked with extranodal ABC DLBCL that originate from memory B
cells*2. Consistent with previous discoveries in PCNSL?, we observed a simultaneous
occurrence of mutations in MYD88%°° and TBL1XR in 86% (12/14) of the cases. On
the other hand, MEF2B deregulates the transcription of BCL6 oncogene®. Lastly,
ETV6 alterations were also more prevalent in TLBCL compared to DLBCL. ETV6
alterations have been previously detected more frequently in PCNSL than in systemic
DLBCL, corroborating the similar genomic profile of both extranodal DLBCL, PCNSL,
and TLBCL'®445,

Although previous studies pointed to some common genetic alterations between
TLBCL and PCNSL, a distinguishing feature of our study is the relatively large sample
size (40 patients with genomic analysis) and the integration of targeted NGS and CNAs
arrays, with a substantially higher number of evaluated genes (115 genes). Compared
to PCNSL, TLBCL did not show major differences in CNA or mutational profile. A
potential constraint of our study is that we employed targeted sequencing rather than
whole-exome or whole-genome sequencing methods, which would have allowed for
the assessment of genes not encompassed in our panel design.

Due to the number of cases, it was difficult to find significant correlations with prognosis
in the current study. Nevertheless, it is noteworthy that patients carrying ATM and

SPEN alterations had a shorter PFS. ATM is a well-known key regulator of the double-
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strand break DNA damage response pathway and cooperates with other key kinases of
DNA damage. ATM has been described as recurrently altered in chronic lymphocytic
leukemia and conventional mantle cell lymphoma, facilitating the development of
structural genomic complexity of these tumors with a negative impact on the outcome

of the patients*®®

. SPEN alterations, a gene that encodes a hormone-inducible
transcriptional repressor, have been previously described in indolent and aggressive
lymphomas and associated with poor PFS*®%°,

In conclusion, our comprehensive analysis of the mutational profile and CNAs in
TLBCL revealed frequent alterations that overlap with that of another aggressive
lymphoma arising in an immunoprivileged site, PCNSL. Our findings demonstrated that
TLBCL has a distinctive genomic signature, supporting its recognition as a separate
entity from DLBCL, encouraging the grouping of primary large B-cell lymphoma of the
testis and CNS, and might provide relevant information to tailor therapeutic

approaches.
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Table 1. Main baseline features, treatment,
TLBCL

and response of the 61 patients with

CHARACTERISTICS N (%)

Median age (range) 70 (30-89)
ECOG-PS =2 6/48 (12)
B symptoms 6/55 (11)
LDH >UNL 19/50 (38)
Bone marrow infiltration 4/59 (7)
CNS involvement 6/60 (10)
Stage

I 30 (49)

Il 13 (21)

v 18 (30)
COO Hans’ algorithm

Germinal center B-cell 9/53 (17)

Non- Germinal center B-cell 44/53 (83)
COO LymphC2x

Germinal center B-cell 7142 (17)

Activated B-cell 30/42 (71)

Unclassified 5/42 (12)
FISH

MYC rearrangement 4/50 (8)

BCL2 rearrangement 2/45 (4)

BCL6 rearrangement 17/47 (36)
IPI

Low risk 27149 (55)

Low-Intermediate risk 9/49 (18)

High-Intermediate risk 3/49 (6)

High risk 10/49 (21)
HLA loss

HLA class | 37141 (91)

HLA class Il 28/43 (62)
Treatment

R-CHOP 47 (77)

Intensive chemoimmunotherapy 5(8)

R-CVP/R-GEMOX 4(7)

Died before starting treatment or palliative care 5 (8)
Response to treatment

Complete response 45/56 (80)

Partial response 1/56 (2)

Progressive disease 10/56 (18)

ECOG-PS: Eastern Cooperative Oncology Group performing status; FISH: Fluorescence in situ
hybridization; UNL: Upper normal limit; CNS: Central nervous system; COO: cell-of-origin; IPI:

International Prognostic Index. R-CHOP: rituximab,

cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine,

prednisone, R-CVP: rituximab, cyclophosphamide, vincristine, and prednisone; R-GEMOX:

rituximab, gemcitabine, and oxaliplatin.
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Figure 1. Copy number profile of TLBCL. Copy number profile (left panel) and copy
number loss of heterozygosity (CN-LOH) (right panel) of 43 TLBCL. On the y-axis, the
chromosomes are represented vertically from 1 to X (chromosome Y is excluded); on
the x-axis, the percentages of patients with CNA and CN-LOH are shown with gains in
blue, losses in red, and CN-LOH in yellow. Regions with CNA and CN-LOH frequency
>10% and potential target genes are indicated.
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Figure 2. Recurrent genomic alterations in TLBCL according to disease stage.
The Oncoprint encompasses the 40 samples analyzed using next-generation
sequencing and copy number analysis. Each column represents one tumor sample,
and each row represents one gene/region. Altered genes and genomic regions with a
frequency 210% are ordered by decreasing frequency. From top to bottom: stage of the
disease; COO by Hans' algorithm and Lymph2Cx; MYC, BCL2, and BCL6
rearrangements; molecular subgroups according to LymphGen analysis; single
nucleotide variants (SNVs), small insertions/deletions (indels) and copy number

alterations (CNA). *Low coverage, higher probability of false positives.
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Figure 3. Comparison of the CNA and mutation frequencies between TLBCL,
DLBCL, or PCNSL. (A) Comparison of CNA between TLBCL cases and nodal DLBCL,
highlighting biologically relevant regions with differential frequency (color denotes the
enriched group). (B) Comparison of gene mutation frequencies in TLBCL vs. DLBCL,
showing genes mutated in more than 8% of cases between the two series. (C) A
comparative plot of copy number alterations between TLBCL cases and PCNSL,
highlighting the biologically relevant region with differential frequency. PCNSL CNA
segments with lengths below 100k bp were filtered out for this comparison. Frequent
alterations in centromeric and telomeric regions and IG loci (IGK, IGH, and IGL) were
displayed but not indicated as differentially altered regions since they were not filtered
out in the PCNSL series. (D) Comparison of gene mutation frequencies in TLBCL vs.
PCNSL showing genes altered in more than 8% of cases between the two series.
*Denotes adjusted P-value (Q-value) thresholds when comparing the two series. #
Depending on the gene.
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Supplementary Material

Supplementary methods

Clinical and evolutionary characteristics

The main clinico-biological and evolutionary characteristics were recorded and
analyzed. These variables included: i) clinical data: age, performance status according
to the Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) scale, presence of B symptoms;
i) hematological and biochemical parameters: white blood cell and lymphocyte counts,
hemoglobin, serum lactate dehydrogenase (LDH) and 32-microglobulin levels; iii) tumor
burden data: nodal and extranodal involvement, bone marrow infiltration, and Ann

Arbor Stage; and iv) the International Prognostic Index (IP1)".
Immunohistochemistry (IHC)

HLA class | and class Il expression were analyzed using anti-Human MHC Class |
(HLA-A, AB52922) and anti-Human MHC Class Il (HLA-DR, MA511966) from Abcam
and ThermoFisher, respectively. Both stainings were evaluated in all TLBCL with
available tumor material and selected diffuse large B cell lymphoma not otherwise
specified (DLBCL-NOS) as controls (Supplementary Table 1).

Fluorescent in situ hybridization (FISH) analyses

FISH studies were performed using BCL6, MYC, BCL2, and JAK2 break-apart probes
from Metasystems, AltluBheim, Germany and dual color dual fusion probes for
IGH::MYC and IGH::BCL2 from Metasystems, AltluBheim, Germany in some cases. A
IRF4 homemade FISH probe? was used in the cases triple positive CD10+/
MUM1+/BCL6+ by immunohistochemistry. All hybridizations were performed according
to the manufacturer's protocols. At least 100 nuclei were examined for each probe
whenever possible. Digital image acquisition, processing, and evaluation were

performed using ISIS digital image analysis version 5.0 (MetaSystems).
Copy number alteration (CNA) analysis

CNA were analyzed using the Oncoscan CNV FFPE assay (ThermoFisher Scientific,
Massachusetts, USA). Nexus version 9.0 Discovery Edition software (Biodiscovery, El
Segundo, CA) was used to analyze and visualize gains, losses and copy neutral loss of
heterozygosity (CN-LOH). The human reference genome was GRCh37/hg19. Gains
and losses with a minimum size of 100kb and terminal CN-LOH larger than 10 Mb were

considered. Exceptionally, focal copy number alterations smaller than 100 kb or CN-
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LOH smaller than 10Mb were recognized if they included a driver gene or recurrently
altered region previously described in DLBCL. GISTIC algorithm (2.0.23) was used to
identify driver CNA®. A chromothripsis pattern was defined when at least seven
switches between two or more copy number states were detected on an individual
chromosome®. Furthermore, information from CNA analysis was merged with
SNV/indels from the targeted sequencing data to classify 44 genes as normal/altered

for subsequent analyses.
Next generation sequencing (NGS)

Single nucleotide variants (SNVs) and insertions /deletion (indels) were evaluated
using a B-cell malignancy-oriented targeted panel previously described capturing 121
genes, and an updated version capturing 136 genes®. The 115 genes overlapping
between both versions were analyzed in 42 TLBCL samples. Libraries were generated
from 150 ng of DNA using molecular-barcoded library adapters (ThruPLEX Tag-seq Kkit;
Takara) coupled with a custom hybridization capture-based method (SureSelectXT
Target Enrichment System Capture strategy, Agilent Technologies). The quality of the
libraries was determined using the Bioanalyzer high-sensitivity DNA kit (Agilent) and
quantified by PCR using the KAPA library quantification kit (KAPA Biosystems). Finally,
the libraries were pooled and sequenced 2x150 bp in the MiSeq or NextSeq instrument
(lumina). The bioinformatic analysis was performed using an updated version of our
in-house pipeline, described in previous publications™®. To perform an integrative
genomic analysis, selected genes and genomic regions were considered altered if they
had SNVs/indels and/or CNA (except CN-LOH, which were not integrated with

mutational data).

Bioinformatic analyses

Variant calling was performed using an updated version of our in-house pipeline®.
Briefly, raw reads were trimmed using the SurecallTrimmer (v4.0.1, AGeNT, Agilent).
Alignment of the trimmed reads was performed using BWA-MEM algorithm’, PCR or
optical duplicates were marked using MarkDuplicates from Picard (RRID:
SCR_006525), and the base quality score recalibration was performed using GATK’s
BaseRecalibrator and ApplyBQSR functions (RRID: SCR_001876 v4.0). Variant calling
was performed in parallel using VarScan2 (v2.4.3)%, Mutect2, VarDictJava (v1.4),
LoFreq (v2.1.3.1)°, outLyzer (v1.0)'°, and freebayes (v1.1.0)"". Variants identified were
annotated using snpEff/snpSift (v4.3t). Only variants that were identified as “PASS” by
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at least 3 of the algorithms and with variant allele frequency (VAF) = 5% were

considered.

Variants reported in the 1000 Genome Project, EXAC, and/or gnomAD with a
population frequency >1% were considered polymorphisms and therefore removed
from the analysis. To further filter out non-recurrent polymorphisms, variants were only
considered somatic if i) they were not reported as germline in our custom ICGC
database of 506 WGS/WES'* and were ii) reported as somatic in a lymphoid neoplasm
in COSMIC database, iii) truncating, or iv) predicted as potentially damaging by at least
one of the following algorithms: CADD (phred score > 10), PolyPhen2 (score > 0.9),

SIFT (score < 0.1), MutationAssessor (score > 2) and Provean (deleterious).
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Supplementary Tables

Supplementary Table 1. Inmunohistochemistry of HLA-A and HLA-DR in Diffuse

Large B-cell Lymphoma. Provided as Excel spreadsheet.

Supplementary Table 2. Biological characteristics of the cohort and genomic

techniques applied to each sample. Provided as Excel spreadsheet.

Supplementary Table 3. Genes and genomic regions included in the B-cell

malignancy-oriented targeted sequencing panel. Provided as Excel spreadsheet.

Supplementary Table 4. Copy number alterations and copy neutral loss of
heterozygosity detected in TLBCL. Provided as Excel spreadsheet.

Supplementary Table 5. Minimal regions defined in at least five cases (driver
CNAs by GISTIC). Provided as Excel spreadsheet.

Supplementary Table 6. Coverage of target sequencing achieved in TLBCL

samples. Provided as Excel spreadsheet.

Supplementary Table 7. List of somatic variants (SNVs/indels) identified in
TLBCL samples using targeted next-generation sequencing. Provided as Excel

spreadsheet.

Supplementary Table 8. Localized vs. systemic TLBCL. Provided as Excel

spreadsheet.

Supplementary Table 9. Copy number comparison of TLBCL and DLBCL. The two
series were compared only in copy number alterations present in at least 8 cases.

Provided as Excel spreadsheet.

Supplementary Table 10. Comparison of gene mutation frequencies in TLBCL
versus nodal DLBCL. The two series were compared only in genes altered in at least

8 cases. Provided as Excel spreadsheet.

Supplementary Table 11. Comparison of frequencies of biallelic alterations in
TLBCL versus nodal DLBCL. Provided as Excel spreadsheet.

Supplementary Table 12. Copy number comparison of TLBCL and PCNSL. The
two series were compared only in copy number alterations present in at least 8 cases.

Provided as Excel spreadsheet.
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Supplementary Table 13. Comparison of gene mutation frequencies in TLBCL
versus nodal DLBCL. The two series were compared only in genes altered in at least

8 cases. Provided as Excel spreadsheet.

Supplementary Table 14. Association between the initial clinical characteristics

and survival. Provided as Excel spreadsheet.

Supplementary Table 15. Association between alterations and progression-free
survival (PFS). The association was only evaluated in the alterations present in at

least 6 cases. Provided as Excel spreadsheet.
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Supplementary Figures

Supplementary Figure 1. HLA-A and HLA-DR immunohistochemistry. Morphologic
and immunophenotypic features of TLBCL (cases #49 and #66). A-B, Numerous large
and atypical lymphocytes with a diffuse growth pattern (hematoxylin and eosin). C-D,
HLA-A negative and HLA-A -positive (in brown) tumoral cells. E-F, HLA-DR negative
and HLA-DR -positive (in brown) tumoral cells.

TLBCL66
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Supplementary Figure 2. Cell of origin based on Hans algorithm and Lymph2Cx.
Each column represents a case. *Denotes cases with ambiguous phenotype
CD10+/BCL6+/MUM1+ by Hans’ algorithm.
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Supplementary Figure 3. Chromothripsis affecting chromosomes 1 and 6 in
TLBCL and its association with TP53, ATM, and SETD2 alterations. Copy number
profile of chromosomes 1 (left column) and chromosome 6 (right column) affected by
chromothripsis in TLBCL. Copy number gains (blue) and losses (red) are displayed.
Oncoprint displays the chromosome affected by chromothripsis and the genomic status
of relevant genes previously associated with genomic instability. Light blue, dark blue,
and gray indicate single nucleotide variants (SNVs), copy number loss, and wild type,

respectively. Note, chr., chromosome.
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Supplementary Figure 4. Genomic complexity in DLBCL and TLBCL. From up to
down plots showing for each case the number of CNA, gains, losses, copy neutral loss
of heterozygosity (CN-LOH), mutated genes, and the number of mutations in DLBCL
and TLBCL (localized and systemic). Different colors are used for ABC, GCB, and
Unclassified. Represented as segments are the 95% confidence intervals (Cl) for the
mean of each group, obtained from a negative binomial regression model, which
includes the COO as a covariate. Displayed in the lower part of each plot are the
results for the regression coefficients corresponding to the comparison of DLBCL
versus TLBCL localized and DLBCL vs. TLBCL systemic (exponential of the point
estimate and 95% CI, and the P-value). The P-value obtained when only the ABC
samples are compared is also shown. The regression coefficients of the COO covariate

are not shown.
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Supplementary Figure 5. Genomic complexity in PCNSL and TLBCL. From left to
right, plots show for each case the number of mutated genes and the number of
mutations in PCNSL and TLBCL (localized and disseminated). Different colors are
used for ABC, GCB, and Unclassified. Represented as segments are the 95%
confidence intervals (Cl) for the mean of each group, obtained from a negative binomial
regression model, which includes the COO as a covariate. Displayed in the lower part
of each plot are the results for the regression coefficients corresponding to the
comparison of PCNSL versus TLBCL localized and PCNSL vs. TLBCL disseminated
are displayed in the lower part of each plot (exponential of the point estimate and 95%

Cl and the P-value). The regression coefficients of the COO covariate are not shown.
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Supplementary Figure 6. Comparison of mutation frequencies between TLBCL
localized and DLBCL or PCNSL.

The upper plot showed the comparison of gene mutation frequencies in TLBCL
localized vs DLBCL. The lower plot exhibited the comparison of gene mutation
frequencies in TLBCL localized vs PCNSL. Only genes altered in > 8% of the cases
between the two series are shown. Asterisks denote several adjusted P-value (Q-
value) thresholds when comparing the two series. TLBCL mutations with VAF <10%

were filtered out for this comparison.
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Supplementary Figure 7. Comparison of mutation frequencies between localized
ABC TLBCL and ABC DLBCL.

The upper plot showed the comparison of gene mutation frequencies in ABC TLBCL vs
ABC DLBCL. The lower plot exhibited the comparison of gene mutation frequencies in
localized ABC TLBCL vs ABC DLBCL. Only genes altered in more than 8% of the
cases between the two series are shown. Asterisks denote several adjusted P-value

(Q-value) thresholds when comparing the two series.
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Supplementary Figure 8. Genomic profile of GCB-TLBCL cases

The oncoprint displays the 5 TLBCL cases with GCB phenotype based on Lymph2Cx
assay. Each column represents one tumor sample, and each row represents one
gene/region. The genes/genomic regions included in the oncoprint have been
previously associated with GCB or ABC subtype''. From top to bottom: stage of the
disease; IHC (CD10, BCL6, and MUM1), COO by Hans algorithm and Lymph2Cx;
MYC, BCL2, and BCL6 rearrangements, molecular subgroups according to LymphGen
analysis; and single nucleotide variants (SNVs), small insertions/deletions (indels) and

copy number alterations (CNA).
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Supplementary Figure 9. Common genes between the different comparisons of
TLBCL subgroups and DLBCL subgroups.

Venn diagram showing the number of altered genes with adjusted P-value < 0.2 in
each comparison. Genes differentially altered in at least three comparisons are
displayed in the figure.
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DISCUSION

Los linfomas de células grandes B son un grupo heterogéneo de neoplasias con
gran diversidad genética y un amplio espectro de presentaciones clinicas. En los
ultimos anos, el conocimiento sobre las alteraciones genéticas subyacentes ha
aumentado sustancialmente. Esto ha permitido refinar la clasificacion de los
linfomas y, ademas, identificar subtipos moleculares que agrupan a los pacientes
segun los mecanismos comunes de linfomagénesis. De igual forma, la
identificaciéon de subgrupos de pacientes con un alto riesgo de fracaso al
tratamiento y la optimizacion de la seleccion de tratamientos dirigidos se han
convertido en el nucleo de la investigacion en los ultimos afios en los sindromes
linfoproliferativos'?”.

El andlisis de las alteraciones genéticas en los linfomas requiere la obtencion de
biopsias tisulares, un proceso invasivo que puede verse limitado por el sitio
anatomico del tumor (como el SNC, mediastino o retroperitoneo) o por errores
de muestreo, lo que puede conllevar a no capturar la heterogeneidad espacial
del tumor o la evolucion clonal emergente tras el tratamiento. En ese sentido, la
biopsia liquida y particularmente el uso del ctDNA, se ha incorporado como una
herramienta util en el diagndstico, prondstico, evaluacion de la respuesta al
tratamiento y el seguimiento de los pacientes con linfomas
agresivos165,167,177,191,197_

Si bien estudios previos han sentado las bases para para la aplicacion clinica del
ctDNA, todavia quedan preguntas criticas por resolver en cuanto a la
metodologia de los diferentes ensayos disponibles’. Uno de los mayores
obstaculos para la implementacion del ctDNA en la rutina clinica es la falta de
consistencia entre los diferentes protocolos de extraccién. Varios estudios han
demostrado que las condiciones de almacenamiento y los procedimientos de
extraccidn estan asociados con una amplia variacion en la cantidad e integridad
del ctDNA, lo que sugiere la necesidad de estandarizar el procedimiento
preanalitico'#1.142.144.146.154 'En 2020, el National Cancer Institute de Estados

Unidos establecio el primer consenso para la recoleccion y procesamiento de
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muestras destinadas al andlisis del cfDNA, representando el primer gran
esfuerzo colaborativo para lograr este objetivo'#3.

Recientemente, el desarrollo de nuevas estrategias de secuenciacion basadas
en NGS ha permitido mejorar la sensibilidad analitica hasta un limite de
deteccion analitico de ~0.00005%. Una de estas estrategias es el PhasED-seq
(Phased Variant Enrichment and Detection Sequencing), que utiliza el
seguimiento de dos o mas variantes ('variantes en fase') en la misma hebra de
una sola molécula de ADN. Segun Kurtz et al.’®®, esta técnica logré detectar
enfermedad residual en hasta un 25% de los pacientes con LDCGB que
presentaban niveles de ctDNA indetectable después de dos ciclos de tratamiento
mediante CAPP-seq. La deteccién de enfermedad residual mediante PhasED-
seq se asocio con un peor pronostico, lo que resalta la importancia de mejorar la
sensibilidad de las técnicas de deteccién de ctDNA para una mejor evaluacion
de la respuesta al tratamiento y el prondstico de los pacientes con LDCGB.

En los primeros dos trabajos utilizamos el ctDNA como fuente para la
caracterizacion genética de la enfermedad. En el primero, incluimos de forma
prospectiva a 79 pacientes diagnosticados con LDCGB en nuestra institucion y
en el segundo, de manera retrospectiva, a 18 pacientes con LPM en
colaboracién con el Hospital del Mar. En ambos trabajos, pudimos detectar al
menos una mutacién en plasma en el 87-90% de los casos, lo que coincide con
lo previamente publicado, donde las tasas de deteccion variaban entre el 63% y
el 85%'77:194198  E| perfil mutacional descrito en las muestras de ctDNA en
ambos trabajos fueron muy consistente con lo publicado previamente en
diferentes series de LDCGB y LPM, incluida una cohorte de nuestra
institucién2°v96’97'177'199.

También buscamos determinar la sensibilidad de la técnica comparando la
informacion obtenida en plasma con la informacion de la biopsia tisular. En el
LDCGB, la sensibilidad de ctDNA para detectar mutaciones presentes en las
muestras emparejadas de FFPE fue del 68%, aumentando al 71% si solo se
consideraba el numero de genes mutados, en lugar del numero total de
mutaciones. En un estudio similar, Rossi et al.'””, determinaron el perfil genético

de 50 pacientes con LDCGB utilizando ctDNA, detectando en plasma el 83% de
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las mutaciones observadas en la biopsia tisular de 18 casos emparejados. Esta
pequena diferencia puede explicarse por la menor cobertura de secuenciaciéon
de nuestra serie (mean coverage de 329x en comparacién con >1000x en el
estudio de Rossi et al.) junto con un numero sustancialmente mayor de genes
incluidos en el disefio de nuestro panel (112 frente a 59 genes). En este sentido,
la mayoria de las mutaciones de la biopsia que no se detectaron mediante el
ctDNA tenian una baja frecuencia alélica en el tejido, lo que sugiere que podrian
estar presentes por debajo del limite de deteccion en el ctDNA debido a la baja
profundidad de secuenciacion. Al considerar solo las mutaciones con una
frecuencia alélica >20% en la biopsia del tumor, el porcentaje de mutaciones
detectadas en el plasma aumentd hasta el 77%. Por otro lado, la sensibilidad del
ctDNA para detectar las mutaciones fue significativamente menor en pacientes
con enfermedad localizada. En los pacientes con LPM, la sensibilidad del ctDNA
fue del 69%, logrando detectar >80% de las mutaciones en 7 de los 9 casos con
muestra tisular disponible. En los 2 casos restantes, el numero de mutaciones
identificadas en el ctDNA fue menor que el observado en la muestra de FFPE,
correspondiendo a pacientes con enfermedad localizada (estadio i de Ann
Arbor).

Recientemente, se ha propuesto un nuevo algoritmo, denominado LymphGen,
capaz de clasificar hasta el 63.1% de los casos de LDCGB en diferentes
subgrupos moleculares??. Al aplicar este algoritmo a las mutaciones identificadas
en el ctDNA, pudimos clasificar el 43% de nuestros casos, 0 que proporciona
evidencia para utilizar el ctDNA como fuente de clasificacion molecular. EI menor
porcentaje de casos clasificados en nuestra serie podria explicarse por el menor
numero de genes estudiados junto con la falta de informacién sobre CNA.
Precisamente, en el segundo trabajamos integramos el analisis de CNA a partir
de ctDNA mediante WGS en dos casos de LPM, observando una concordancia
del 75% con las alteraciones detectadas por OncoScan. La sensibilidad del WGS
fue notablemente mas alta para las alteraciones clonales (18/20, 90%) en
comparacion con las subclonales. Estos resultados demuestran la viabilidad de
usar WGS para detectar CNA en ctDNA y estimar la fraccion tumoral en el

plasma de pacientes con LPM. Anteriormente, el low-pass-WGS se ha utilizado
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para estudiar CNA en ctDNA en multiples tipos de cancer, como cancer de
pulmén, ovario, prostata y neuroblastoma, siendo concordantes con las
alteraciones detectadas en el ADN de tejido tumoral. Por tanto, se considera que
la deteccién de CNA en ctDNA podria ser un recurso valioso para identificar
nuevas CNA como biomarcadores pronosticos en el futuro?°.

Se ha propuesto que los subtipos genéticos de LDCGB difieren notablemente en
su respuesta al tratamiento, especialmente a las nuevas terapias dirigidas. En
los ultimos afos, se han combinado diferentes agentes con Ila
inmunoquimioterapia estandar sin lograr mejorar la respuesta ni la supervivencia
global, aunque para ello sélo se ha tenido en cuenta la clasificacién por la
COO0®%54%8_ En el ensayo PHOENIX®, se evalud la adicion de ibrutinib a R-
CHOP en pacientes con LDCGB no centrogerminal, y se analizaron
posteriormente las biopsias de los pacientes para establecer los subtipos
genéticos. Los resultados demostraron que la supervivencia libre de eventos a 3
anos fue del 100% en el grupo <60 afos de los subtipos MCD y N1 tratados con
ibrutinib mas R-CHOP, mientras que en los pacientes tratados unicamente con
R-CHOP, la supervivencia fue significativamente inferior (42.9% y 50%,
respectivamente, P < 0.02)%°. Estos hallazgos destacan la importancia de
considerar la clasificacion molecular en la toma de decisiones terapéuticas y
apoyan el uso de terapias dirigidas especificas para subtipos genéticos
particulares de LDCGB.

Ademas, la reciente integracion de los anticuerpos monoclonales biespecificos y
la terapia de células CAR-T han hecho evidente la necesidad urgente de
identificar biomarcadores predictivos que permita una seleccion racional de las
terapias mas efectivas en la practica clinica futura. Recientemente, Frank et al?’
determinaron los niveles de ctDNA en 69 pacientes con LDCGB R/R que
recibieron terapia con células CAR-T, demostrando que los niveles basales de
ctDNA se correlacionan significativamente con la SLP y SG.

Otra caracteristica crucial del ctDNA como biomarcador no invasivo es el reflejo
preciso de la carga tumoral en el momento del diagnostico, ya que esta se ha
asociado a una peor respuesta al tratamiento y un peor prondstico. En el primer

trabajo hemos observado que los niveles basales de CctDNA estan
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significativamente asociados con parametros clinicos bien descritos de carga
tumoral, incluyendo los niveles de LDH y p2-microglobulina, el IPl y el estadio
avanzado, que no estaban claramente asociados en series previas'67.177.194,
Kurtz et al'%® demostraron que los niveles elevados de ctDNA previos al inicio de
tratamiento se relacionaban de forma independiente con un peor prondstico,
tanto después de la terapia de primera linea como de rescate. Usando el mismo
punto de corte, 2.5 log hGE/mL, observamos que los pacientes con niveles
elevados de ctDNA tenian una SLP a los 24 meses (65% frente a 85%; P=0.038)
y tasas de SG significativamente inferiores (73% frente a 100%; P=0.007) en
comparacion con aquellos pacientes con niveles bajos, siendo esta la primera
confirmacién de este hallazgo en una serie prospectiva mas amplia de un solo
centro. Posteriormente, nuestros hallazgos fueron validados por otro grupo que
evaluo el papel prondstico del ctDNA en una serie de 112 pacientes con LDCGB
tratados con R-CHOP, detectando ctDNA en 95 pacientes (84%) con una
concentracion media de 3.15 log hGE/mL, observando que aquellos pacientes
con una concentracion alta de ctDNA (>3.57 log hGE/mL) tenian una una SLP a
12 meses inferior (44% frente a 83%, P < 0.001)?%2,

En los ultimos anos, se ha demostrado el valor prondstico del PET-CT en
diferentes subtipos de linfoma, especialmente mediante la evaluacién
cuantitativa del VMT y la GTL38. En nuestra cohorte de pacientes con LDCGB,
hemos confirmado el valor prondstico de ambos factores y observamos una
correlacion significativa entre los niveles basales de ctDNA y el VMT (R = 0.56;
P < 0.001), lo que sugiere que los niveles de ctDNA reflejan adecuadamente la
carga tumoral. Sin embargo, el analisis multivariado mostré que solo el VMT,
pero no el ctDNA, retuvo su impacto pronéstico independiente en la SLP. En la
serie de LPM, no encontramos una correlacion significativa entre la cantidad de
ctDNA y el prondstico, posiblemente debido al tamafio muestral limitado.

El valor del VMT depende de manera crucial del método de segmentacion, y
actualmente no hay un consenso sobre cual es el mejor método®?. Aunque la
mediana del VMT en nuestra cohorte fue menor en comparacién con estudios
previamente publicados®?3%, es importante tener en cuenta que Mikhaeel et al. 3°

analizaron el valor prondstico del VMT en una cohorte de 147 pacientes con
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LDCGB tratados con R-CHOP en una sola institucion utilizando el mismo método
de segmentacion. Sin embargo, en su cohorte el 40% de los pacientes
presentaban enfermedad voluminosa en el momento del diagndstico y el 68% de
los pacientes tenian enfermedad diseminada (estadios IlI-IV), lo que podria
explicar las diferencias en los resultados obtenidos.

Se ha propuesto recientemente un nuevo indice prondstico, denominado IMPI
(International Metabolic Prognostic Index), que ha sido desarrollado a partir del
analisis de los estudios PET de 5 ensayos clinicos. Este indice combina el VMT
con la edad (como variable continua) y el estadio Ann Arbor, y divide a los
pacientes en tres grupos segun la respuesta clinica esperada. El grupo de alto
riesgo (10%) se corresponde con la incidencia de enfermedad primariamente
refractaria, el grupo de riesgo intermedio (30%) se corresponde con la recaida
después de la respuesta inicial y el grupo de bajo riesgo (60%) se corresponde
con los pacientes que presentan una remision completa mantenida en el tiempo.
Segun este modelo, la supervivencia global a tres afios para cada grupo fue del
52%, 75% y 90%, respectivamente. El modelo IMPI puede utilizarse para estimar
la probabilidad de riesgo del paciente mediante una férmula de regresion y una
calculadora para la SLP que ha sido desarrollada por los autores?°3,
Actualmente, las herramientas de prondstico para el linfoma se basan
principalmente en las caracteristicas previas al tratamiento y no incorporan la
informacion que surge durante el tratamiento, como puede ser la evolucion clonal
que experimentan las células tumorales durante y después del tratamiento que
no se detecta facilmente con las herramientas clinicas disponibles. El disefio y
validacién de indices prondsticos dinamicos es esencial para detectar de forma
temprana aquellos pacientes que seran refractarios o la deteccidon de clones
resistentes al tratamiento. Ejemplo de ello es el modelo desarrollado por Kurtz y
colaboradores'®2, CIRI (Continuous Individualized Risk Index), que combina la
informacion determinada previo al inicio del tratamiento, la cual se actualiza a lo
largo del tiempo a medida que se obtiene nuevos datos a través de la
monitorizacion molecular mediante el uso de ctDNA y de la respuesta porimagen
mediante PET. Aunque este indice fue probado en una serie de validacion

independiente, la prueba definitiva vendra con los estudios clinicos prospectivos
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en los que los pacientes sean monitorizados prospectivamente con una
prediccion en tiempo real, permitiendo tomar decisiones terapéuticas dentro del
marco de la medicina personalizada.

La determinacién seriada del ctDNA después de la terapia puede ser una
estrategia de vigilancia minimamente invasiva para identificar recaidas
asintomaticas y caracterizar la resistencia adquirida y la evolucion clonal. A
diferencia de la monitorizacion con TAC tras el tratamiento, que no ha
demostrado mejorar los resultados clinicos ni ser rentable cuando se aplica a
todos los pacientes en la primera remisién completa?®4205, |a deteccion
temprana de la recaida de la enfermedad es cada vez mas relevante ya que se
ha demostrado que tanto la quimioterapia como la inmunoterapia son mas
eficaces en pacientes con baja carga tumoral'61.206,

En muchos casos, la aparicion de nuevos subclones con el tiempo refleja un
proceso de seleccion clonal bajo la presion del tratamiento, especialmente con
agentes dirigidos. Varios estudios han revelado que los mecanismos
moleculares de resistencia en el linfoma se pueden detectar de forma no invasiva
mediante el uso de ctDNA. Por ejemplo, Agarwal y colaboradores'®® demostraron
la aparicion de mutaciones en el plasma de pacientes con LCM que conferian
resistencia al tratamiento con ibrutinib mas venetoclax dentro de un ensayo
clinico, incluyendo la pérdida del cromosoma 9p21.1-p23.4 y mutaciones en el
complejo SWI-SNF. Mas recientemente, Sworder et al. observaron la aparicion
de mutaciones en CD19, PAX5 y TP53 en pacientes con LDCGB en recaida
tratados con células CAR-T'%2,

Con todo ello, el ctDNA es un potencial biomarcador en los diferentes subtipos
de linfoma, pero aun se necesitan mas validaciones prospectivas en ensayos
clinicos, asi como un consenso para la estandarizacion y armonizacioén del
procesamiento de las muestras, de la cantidad minima de genes a determinar
para poder llevar a cabo el genotipado de los tumores de manera efectiva entre
los distintos subtipos de linfoma.

Ademas, es esencial el desarrollo de kits comerciales que permitan llevar a cabo

el estudio de la enfermedad residual para poder trasladar finalmente la utilizacién

189



del ctDNA a la practica clinica habitual en el tratamiento de los pacientes con
linfoma.

En la ultima edicion de la clasificacion de la OMS, se ha categorizado el TLBCL
como una entidad diferente al LDCGB, reconociendo las caracteristicas
biolégicas comunes entre los tumores primarios que se originan en el SNC, el
compartimento vitreorretiniano y el testicular en pacientes inmunocompetentes,
bajo el término de "linfomas de células B grandes de sitios inmunoprivilegiados"
(barrera hematoencefalica, hematorretiniana y hematotesticular)*. Ademas, en la
ICC también se ha reconocido el TLBCL como una entidad diferente al LDCGB,
bajo el término de LDCGB primario testicular °.

En el tercer trabajo, analizamos las caracteristicas clinicas y bioldgicas de 61
casos de TLBCL tratados en la era de rituximab y comparamos su perfil genético
con dos series previamente publicadas de LDCGB y PCNSL. Una caracteristica
distintiva de nuestro estudio con respecto a estudios previos es el mayor tamano
muetral (42 pacientes con analisis genémico), asi como por la integracion de
resultados de NGS y CNA, con un numero sustancialmente mayor de genes
analizados (115 genes). Sin embargo, una posible limitacion de nuestro estudio
es que no se utilizaron métodos de secuenciacion de exoma o genoma
completos, lo que habria permitido la evaluacion de genes que no estan incluidos
en nuestro diseno de panel.

En nuestra cohorte, el 30% de los pacientes presentaban enfermedad sistémica
al diagnéstico, similar a lo reportado en estudios previos. Al comparar la
complejidad genética del TLBCL sistémico, encontramos que se parece mas al
TLBCL localizado que al LDCGB nodal. Este hallazgo esta en linea con un
estudio reciente que encontrd pocas diferencias genéticas al comparar el TLBCL
en estadio | con aquellos en estadios Il-1V, observando una mayor frecuencia de
mutaciones de BTG2 en los casos en estadio | y de CD58 en los casos en estadio
[l- 1207,

Ademas, se confirmd que la mayoria de los casos de TLBCL presentan un
fenotipo no GCB, ya que solo el 17% de las muestras fueron clasificadas como

fenotipo GCB mediante IHC y Lymph2Cx. Esta observacién es consistente con
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los datos publicados en la literatura, donde se reporta que el fenotipo ABC/no
GCB representa del 69 al 96% de los casos de TLBCL09.118-120,

Mediante un analisis genomico exhaustivo identificamos el perfil genético de
TLBCL, el cual se caracteriza por alteraciones en genes implicados en la
activacion de BCR (CD79B, SGK1), sefializacion del TLR (MYD88), via NF-kB
(PIM1, TNFAIP3), inestabilidad gendmica o control del ciclo celular (CDKN2A/B),
evasion inmune (HLA-C y HLA-B), diferenciacion de células B (PRDM1) y
moduladores epigenéticos (ARID1B).

En la reciente clasificacion molecular propuesta para el LDCGB, se ha observado
que la mayoria de los TLBCL se agrupan en los grupos MCD/C5/MYD88, los
cuales estan enriquecidos en mutaciones MYD88 'y CD79B 2022208 A| aplicar el
algoritmo LymphGen a nuestra serie, el grupo MCD fue el mas frecuente (66%
de los casos), presentando una frecuencia significativamente mayor de
mutaciones MYD88-265F y CD79B en comparacion con el LDCGB nodal (57%
frente a 13% y 50% frente a 10%, respectivamente, P < 0.01), lo cual concuerda
con otras series publicadas'?'123, Estas mutaciones, que afectan la sefializacion
de TLR y la activacion de BCR, son caracteristicas distintivas del LDCGB
extranodal?0%-212,

Ademas, las mutaciones en genes que participan en la vigilancia inmunoldgica
son fundamentales para la patogénesis del TLBCL, incluyendo las pérdidas de
los loci de HLA de clase | y Il, lo cual se asocia con una expresion reducida. En
nuestra serie, detectamos pérdidas de 6p21 (HLA) en el 15% de los casos, y se
perdié la expresion de MHC | y MHC Il en el 91% y el 62% de los casos,
respectivamente. Otros mecanismos de evasion inmune descritos en el TLBCL
son las ganancias, translocaciones y deleciones de 9p24.1 (PD-L1/PD-L2) y de
15921 que afectan al gen B2M. Aunque Chapuy et al.'?® reportaron ganancias
de PD-L1 y/o PDL-L2 en la mitad de los casos de TLBCL, este hallazgo no fue
corroborado en otro estudio reciente ni en nuestra propia serie'?2.

El perfil genético del TLBCL muestra algunas similitudes con el LDCGBnodal,
pero también presenta caracteristicas distintivas. La inestabilidad genética en el
TLBCL esta mediada por la pérdida de CDKN2A/B, mientras que el LDCGBnodal

generalmente se caracteriza por pérdidas de 13q14 (RB1), ganancias de 8924
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(MYC) o alteraciones de TP53'23213214 Una observacion destacable fue la
marcada ocurrencia de mutaciones en TBL1XR1 y MEF2B en el TLBCL en
comparacion con el DLBCL. Consistente con lo previamente descrito en el
PCNSL2% observamos una ocurrencia simultinea de mutaciones en
MYD88-265F 'y TBL1XR en el 86% (12/14) de los casos. Finalmente, las
alteraciones en ETV6 también fueron mas prevalentes en el TLBCL en
comparacion con el DLBCL, similar a lo descrito en el PCNSL, corroborando el
perfil genédmico similar de ambos LDCGB extranodales'?3215216_ En comparacion
con el PCNSL, el TLBCL no mostré diferencias importantes en cuanto a CNA o
perfil mutacional.

En este estudio, debido al numero limitado de casos, fue dificil encontrar
correlaciones significativas con el prondstico. Sin embargo, se observo que los
pacientes con alteraciones en los genes ATM y SPEN tuvieron una menor SLP.
ATM es un regulador clave de la respuesta al dafio del ADN y se ha descubierto
que esta frecuentemente mutado en neoplasias de células B, lo que se asocia
con una complejidad gendémica estructural y un impacto negativo en la evolucion
de los pacientes?'’:2'8, Las alteraciones de SPEN, un gen que codifica un
represor transcripcional inducible por hormonas, también se han asociado con
una menor supervivencia libre de progresion en linfomas 2'°.

En los ultimos afos, se han hecho avances significativos en el tratamiento del
TLBCL con la incorporacion de rituximab y radioterapia. Aunque el régimen R-
CHOP cada 21 dias con metotrexato intratecal y radioterapia locorregional sigue
siendo el estandar de tratamiento, todavia existe una necesidad médica no
satisfecha para pacientes que no responden a este enfoque. Una mayor
comprension de los procesos fisiopatologicos del TLBCL tiene el potencial de

mejorar aun mas el tratamiento de este subtipo de linfoma.
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CONCLUSIONES

1. EI DNA circulante tumoral es una fuente no invasiva para la caracterizacion
genética del linfoma difuso de células grandes B y el linfoma de células B
primario de mediastino, especialmente util cuando la accesibilidad a

muestras tisulares es limitada.

2. El perfil mutacional y las alteraciones en el nimero de copias, determinados
mediante el uso de ctDNA, presentan una buena correlacion con los

determinados en la biopsia tisular.

3. EI DNA circulante tumoral permite evaluar la heterogeneidad tumoral, asi
como establecer la clasificacion molecular de los linfomas, lo que representa

una oportunidad para la seleccion de terapias dirigidas.

4. Los niveles basales de DNA circulante tumoral tienen un impacto prondstico
en la respuesta y la supervivencia de los pacientes con linfoma difuso de
células grandes B y se correlacionan con otras variables de carga tumoral

como el volumen metabdlico tumoral.

5. La mayoria de los casos de linfoma testicular de células grandes B
pertenecen al subtipo de célula activada y se clasifican dentro del grupo
MCD.

6. El linfoma testicular de células grandes B sistémico presenta muy pocas

diferencias genéticas en comparacioén con el localizado.

7. Ellinfoma difuso de células grandes B primario del sistema nervioso central
y el linfoma testicular de células grandes B comparten un perfil mutacional
similar. Este ultimo presenta una mayor frecuencia de alteraciones genéticas
en las vias de sefializacion de BCR, NF-kB y Toll-like receptor respecto al

linfoma difuso de células grandes B nodal.
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8. Estas alteraciones genéticas confirieren al linfoma testicular de células
grandes B un perfil distintivo que apoya su reconocimiento como una entidad

diferente del linfoma difuso de células grandes B.
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