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RESUMEN

La mutaciéon somatica MYD88 L265P muestra un papel importante en la
linfomagénesis, formando parte de la via de sefializacion Toll-like receptor (TLR), la
cual regula la activacion de NFKB. Tras su identificaciéon en el afio 2011 se ha
descrito en varios subtipos de linfomas B, siendo la Macroglobulinemia de
Waldestrom/Linfoma Linfoplasmacitico (MW/LPL) el que la presenta mas
frecuentemente (hasta un 90%) y habiendo sido observada de forma minoritaria en

linfomas marginales.

En el afio 2013 tras el desarrollo y comercializacion de farmacos inhibidores
de la via en la que participa, MYD88 L265P se muestra no solo como biomarcador

con fines diagndsticos sino también predictivos de terapia.

Los linfomas de la zona marginal son un subgrupo de linfomas que pueden
plantear problemas en el diagnéstico diferencial con MW/LPL, especialmente
cuando presentan diferenciacién plasmacitica. Con el fin de establecer la utilidad
diagndstica de MYD88 L265P en linfomas de la zona marginal, caracterizar clinica e
histologicamente a aquellos que la presentan y abrir la posibilidad hacia una terapia
dirigida en estos linfomas, realizamos un estudio de una serie de 128 linfomas, que
incluyen 89 linfomas de la zona marginal esplénicos (SMZL), 6 linfomas de la zona
marginal ganglionar (NMZL), 6 linfomas marginales extraganglionares del tejido
linfoide asociado a mucosas (MALT) y 27 linfomas linfoplasmaciticos (LPL), por
encontrarse en el diagndstico diferencial. Para ello, hemos puesto a punto un
método sensible y especifico, como es la PCR Tagman alelo especifica, para su
deteccién en tejidos parafinados con posterior validaciéon a través del método

Sanger.

En nuestra serie, detectamos la mutacion MYD88 L265P en un 70% de LPL,
mientras que en linfomas marginales se detect6 en un 14 % de los casos,

correspondientes a SMZL, encontrandose ausente en NMZL y linfomas MALT.

Estudiamos las caracteristicas clinicas de la serie por grupos, mutados y
nativos, y observamos una asociacion entre presencia de mutacion y sexo masculino

(p=0,013), leucocitosis (p=0,048) y paraproteina IgM (p=0,018). De forma aislada,
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MUTACION MYD88 L265P EN LINFOMAS B DE LA ZONA MARGINAL

en los linfomas de la zona marginal con mutacién de MYD88 L265P, se encontr6 una
fuerte asociacién entre esta y la presencia de paraproteinemia IgM (p=0,033) asi

como con los niveles de leucocitosis (p=0,004) y linfocitosis (p=0,034) en sangre.

Con respecto a las caracteristicas histolégicas, fue examinada la morfologia
en muestras procedentes de piezas de esplenectomia, sin identificarse diferencias
importantes en los linfomas marginales con y sin mutacién, siendo la Unica, la
diferenciacién plasmacitica, que estuvo presente algo mas frecuentemente en los

casos mutados.

Por ultimo, encontramos asociaciéon entre ECOG elevados y presencia de

mutacion y una relacion entre mayor supervivencia y MYD88 L265P.
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ABREVIATURAS Y SIGLAS

ABC-DLBCL Activated B Cell Diffuse Large B Cell Lymphoma (Linfoma B Difuso de Célula Grande subtipo
Activado)

ADN Acido desoxirribonucleico

Ag Antigeno

ARID AT-Rich interactive domain (Dominio interactivo rico en AT)

ARN Acido ribonucleico

BAFFR B-cell activating factor receptor (Receptor de los factores activadores de célula B)

BCL-NOS B-cell ymphoma (Linfoma de célula B no especificado)

BCR B-cell receptor (Receptor de célula B)

BIRC Baculoviral IAP recept containing (Receptor que contiene IAP baculoviral)

BTK Bruton’s Tyrosine Kinase (Tirosin Quinasa de Bruton)

CARD11 Caspase recruitment domain containing protein 11 (dominio de reclutamiento del dominio de
caspasa que contiene proteina 11)

CGH Comparative genomic hybridization (Hibridacion por gendmica comparativa)

CLL/SLL Chronic Lymphocytic Leukemia/Small Lymphocytic Lymphoma (Leucemia Linfocitica
Crdnica/Linfoma Linfocitico de Células Pequefias)

CSR Class Switch Recombination (recombinacién/conmutacion de clase)

CT Threshold Cycle (ciclo umbral)

DLBCL Diffuse large B cell Lymphoma (Linfoma B Difuso de Célula Grande)

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (medio Dulbecco modificado del medio Eagle)

EMEM Eagle’s Minimum Essential Medium (medio minimo esencial Eagle)

FBS Fetal Bovine Serum (suero fetal bovino)

FDA Food and Drug Administration (Administracién de Alimentos y Farmacos)

FISH Fluorescence in situ hybridization (Hibridacion in situ mediante Fluorescencia)

GL Ganglio linfético

GCB-DLBCL Germinal Center B Cell Diffuse Large B Cell Lymphoma (Linfoma B difuso de célula grande
subtipo germinal)

Hb Hemoglobina

HCK Hematopoietic Cell Kinase (Quinasa de células hematopoyéticas)

HE Hematoxilina-Eosina

Heterocig Heterocigota

Homocig Homocigota

HUMV Hospital Universitario Marqués de Valdecilla

IFIMAV Instituto de Formacidn e Investigacion Marqués de Valdecilla

IFN-B Interferén B

Ig Inmunoglobulina

IGVH Inmunoglobulin Variable Region Heavy Chain (region variable de cadenas pesadas de
inmunoglobulinas)

IHQ Inmunohistogquimica

IKBKB Inhibitor of Nuclear Factor Kappa B Kinase subunit Beta (inhibidor del factor nuclear Kappa,
subunidad beta)

IL Interleuquina

IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (medio Iscove modificado de Dulbecco)

IRAK Interleukin Receptor Associated Kinase (Quinasa asociada al receptor de interleukina)
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IRTA Immunoglobulin Receptor Translocation associated gene (receptor de la inmunoglobulina d
los genes asociados a la traslocacién)

JAK-STAT Janus Kinase-Signal Transducer and Activator of Transcription (Transductor y activador de la
sefial quinasa Janus)

KLF2 Kruppel Like Factor (Factor Kruppel Like)

KMT/MLL Histone-lysine Methyltransferasa / Mixed Lineage Leukaemia (metil transferada Histona-
Lisina/leucemia de linea mixta)

LDH Lactato deshidrogenasa

LPL/WM Lymphoplasmacytic Lymphoma/ Waldestroms Macroglobulinemia (linfoma
linfoplasmacitico/macroglobulinemia de Waldestrom)

MO Médula 6sea

MALT Mucosa-Associated Lymphoid Tissue (Tejido linfoide asociado a mucosa)

MAPK Mitogen Activated Protein Kinases (proteinas quinasas activadas por mitogenos)

MGUS Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance (gammapatia monoclonal de

significado incierto)

MM Mieloma multiple

Mu/Mut Mutante/mutado

MYD Myeloid Differentiation (diferenciacion mieloide)

Neg Negativo

NFKB Nuclear Factor Kappa light chain enhancer of activated B-cells (factor nuclear de cadenas
ligeras kappa potenciador de células B activadas)

NFKBIE Nuclear Factor Kappa light chain enhancer in B cells inhibitor epsilon (inhibidor épsilon del
potenciador del factor nuclear de cadenas ligeras kappa)

NMZL Nodal Marginal Zone Lymphoma (Linfoma de la zona marginal ganglionar)

NOS Not otherwise specified (no especificado)

NOTCH2 Neurogenic Locus Notch Homolog Protein 2 (proteina 2 homadloga del locus neurogénico
Notch)

Ne Nudmero

OMS Organizacién Mundial de la Salud

PAS Acido Peryédico de Schiff

PCR Polymerase chain reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)

PI3K Phospoinositidil 3 Kinase (Quinasa 3 fosoinositidil)

Pos Positivo

PTPDR Protein Tyrosin Phosphatase Receptor type Delta (receptor de la proteina tiroin fosfatasa tipo
delta)

gPCR Quantitative polymerase chain reaction (reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa)

REAL Revised European American Classification of Lymphoid Neoplasm (clasificacién revisada
Europea Americana de las neoplasias linfoides)

RFLP Restriction Fragment Lenght Polymorphism

RPMI Roswell Park Memorial Institute Medium (medio Roswell Park Memorial Institute)

SMZL Splenic Marginal Zone Lymphoma (Linfoma de la zona marginal esplénico)

SNC Sistema Nervioso Central

TAK Tat Associated Kinase (Quinasa asociada a Tat)

TCR T cell Receptor (receptor de células T)

TIR Toll-Interleukin Receptor (receptor interleuquina Toll)

TIRAP Toll Interleukin Receptor Adaptor Protein (adaptador de proteina del receptor Toll
interleuquina)

TLR Toll Like Receptor (receptor Toll like)

TMA Tissue MicroArray (microarray de tejidos)
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TNFAIP Tumor Necrosis Factor Alpha Induced Protein (proteina inductora del factor alpha de necrosis
tumoral)

TNFR Tumor Necrosis Factor Receptor (receptor del factor de necrosis tumoral)

TP53 Tumor Protein 53 (proteina tumoral 53)

TRAF TRIF Adaptor Factor (TRIF factor adaptador)

TRAM TRIF Adaptor Molecule (TRIF molécula adaptadora)

TRIF TIRAP Inducing IFNB (TIRAP inductor de IFNB)

VEB Virus de Epstein Barr

VHB Virus de la Hepatitis B

VHC Virus de la Hepatitis C

VIH Virus de la Inmunodeficiencia Humana

Wit Wild type (tipo nativo)
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INTRODUCCION

1. Neoplasias linfoides. Clasificacion

Los linfomas son un grupo heterogéneo de neoplasias derivadas de los

linfocitos, que se desarrollan fundamentalmente en 6rganos linfoides(1).

Suponen una de las causas de morbilidad y mortalidad significativa en el
mundo, con 450.000 casos nuevos diagnosticados al afio y una mortalidad anual de
225.000(2). Es el 42 cancer mas frecuente en el Norte de América, con mas del 90%
de estos pacientes diagnosticados de linfomas de origen en célula B(1). En Espafia,
los linfomas no Hodgkin suponen el 82 cancer mas frecuente, con una incidencia
estimada de 9.082 casos para el afio 2019(3)(4).

Las neoplasias linfoides muestran una heterogeneidad y complejidad
importante a nivel clinico, morfolégico y biolégico(5). El diagnéstico de las
neoplasias linfoides ha cambiado drasticamente durante las ultimas tres
décadas(6). El avance en los ultimos afios en el conocimiento de la biologia celular y
molecular del cancer, ha permitido identificar los mecanismos de transformacién
maligna(7). Dicho conocimiento ha facilitado la comprension general del
funcionamiento de la célula linfoide en procesos neoplasicos, sirviendo de base para
el diagnostico(8)(9). Como consecuencia, ha habido una transicion a través de los
afios, desde el diagndstico puramente morfoldgico hacia un sistema que integra las
caracteristicas clinicas, morfolégicas, inmunofenotipicas y genéticas(10)(11).
Actualmente, existen descritos mas de 50 tipos de linfomas en la clasificacién actual

de los tumores hematopoyéticos de la organizaciéon mundial de la salud(5)(12).

Debido a esta heterogeneidad, los prondsticos también pueden variar
enormemente. Los linfomas indolentes o de bajo grado como los linfomas foliculares
o los linfomas marginales, representan aproximadamente un tercio de los linfomas
B no Hodgkin. A pesar de que los pacientes con estos linfomas muestran una tasa de
supervivencia relativamente buena, la morbimortalidad es significativa ya que
permanecen como enfermedades crénicas incurables, que requieren de la
exposicion repetida a tratamientos con notable toxicidad. En los linfomas agresivos,
la posibilidad de curaciéon es mas alta, pero incluso en aquellos en los que se
consigue la curacidn, la combinacion de quimioterapia, a veces usada de forma
conjunta con radiacion, pueden resultar en toxicidades a largo plazo que perjudican
la salud, predisponen a neoplasias secundarias y afectan de forma negativa a su
calidad de vida(2).

25



MUTACION MYD88 L265P EN LINFOMAS B DE LA ZONA MARGINAL

Gracias a los avances de las nuevas tecnologias, se han descrito numerosos
marcadores moleculares que permiten estudiar la enfermedad desde el mecanismo
de linfomagenésis, que ademas de facilitar la comprension general del
funcionamiento de la célula en procesos neoplasicos y servir de base para el
diagnostico, nos permiten intentar modificar, revertir o limitar estas alteraciones
moleculares(13)(14).

Los tratamientos antidiana, son la base de la medicina personalizada,
también llamada medicina de precision, y se caracterizan por dirigirse contra
marcadores especificos de las células neoplasicas, respetando las células normales.
Dada la mayor selectividad de la terapia antidiana en comparacién con la
quimioterapia citotéxica, esta presenta, a priori al menos, dos ventajas: menos
efectos secundarios y, en muchos casos, selecciéon de tratamiento en funciéon de
biomarcadores predictivos de eficacia, que suelen ser en la mayoria de los casos la
expresion de la propia diana(15)(16)(17)(18)(19).

En la mayoria de los linfomas B es muy frecuente que la enfermedad esté
diseminada, lo cual viene a ser un reflejo del comportamiento de la célula de origen
y su capacidad de recirculacién. En forma y funcidn, las células de los linfomas B de
bajo grado asemejan a su contrapartida normal y se comportan de forma
dependiente del medio ambiente. Esta dependiencia del medio ambiente se pone en
evidencia por la dificultad de generar lineas celulares o cultivos estables, lo que
indica que las células no pueden proliferar de forma auténoma y requieren sefales
estimuladoras externas. La célula del linfoma de la zona marginal tiene una
apariencia morfolégica y un inmunofenotipo que es reminescente de las células B de
la zona marginal(20). A pesar de esto, conceptualmente, el origen de la célula no
indica que la llave de los eventos oncogénicos sea necesariamente adquirida
unicamente en el estadio de desarrollo de célula B. Los mecanismos responsables de
su desarrollo son multiples y a distintos niveles e incluyen alteraciones genéticas,
anormalidades en la regulacion epigenética, activacion de vias aberrantes,

interacciones entre el tumor y el medio ambiente, etc(1)(14).

En la ultima década, los avances en estudios moleculares de alta complejidad
han mostrado que muchos de los linfomas bien definidos histolégicamente son
heterogéneos a nivel molecular. Asi los estudios de secuenciacién muestran que
cada linfoma parece poseer una Unica combinacién de alteraciones genémicas. Por
tanto, la respuesta de estos pacientes a terapia especifica puede variar

notablemente. También es importante determinar qué mutaciones son conductoras
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en la patogénesis del linfoma, convirtiéndolos en dianas terapéuticas potenciales
(21). En estudios de secuenciacidn, la frecuencia en que se observa una mutacion
nos puede dar idea de cémo de conductora pueda ser en el proceso de
linfomagénesis de esa entidad. En la mayoria de los casos, solo algunos genes estan
mutados de forma consistente en una larga proporcién de alelos, observandose que

la mayoria de las mutaciones demostradas son subclonales (9)(13).

Por tanto, es importante el conocimiento y comprension de la patogénesis de
los linfomas, ya que ha servido para refinar el diagnéstico y la clasificacién, asi como
para permitir la estratificacion por prondstico y también para abrir la posibilidad de
la terapia personalizada en dichos paciente y por consiguiente, el desarrollo de

nuevos tratamientos con eficacia mejorada y menor toxicidad(22)(23)(24)(25).

En la tabla de clasificacion diagnéstica de linfomas B (Tabla 1.) que sigue a
continuacién, se puede observar los distintos tipos de neoplasias B de células
maduras, segtn la actualizaciéon 2016 a la clasificacion de la OMS 2008, entre los que
se encuentran los linfomas B de bajo grado, a los que pertenecen los linfomas de la

zona marginal.
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Tabla 1. Clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud de los linfomas B maduros.

Neoplasias de linfocitos B maduros

Leucemia Linfocitica Crdnica/Linfoma linfocitico de células pequefias
Linfocitosis de Células B Monoclonales
Leucemia prolinfocitica de células B
Linfoma de la zona marginal esplénico (SMZL)
Tricoleucemia
Linfoma/leukemia esplénico/a, inclasificable
Linfoma B difuso de células pequefias de la pulpa roja esplénico
Variante tricoleucémica
Linfoma linfoplasmacitico
Macroglobulinemia de Waldestrom
Gammapatia Monoclonal de Significado Incierto (MGUS)
Enfermedades de cadenas pesadas
Enfermedad de cadenas pesadas Alpha
Enfermedad de cadenas pesadas Gamma
Enfermedad de cadenas pesadas Mu
Mieloma
Plasmocitoma solitario del hueso
Plasmocitoma extradseo
Enfermedad por depdsito de inmunoglobulina monoclonal
Linfoma de la zona marginal extraganglionar del tejido linfoide asociado a mucosas (Linfoma MALT)
Linfoma de la zona marginal ganglionar (NMZL)
Linfoma de la zona marginal ganglionar pediatrico
Linfoma Folicular
Neoplasia folicular in situ
Linfoma folicular de tipo duodenal
Linfoma Folicular de tipo pediatrico
Linfoma B de células grandes con reordenamiento IRF4
Linfoma primario cuténeo foliculocéntrico
Linfoma de células del manto
Neoplasia de células del manto in situ
Linfoma B difuso de células grandes (DLBCL)
Tipo centrogerminal
Tipo células B activadas
Linfoma B de células grandes rico en histiocitos/células T
Linfoma B difuso de células grandes primario del Sistema Nervioso Central
Linfoma B difuso de células grandes primario cutaneo, tipo pierna
Linfoma B difuso de célula grandes, EBV+ del anciano
Ulcera mucocuténea EBV+
Linfoma B difuso de células grandes asociado a inflamacidn crénica
Granulomatosis linfomatoide
Linfoma B de células grandes primario mediastinico (timico)
Linfoma B de células grandes intravascular
Linfoma B de células grandes ALK+

Linfoma plasmablastico
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Neoplasias de linfocitos B maduros

Linfoma primario de cavidades

Linfoma B difuso de células grandes primario HHV8+

Linfoma de Burkitt

Linfoma de Burkitt like con aberracion 11 q

Linfoma B de alto grado, con reordenamiento de MYCy BCL2 y /o BCL6
Linfoma B de alto grado

Linfoma B, inclasificable, con caracteristicas intermedias entre LBDCG y linfoma de Hodgkin clasico

2. Linfomas de la zona marginal

La designacién actual de linfoma de la zona marginal (MZL) fue propuesta a
principio de los afios 90 en la clasificacién REAL para agrupar subtipos de linfomas
aparentemente similares. Inicialmente denominados como “reticuloendoteliosis
simuladora de linfoma”, “inmunocitoma esplenomegdalico con células peludas
circulantes”, “desorden proliferativo de células B CD11+ de caracteristicas
intermedias entre leucemia linfatica cronica y leucemia de células peludas” asi como
“linfoma esplénico con linfocitos vellosos”, “linfoma de células B monocitoides” o
“linfoma parafolicular”, todos ellos exhibian una apariencia histolégica similar a

pesar de las diferencias en la terminologia (26)(27)(28).

La categorizacion de dicho grupo de linfomas se ha beneficiado de numerosos
estudios que van desde los apoyados fundamentalmente en morfologia e
inmunofenotipo, pasando por estudios citogenéticos convencionales y moleculares
(FISH y CGH) hasta los mas recientes basados en técnicas de genética molecular
(hibridacién, microarrays, secuenciacion, etc.)(29)(28). Asi, en afios posteriores, se
hicieron evidentes las diferencias entre los distintos tipos de linfomas de la zona
marginal y actualmente la organizacién mundial de la salud (OMS) los reconoce
como(5)(30):

e Linfoma de la zona marginal ganglionar (NMZL)
e Linfoma marginal extraganglionar del tejido linfoide asociado a mucosa

(MALT)

e Linfoma de la zona marginal esplénico (SMZL).

Por tanto, los linfomas de la zona marginal son un grupo heterogéneo de
linfomas y toman su nombre por la caracteristica presencia de una diferenciacion

de zona marginal apreciable mediante estudio histoldgico en todos ellos.
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2.1. Concepto de zona marginal. Localizacion y celularidad de la zona marginal

La celularidad de la zona marginal en condiciones normales se encuentra
ampliamente estudiada en seres humanos y ratones. En los ratones, las células B de
la zona marginal se encuentran confinadas en la zona marginal del bazo. Por el
contrario, en humanos, se ha descrito ademas de en el bazo, en la pared interna del
seno subcapsular de ganglios linfaticos, en el epitelio de las criptas amigdalares y en
el area subepitelial del tejido linfoide asociado a mucosas, incluyendo las placas de
Peyer(31)(32). Estas areas equivalentes de zona marginal tienen una composiciéon
celular similar a la zona marginal esplénica y pueden constituir nichos funcionales
provisionales de células B marginales, particularmente en individuos
esplenectomizados. Células B marginales idénticas pueden ser vistas en la sangre
periférica, lo que sugiere que dichas células tienen capacidad para recircular
(33)(32).

En el bazo, se distinguen dos compartimentos linfoides bien caracterizados:
la pulpa roja y la pulpa blanca. La pulpa roja constituye el entramado de arteriolas y
vasos sinusoidales venosos. La pulpa blanca constituye el tejido linfoide
especializado, organizado en foliculos. En los foliculos se lleva a cabo la mayor parte
de la respuesta inmune especializada, distinguiéndose claramente distintas zonas
anatomicas cuando se produce una estimulacidon antigénica. Estas zonas que se
disponen de forma concéntrica son: centro germinal, zona del manto y en su porcién
mas externa la zona marginal. La zona marginal esplénica, interpuesta
estratégicamente entre el tejido linfoide de la pulpa blanca y la circulaciéon
sanguinea, contiene células B entremezcladas con macréfagos, células dendriticas y
granulocitos apoyados en una red de células reticulares estromales(32). En el bazo
humano, debido a la carencia de un seno de la zona marginal bien definido, la sangre
de las arterias peniciladas drena directamente en capilares de la pulpa roja y de la
zona perifolicular. Tanto la zona perifolicular como la pulpa roja consisten en un
sistema circulatorio abierto de espacios llenos de sangre conocidos como cordones
esplénicos, los cuales no tienen delimitaciéon endotelial bien definida y estan en

intimo contacto con los vasos sinusoidales venosos de la pulpa roja(32)(34)(35).

Los linfocitos reconocen epitopos antigénicos de manera especifica, a través
de los receptores de célula T (TCR) o los receptores de célula B (BCR)(36). Algunas
subpoblaciones de linfocitos expresan BCR o TCR de baja especificidad, codificados
por genes V(D)] que reconocen multiples determinantes microbianos. Estos

linfocitos (similares a la celularidad de inmunidad innata) estan estratégicamente
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colocados en primera linea de defensa de areas que estan constantemente expuestas
a antigenos microbianos, incluyendo la piel y las mucosas. Una parte significativa de
esta celularidad linfoide esta compuesta por células B de la zona marginal del
bazo(32).

Las células B de la zona marginal expresan BCR poli reactivos que se pueden
unir a agentes microbianos siguiendo multiples patrones. En algunos casos el perfil
de reconocimiento de estos BCR polireactivos es ampliamente similar a aquellos de
TLR. Ademas, dichas células expresan altos niveles de TLR (de forma similar a
macréfagos y granulocitos). Tras interactuar con antigenos expuestos en
macrofagos, células dendriticas o neutrofilos, rapidamente se diferencian a
plasmablastos que producen grandes cantidades de IgM(32). Ademas, producen IgG
e IgA via class switch recombination (CSR) y se someten a la hipermutacién
somatica. A pesar de que las células de la zona marginal comparten muchas
caracteristicas con las células B de memoria (IgM+, IgD+, CD21, CD23-, CD27+), lo
que sugiere que pudieran tratarse de células equivalentes que han retenido
expresion de IgM tras dejar el centro germinal antes de la induccién de CSR, se ha
demostrado que no lo son necesariamente(32)(37). Las células B de la zona
marginal expresan débilmente IgD y también tienen un mecanismo distinto de
diversificacién durante la ontogenia, un patrén diferente de uso de genes IgV, menos
mutaciones IgV con baja tasa de acumulacion de mutaciones y menos divisiones
celulares comparadas con las células B de memoria(32). Ademas, estudios
adicionales indican que las células B de la zona marginal pueden desarrollarse
durante la vida fetal en ausencia de centros germinales. Comparadas con las células
B de memoria, la poblacién de células B marginales, también muestran una menor
dependencia de las sefiales de CD40 y una mayor dependencia de las sefales TLR.
En este sentido, pacientes que tienen deficiencias en moléculas de sefializacién de
TLR (MYD88, TIRAP, IRAK4) tienen pérdida selectiva de células B de la zona
marginal(32)(34)(38).

2.2. Patogénesis de los linfomas de la zona marginal

Se postula que los linfomas de la zona marginal derivan de la célula B de la
zona marginal que se halla normalmente presente en foliculos linfoides secundarios
de bazo, ganglios linfaticos y en tejido linfoide extraganglionar. Los métodos de
secuenciacion y andlisis mutacional de los genes variables de las cadenas pesadas
de Ig (VH), revelan un origen post centrogerminal y demuestran que los linfomas de

la zona marginal reordenan la familia de los genes VH4, VH3 y VH1, con preferencia
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de los linfomas B de la zona marginal esplénicos a favor del uso de VHI1.2. Esto
significa que los linfomas de la zona marginal pueden derivar de distintos tipos de

células B de la zona marginal(39)(40).

A pesar de que la etiologia de estos linfomas B es desconocida, se ha sugerido
que la estimulacion antigénica persistente desencadenada por infecciones cronicas
y fendmenos autoinmunes, puede jugar un papel importante como evento iniciador
en el desarrollo de la enfermedad. Asi, es bien conocida su asociacion a virus de la
hepatitis C e igualmente se han descrito casos esporadicos de asociacién a virus de
la hepatitis B. Estos hallazgos son consistentes con la observacion de que el
tratamiento de estos linfomas con antivirales hasta dejar la carga viral indetectable
puede resultar en la remision del linfoma(41). La asociacién de estos procesos
linfoproliferativos con el virus del Epstein-Barr y Citomegalovirus no ha sido

establecida.

2.3. Importancia del diagnostico de los linfomas de la zona marginal

Para el manejo de los pacientes con diagnéstico de linfoma de la zona

marginal, hay dos aspectos que son cruciales:

- Establecer un diagnostico correcto y evaluar el pronéstico de la enfermedad.

- Distinguir entre estadio localizado y diseminado.

Las bases de un diagnostico correcto vienen determinadas por el adecuado
estudio del paciente, integrando datos clinicos, histologicos y moleculares, como ya
se ha comentado anteriormente. Igualmente, es esencial determinar si la
enfermedad se encuentra localizada o diseminada, con fines de estadiaje y de
eleccién de tratamiento correcto (42)(43). En los linfomas de la zona marginal, el
linfoma MALT suele ser localizado (ya que tan sé6lo el 25% progresan) mientras que
los linfomas NMZL y SMZL suelen ser diseminados(44)(45)(46).

3. Linfomas de la zona marginal esplénicos

Se define como linfoma de la zona marginal esplénico a una neoplasia de
células B compuesta por linfocitos pequefios que rodean y reemplazan los centros
germinales de la pulpa blanca esplénica, borran la zona del manto y se unen a una

zona periférica de células de mayor tamafo que incluyen blastos transformados(5).
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3.1. Caracteristicas clinicas

Las principales caracteristicas clinicas de los pacientes con SMZL, son las
derivadas de la esplenomegalia con dolor abdominal y/o citopenias relacionadas
con hiperesplenismo o fenémenos autoinmunes, mas que por infiltracién de médula
6sea. Los sintomas B sistémicos y los ganglios linfaticos palpables son raros,
pudiendo verse ocasionalmente afectadas localizaciones extraganglionares.
Algunos pacientes pueden estar asintomaticos y el diagnostico puede ser
descubierto de forma incidental, durante un estudio de
linfocitosis(47)(48)(49)(50).

3.2. Caracteristicas morfolagicas

La afectacion de sangre periférica es comun en los SMZL y puede ser
detectada morfolégicamente en el frotis o por citometria de flujo en casos de
linfocitosis minima. Se caracteriza por la presencia de linfocitos circulantes de
nucleos redondos con cromatina condensada y citoplasma baséfilo con vellosidades
cortas, que pueden estar distribuidas al azar o concentradas en uno o dos de los
polos de la célula. También se acompafian de células pequefias linfoides sin
caracteristicas especificas, células linfoplasmocitoides, linfocitos de nucleos

hendidos o linfocitos que se asemejan a células monocitoides(47)(51).

La histologia del bazo en estos casos se caracteriza por un infiltrado linfoide
micronodular en pulpa blanca, centrado sobre foliculos preexistentes. Hacia la
periferia se identifica una zona interna de linfocitos pequefios con nticleos redondos
o ligeramente irregulares sustituyendo la zona del manto, los cuales reemplazan
parcial o completamente el centro folicular reactivo. Se observa una zona externa de
células de mediano tamafio con citoplasma claro, similares a las que se ven en la
zona marginal esplénica, con algunos blastos intercalados. Todo ello configura un
patroén bifasico. Pueden observarse algunos foliculos reactivos. La infiltracion de la
pulpa roja esta presente en distintos grados en casi todos los casos. La mayoria de
las células de la pulpa roja la conforman linfocitos de pequefio tamafio que infiltran
difusamente, sin formar nodulos. Tanto cordones como sinusoides se ven
afectados(52)(53)(54)(55)(56).

En algunos casos se observa diferenciacion plasmacitica, que
histolégicamente, se caracteriza por la presencia de células linfoplasmocitoides o
células plasmaticas que expresan el mismo tipo de Ig que los linfocitos tumorales.

Las células linfoplasmocitoides se distinguen por no tener un aparato de Golgi
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prominente y su citoplasma es menos basofilo y menos abundante que el de las
células plasmaticas. Estas células linfoplasmocitoides o las células plasmaticas se
encuentran localizadas en la zona marginal, en la pulpa roja y ocupando los centros
germinales caracteristicamente, cuando estan presentes. Esta caracteristica
morfoldgica es mas facilmente reconocible cuando el analisis inmunohistoquimico
muestra monotipia de cadenas ligeras. También pueden verse agregados de

histiocitos epitelioides, dentro de los foliculos o rodeandolos(57)(58).

Los ganglios linfaticos hiliares presentan unas caracteristicas similares. La
arquitectura ganglionar muestra un infiltrado de linfocitos con patrén micronodular
y senos dilatados pero preservados. De nuevo, este patron nodular se establece
sobre foliculos linfoides preexistentes. A diferencia del bazo, la zona periférica de

diferenciaciéon marginal no es caracteristica(59).

El aspirado de médula 6sea muestra un grado variable de infiltracién linfoide
pero usualmente es leve. La morfologia, descrita anteriormente, se aprecia mejor en
extendidos de sangre periférica que en el aspirado. La diferenciaciéon plasmacitica
es mas frecuente en médula 6sea que en sangre periférica y cuando ésta se

encuentra presente, puede dificultar el diagnostico al parecerse a MW/LPL(47).

El aspirado de médula é6sea es insuficiente para el diagnéstico, siendo
necesaria la biopsia. La médula 6sea puede estar afectada variablemente y muestra
tipicamente un infiltrado intrasinudoidal, que con la evolucién de la enfermedad y
especialmente tras la esplenectomia, puede dar paso a otro de tipo nodular. En los
casos avanzados esta combinacién de patrones intrasinusoidal y nodular es
caracteristica aunque no especifica(47). La morfologia de las células es monomorfa,
con tamano pequefio-mediano y nucleo redondo u oval con contorno regular y un
pequefio anillo de citoplasma. Se pueden observar mediante tinciones para células
dendriticas foliculares, centros germinales residuales reemplazados por células
neoplasicas (60). En un pequefio porcentaje de casos puede observarse

diferenciacion plasmacitica(53).

3.3. Caracteristicas immunofenotipicas

Las células neoplasicas expresan Ig de superficie (mas frecuentemente IgM,
a menudo acompanados de IgD), CD20, Pax5, BCL2 y pueden ser positivas para
DBA44 y CD38. En la mayoria de los casos negativas para CD3, CD5, CD10, CD23 y
CD43, Ciclina D1, Anexina A1 y BCL6. La tasa de proliferacion determinada por el

indice Ki67 es usualmente baja pero nos sirve para identificar un anillo de células
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proliferantes de la zona marginal, con un patrén anular o en diana. Se encuentra
descrito que algunos casos expresan CD5 o CD23 o0 CD43 pero la coexpresion de CD5
y/o CD43 con CD23 es rara. Si la diferenciacién plasmacitica esta presente, las

células plasmaticas habitualmente presentan expresién de CD38 y/o CD138(47).

Los foliculos colonizados se identifican por una trama de células dendriticas
foliculares CD23 positivas y células CD10 y BCL6 negativas, entre las cuales se
adivinan algunas residuales pertenecientes al foliculo, que son CD10 y BCL6
positivas. Igualmente se pone de manifiesto la presencia de células BCL2Z y MNDA

positivas sobre un centro germinal residual negativo(5).

No existe marcador propio de esta neoplasia, por lo que es necesario
descartar otros linfomas de células pequefias con marcadores relativamente
especificos de otras entidades, como Ciclina D1 (linfoma del manto) o BCL6 y CD10
(linfoma folicular). En el diagnoéstico diferencial con linfoma folicular, la expresion

de MNDA por parte de los SMZL puede ser, no obstante, util.

3.4. Caracteristicas moleculares

Las complejas caracteristicas moleculares del SMZL estan siendo definidas

con precision.

Los cromosomas que con mayor frecuencia se ven involucrados en cambios
en numero de copiasson 1, 3, 6,7, 8,12 y 14. Son frecuentes las deleciones de 7q31-
32 y ganancias del 3qy 12(61)(62)(63)(64)(65)(66)(67).

Entre los genes mutados y vias mas frecuentemente dereguladas en SMZL
estdn TP53 (aprox 15% de los casos) y algunos genes de la via NF-
kB(29)(68)(69)(70). Ademas de la via NFKB, BCR y la de diferenciacién en zona
marginal, se han hallado otras en menor frecuencia, como la de remodelamiento de
cromatina y la de citoesqueleto(71)(72)(73). Por secuenciacion masiva de DNA se
ha visto recientemente la presencia de mutaciones de NOTCHZ en un 20-25% de los
casos. El gen de NOTCHZ es conocido por jugar un papel en la diferenciacion de la
zona marginal y es por ello que puede estar implicado en la patogénesis del
SMZL(74). Recientemente se ha identificado una mutacién somatica de KLFZ que se
encuentra presente en aproximadamente un 40% de los SMZL y raramente en otros
linfomas B(75)(76). Los ensayos funcionales demostraron que las mutaciones
inactivan la capacidad de KLF2 de suprimir la activaciéon de NFKB a través de la

sefializacion de TLR, BCR, BAFFR y TNFR. Esta alteracién supone la mutacién
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genética mas frecuente observada en SMZL(77). Las mutaciones en NOTCHZ, TRAF3,
TNFAIP3 y CARD 11 fueron observadas en SMZL con y sin mutacién en KLF2(78).
Otras mutaciones recurrentes que se han descrito, aunque en baja proporcién, son
MAP3K14, BIRC3, IKBKB, ARID1A y KTM2D/MLLZ2(70)(79). De forma mas reciente
aun y en relacion con cambios epigenéticos, se han descrito a través de estudios de
metilacion, dos grupos de SMZL con distinto prondstico, estando asociado el que
presenta peor prondstico al uso de IGHV1-2, mutaciones de NOTCHZ y pérdida de
7q31-32(75)(80)(81).

4. Linfomas de la zona marginal ganglionares

Se define como una neoplasia ganglionar primaria de células B que asemeja
morfolégicamente a los ganglios linfaticos afectados por linfoma de la zona marginal
de tipo extraganglionar o esplénico, sin evidencia de enfermedad extraganglionar ni

esplénica(5).
4.1. Caracteristicas clinicas

Por definicion la enfermedad se encuentra inicialmente localizada en
ganglios linfaticos. La mayoria de los pacientes estan asintomaticos presentando
solo linfadenopatia periférica y solo una pequefia minoria de ellos muestra
inicialmente linfadenopatia central. La zona de cabeza y cuello son las regiones

anatémicas mas frecuentemente afectadas(82).

En el momento del diagndstico, el tumor tipo bulky se observa en 11-31% de
los casos y aproximadamente, la mitad de los pacientes estan en estadio Il o IV de
enfermedad. El 10-20% de los pacientes debutan con sintomas B. La afectacion de
sangre periférica esta descrita en un 10-24% de los pacientes, con anemia en 11-
36% de los pacientes y trombocitopenia en uno de cada diez, mientras que la
afectacion de médula 6sea se suele dar desde el 0% a 30% de los pacientes. Por otra
parte, la elevacion de LDH sucede en 12-48% de los pacientes y de la B2
microglobulina en un 29-45% casos. Se ha descrito la presencia de componente M
en 6-33% de los pacientes(82).

4.2. Caracteristicas morfoldgicas

La zona marginal no se identifica usualmente en ganglios linfaticos. Tan s6lo
en el bazo y algunos ganglios linfaticos mesentéricos se puede observar zona

marginal en situaciones reactivas.
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El linfoma de la zona marginal ganglionar tiene una alta variabilidad en el

patron de crecimiento y en la morfologia celular(83)(84).

Generalmente se caracteriza por una proliferacion de células linfoides de
pequefio tamafio a nivel de zona marginal, que rodea foliculos reactivos y se expande
hacia zonas interfoliculares. La colonizacion folicular puede estar presente. Hay
casos en los que se observa un patrén difuso; en estos debe reconocerse la presencia

de foliculos linfoides residuales con técnicas inmunohistoquimicas(5).

La celularidad del linfoma de la zona marginal ganglionar muestra una
composicion polimorfa y variable, que incluye desde células centrocito -like, células
monocitoides y células plasmaticas con numero variable de centroblastos e
inmunoblastos intercalados. La diferenciacidon plasmacitica ha sido descrita en 22-
47% vy puede ser prominente. La eosinofilia extensa también puede estar

presente(5).

4.3. Caracteristicas inmunofenotipicas

El inmunofenotipo que presentan los NMZL es el siguiente: CD20+, CD5-,
CD10-, BCL2+, CD23-, CD43+, Ciclina D1-, IgD- (siendo una pequefia proporcién
positivos para esta ultima, en concreto aquellos en los que se asemejan en

morfologia a los linfomas marginales esplénicos)(83)(5).

Aunque no existe ningun marcador inmunofenotipico especifico, se han
descrito algunos que pueden ayudar en el diagndstico, como el MNDA, expresado en
células de linea mielomonocitica y también en una subpoblacion de células B que se
localiza alrededor de centro germinal y en regiones interfoliculares. MNDA es
positivo en el 75% de los NMZL(85). Igualmente, existe otro marcador, IRTA1, que
se expresa en la zona marginal y en células B monocitoides. IRTA1 es positivo en el
73% de los NMZL(86)(87)(88).

4.4. Caracteristicas moleculares

Se ha detectado la trisomia 3 en el 50% de los linfomas ganglionares
marginales, del(6q23) en el 70% y aproximadamente un 14-25% presentan genes
de inmunoglobulina VH no mutados(82)(89).

Asimismo, estudios de expresion genética demuestran relaciéon con la via
NFKB.
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Se han descrito mutaciones en NOTCHZ (20%), KLF2(10%), PTPDR (14%) y
KTM2D/MLLZ2 (34%)(90)(70)(91).

5. Linfomas marginales extraganglionares del tejido linfoide asociado a

mucosas

Se define como un linfoma extraganglionar compuesto por células B pequefias
de morfologia heterogénea que se localizan en la zona marginal de los foliculos
reactivos y se extienden hacia la region interfolicular, hacia los foliculos y hacia el

tejido epitelial formando lesiones linfoepiteliales(5).

5.1. Caracteristicas clinicas

Se desarrolla habitualmente sobre tejido linfoide asociado a mucosas, que ha
estado sometido a un proceso inflamatorio crénico durante un cierto tiempo. Los
agentes etioldgicos varian segtin el 6rgano afectado y la clinica observada dependera
a su vez de la localizaciéon de estos. Asi, tendriamos asociaciéon entre H.Pylori y
Linfoma MALT gastrico o C. psittaci y linfoma MALT ocular, etc(29)(92).

La mayoria de los pacientes se encuentran en estadiajes localizados de
enfermedad pero aproximadamente un 30% tiene afectacion ganglionar multiple.
Aproximadamente un 2-20% tienen infiltraciéon de médula dsea, que suele ser mas
frecuente, cuando el origen no es gastrico. La afectacion ganglionar generalizada es

rara. Se encuentra paraproteina sérica en un tercio de los pacientes(93)(94)(95).

5.2. Caracteristicas morfologicas

El linfoma MALT tiene una composicion polimorfa que incluye células de la
zona marginal, células monocitoides, linfocitos pequefios, blastos salpicados y
células plasmaticas, que se disponen alrededor de foliculos reactivos con
distribucién de zona marginal, dejando remanentes de centros germinales
colonizados. La composicién histolégica de estos tumores frecuentemente incluye
un componente de célula de morfologia blastica que asemejan centroblastos o
inmunoblastos que bien puede ser intra o extrafolicular. Un hallazgo caracteristico
de este linfoma es la presencia de lesiones linfoepiteliales, consistentes en
agregados de 3 o mas células marginales infiltrando glandulas, con distorsion y
destrucciéon del epitelio, manifestada por degeneracion eosinofilica de las células

epiteliales(5).
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Se observa diferenciacion plasmacitica en aproximadamente un tercio de los
casos. Las células plasmaticas pueden ser predominantes en algunos casos
asemejando a neoplasias de células plasmaticas. Muchas veces pueden encontrarse
localizadas justamente encima del epitelio superficial. Ocasionalmente se puede ver

depdsito de amiloide(5).

5.3. Caracteristicas inmunofenotipicas

El inmunofenotipo del linfoma MALT es CD20+, CD5-, CD23-, CD43-/+, CD10-
, BCL6-, Ciclina D1-, BCL2+ MNDA+. Se han descrito algunos casos raros con
expresion de CD5 (94).

5.4. Caracteristicas moleculares

Son caracteristicas de esta neoplasia las translocaciones que afectan a los
genes que regulan factores de activacion de célula B, seguidos de receptores de
sefializacion de células B (MALT1, API2, BCL10). Las traslocaciones descritas con
mayor frecuencia son t(11;18), t(14;18), t(1;14), t(3;14). Todas ellas son sitio
especificas. Su incidencia es muy variable en las distintas localizaciones de
neoplasia, pero son mutuamente excluyentes. De todas ellas la t (11; 18) es la mas
frecuente. Por otra parte, aquellos linfomas que portan dicha traslocacién
raramente se transforman en linfomas de alto grado, a pesar de que esta se asocia a

enfermedad avanzada y ausencia de respuesta a la erradicacion de H. Pylori(29).

Ademas, recientes estudios han demostrado que la regulacién negativa de
NFKB esta perdida por deleccidon genética y mutaciones inactivadoras en linfoma
MALT, preferentemente, en aquellos que muestran ausencia de translocaciones
cromosomicas. Asi, en los casos de linfomas MALT con ausencia de alguna de las
traslocaciones, se halla frecuentemente la delecion o mutacién del gen A20, un
regulador negativo de NFkB(29).

Se han descrito mutaciones en los genes BIRC3 y TRAF3, asi como en
KMT2D/MLL2 (22%), NFKBIE (17%), BCL10(14%), NOTCH1 y NOTCH2 (8%)(70).

Las células neoplasicas presentan un alto nivel de mutaciéon somatica IgH, lo
cual apoya la idea de que el desarrollo del linfoma MALT sea facilitado por multiples
antigenos, que indujeran la estimulacion del crecimiento de las células via receptor

de células B.
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6. Dificultades en el diagndstico de los linfomas marginales. Diagndstico

diferencial

6.1. Diagnéstico diferencial entre los linfomas de la zona marginal

El diagnéstico diferencial entre los linfomas de la zona marginal no siempre
es facil, ya que como hemos visto anteriormente, presentan caracteristicas
histologicas e inmunofenotipicas similares, pudiendo presentar, ademas, afectacion
de 6rganos similares. Tampoco existe un marcador especifico por lo que requiere

correlacion entre todos los datos disponibles.

En los SMZL, la clave distintiva diagnéstica se encuentra en el estudio
histoldgico del bazo. El diagnéstico puede ser dificil en aquellos casos en los que no
se disponga de pieza de esplenectomia. En estos casos es importante reunir los
resultados de morfologia de linfocitos circulantes, inmunofenotipo, histologia de
meédula 6sea y citogenética molecular para establecer el diagndstico. A pesar de que
el SMZL no tenga una anomalia cromosémica recurrente, la trisomia 3 o iso3q y
deleciones afectando al cromosoma 7q22-34 pueden llegar a estar presentes hasta
en un 20-45% de los casos(96).

Es recomendable para el diagnostico de SMZL que se cumpla al menos uno

de los dos criterios siguientes(47):

1) Histologia del bazo caracteristica junto con inmunofenotipo compatible.

2) Morfologia tipica en sangre periférica y médula o6sea junto con
inmunofenotipo mas infiltracion intrasinusoidal por células CD20+ (si la
histologia del bazo no esta disponible). En pacientes con esplenomegalia
clinica, sin esplenectomia, los hallazgos tipicos de sangre periférica y de

médula 6sea serian suficientes para establecer el diagnostico.

Para distinguir SMZL de linfomas tipo MALT, podemos apoyarnos en la
afectacion de 6rganos, ya que el linfoma MALT raramente afecta al bazo. También es
util la citogénetica molecular. Por una parte las translocaciones que se encuentran
en los linfomas MALT no son usuales en SMZL y por otra, la presencia de anomalias
en el cromosoma 7q, caracteristicas del SMZL, no se observan en el linfoma MALT.
Ademas SMZL suele mostrar expresion de IgD, algo que no suele suceder en los
linfomas MALT.
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La distincién de SMZL de NMZL puede llegar a ser mas complicada. El
diagndstico del NMZL sigue siendo controvertido porque no hay descritos criterios
claramente reproducibles. El NMZL se define como neoplasia de células B
primariamente ganglionar, que morfolégicamente asemeja a ganglios linfaticos
afectados por linfoma de la zona marginal de tipo extraganglionar, es decir, con un
patréon arquitectural de células B pequefias que reemplazan y expanden la zona
marginal de los foliculos linfoides, pero sin evidencia clinica o histologica de
enfermedad extraganglionar. Esto implica seguir un diagndstico de exclusién y por
tanto, para establecerlo, se requiere la integracion de la clinica. Para distinguirlo del
SMZL, deberiamos conocer si existe afectacion de otros 6rganos, como el bazo o la
médula 6sea, ya que en el SMZL son frecuentes. Por otra parte, en el SMZL la

linfadenopatia periférica no es tan llamativa como en el NMZL.

El diagnoéstico diferencial del NMZL con el linfoma MALT, puede darse en
aquellas situaciones en las que el linfoma MALT tuviera ademas afectacion de
ganglios linfaticos. Para ello, es importante el estudio de los datos clinicos. Por otra
parte, los ganglios de linfoma MALT suelen casi siempre negativos para IgD,
mientras que los ganglios que muestran afectacién primaria por NMZL podrian ser

positivos para IgD.

6.2. Diagnéstico diferencial con otros linfomas B de bajo grado

Establecer el diagnostico de MZL y descartar otros linfomas B de bajo grado
es importante por la diferencia en la respuesta al tratamiento y el prondstico de

estos linfomas.

El SMZL, puede presentar similitudes con la tricoleucemia y la leucemia
linfocitica crénica, ya que todos pueden mostrar afectacion esplénica y afectacion de
sangre periférica, a veces con linfocitos vellosos como es el caso de la tricoleucemia.
El inmunofenotipo nos ayuda a distinguirlas del SMZL, ya que muestra positividad
para Anexina Al, la leucemia de células peludas y para CD5, CD23 y LEF1, la
leucemia linfocitica crénica. Por otra parte la afectacion en pulpa roja es mas

prominente que en el SMZL(5).

Otro diagnostico diferencial a establecer con el SMZL seria el linfoma B de
células pequefias esplénico difuso de la pulpa roja. Este presenta afectacion extensa
de cordones y sinusoides de la pulpa roja, pero a diferencia de SMZL no muestra
infiltracién de la pulpa blanca. La inmunohistoquimica tambien es de utilidad para

su distincion, ya que el linfoma B de células pequeiias esplénico difuso de la pulpa
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roja suele mostrar negatividad para IgD y positividad para IgG. Por otra parte,
estudios recientes describen la expresion inmunohistoquimica de Ciclina D3 y
mutaciones en CCND3 en este ultimo, hallazgos infrecuentes en SMZL (97). El
linfoma folicular y el linfoma de células del manto podrian asemejar al SMZL, en
cuanto a la afectacidn de sangre periférica con presencia de linfocitos vellosos, pero
el inmunofenotipo positivo para BCL6 y CD10 en el primero y para Ciclina D1 en el
segundo nos serviria de apoyo(98). Igualmente, ambos presentan translocaciones
caracteristicas, t 11;14 en el linfoma del manto y t14;18 en el linfoma folicular, que

no estan descritas en el SMZL(5).

El NMZL presenta fundamentalmente diagndstico diferencial con el linfoma
folicular con diferenciaciéon marginal y con la leucemia linfocitica crénica con patrén
parafolicular, por su semejanza histolégica en el patrén de afectacion de ganglios.
En ambos casos el estudio inmunohistoquimico seria de utilidad en la distinciéon ya
que el primero muestra expresion de BCL2, CD10 y BCL6 y el segundo expresion de
CD5, CD23 y LEF1. Ademas, las alteraciones citogenéticas serian un apoyo adicional

en el diagndstico diferencial (5).

El linfoma MALT, igualmente puede presentar caracteristicas histologicas
similares a los linfomas foliculares, linfomas de células del manto y leucemia
linfocitica crénica. Para distinguirlos nos servira de ayuda, el estudio
inmunofenotipico y las alteraciones citogenéticas moleculares, que ya se han visto

anteriomente(5).

Por altimo, la otra entidad con la que habria que hacer diagnoéstico diferencial
de forma constante en los tres subtipos de linfoma marginal, seria con el linfoma
linfoplasmacitico. El linfoma de la zona marginal y el linfoma linfoplasmacitico son
ambos linfomas B de bajo grado, con una morfologia que va de linfocitos a células
plasmaticas, siendo problematica la distincién entre estas entidades en algunos
casos. En ganglios linfaticos, la diferenciacién puede ser especialmente dificil o

imposible, como se vera a continuacion.

6.2.1. Linfoma Linfoplasmacitico

Como se ha descrito anteriormente, la diferenciacidon plasmacitica, presente
en el 20-40 % de los linfomas marginales, supone un problema en el diagndstico

diferencial con otro linfoma B de bajo grado, el linfoma linfoplasmacitico(99).
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El LPL se define como una neoplasia de linfocitos B pequefos, linfocitos
plasmocitoides y células plasmaticas que afectan a la médula y a veces ganglios
linfaticos y bazo, que no cumple con todos los criterios para el diagndstico de otra
neoplasia B linfoide de células pequenias que también pueda tener diferenciacion
plasmacitica. Por lo tanto, al igual que los linfomas de la zona marginal en muchas
ocasiones, se trata de un diagnoéstico de exclusion(5). La distincién entre LPL y
linfomas de la zona marginal no tiene unos limites bien definidos, siendo a veces
necesario recurrir al impreciso término de “Linfoma B de células pequefias con

diferenciacion plasmacitica ”(5).

El LPL, afecta fundamentalmente a la médula 6sea, pero al igual que los
linfomas de la zona marginal pueden tener infiltraciéon de bazo, higado y/ ganglios
linfaticos (15-30% de los pacientes cursan con esplenomegalia, hepatomegalia y
adenopatias). La sangre periférica, aunque en menor proporcién, también puede
estar afectada. Frecuentemente asociado a paraproteina, usualmente de tipo IgM, su

presencia no es requerida para el diagnostico.

La macroglobulinemia de Waldestrom, que se encuentra presente en un
subgrupo de pacientes con LPL, es un sindrome clinico definido como LPL con
infiltracién de médula 6sea y gammapatia monoclonal sérica IgM en cualquier
concentracion(100)(101)(102)(103).

El LPL presenta dos caracteristicas importantes, de las cuales deriva la

clinica:

a) La primera es la acumulacion de células linfoplasmaciticas en la médula
Osea. Asj, la clinica que presenten estos pacientes (y en consecuencia su morbilidad
asociada a esta enfermedad) sera secundaria al grado de infiltracién de médula 6sea,

causando citopenias.

b) La segunda es que la mayoria de los pacientes tiene secrecion de
paraproteina monoclonal en suero. La mas frecuente es IgM y en menor proporcidn,
secretan paraproteina de otra clase (IgG y/o IgA) aunque algunos pueden no llegar
a secretar ninguna. Por tanto, la clinica deriva de las propiedades y efecto fisioldgico
de la paraproteina sérica, con afectacion de drganos por acumulacion de esta. La
paraproteinemia monoclonal puede producir manifestaciones clinicas a través de
distintos mecanismos relacionados con sus propiedades fisicoquimicas, con la

interaccién no especifica con otras proteinas, con la actividad anticuerpo y con su
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tendencia a depositarse en los tejidos. Por ejemplo, las moléculas de [gM monoclonal
tienden a formar pentameros que provocan hiperviscosidad en suero, a través de su
union con el agua y la agregacion de eritrocitos. Los sintomas de hiperviscosidad son
notorios cuando la concentracibn de Ig monoclonal supera los 5
g/dL(5)(104)(105)(106).

6.2.1.1. Diagnostico de LPL

En el estudio morfoldgico de médula dsea se observa un patrén de infiltracion
neoplasico que puede ser nodular, difuso y/o intersticial compuesto por linfocitos
pequefios mezclados con numero variable de células plasmaticas y linfocitos
plasmocitoides. Pueden estar presentes los agregados paratrabeculares.
Igualmente, se ven frecuentemente grupos de mastocitos, aunque no es un hallazgo
especifico(5)(107).

La morfologia de los ganglios linfaticos y bazo infiltrados por LPL ha sido
objeto de diversos estudios. En los casos clasicos asociados a Macroglobulinemia de
Waldestrom, los ganglios linfaticos muestran arquitectura conservada con senos
dilatados y depositos de material PAS+ y a veces centros germinales residuales. Se
observa una proliferacién mondtona de linfocitos pequefios, células plasmaticas y
células linfoplasmocitoides. Otras caracteristicas son los cuerpos de Dutcher, el
incremento de mastocitos y los depositos de hemosiderina. Se puede observar

deposito de Ig, histiocitos con depdsitos de cristales o amiloide(5)(108)(109).

Aun asi, no siempre se hallan estas caracteristicas. En otros casos, la
distorsion arquitectural es mayor, pudiendo tener un patréon de crecimiento
vagamente nodular-difuso, con prominentes centros germinales residuales,
acumulos de histiocitos epitelioides y a veces mucha mas proporcion de células
plasmaticas o una apariencia mucho mas polimorfa con numerosas células
transformadas/inmunoblastos. En el caso de que estos ultimos sean muy
numerosos se deberia pensar en una transformacion hacia Linfoma B Difuso de
célula Grande (DLBCL). Los centros de proliferacion que se ven en Leucemia
Linfatica Crénica/Linfoma Linfocitico (CLL/SLL) deben estar ausentes y la presencia
de una zona mas palida de tipo diferenciaciéon de zona marginal debe sugerir el

diagnostico de linfoma de la zona marginal.

La morfologia de estos linfomas en el bazo estd escasamente descrita. En este

se muestra un infiltrado linfoplasmacitico que puede formar pequefios nédulos en

44



INTRODUCCION

la pulpa roja o crecer mas difusamente, en un patrén similar a las neoplasias

leucémicas(5).

El estudio inmunohistoquimico del linfoma linfoplasmacitico, con un perfil
similar al de los linfomas marginales, demuestra positividad para marcadores B
(CD19, CD20, CD79, Pax5) y negatividad para CD5, CD23, CD10. La expresion de
CD23 ha sido puntualmente descrita. La mayoria de las células muestran Ig de
superficie, normalmente IgM, a veces IgG y raramente IgA. Son tipicamente IgD

negativas. El componente de células plasmaticas es CD138 positivo(5)(110)(111).

El estudio molecular muestra frecuentemente deleciones en el cromosoma 6,
en la region 6q21-22. Se identifican ganancias en los cromosomas 3,4,5,12 y 18 asi

como pérdidas en los cromosomas 8,16,18 a 22, X e Y(112).
6.2.1.1. Secrecion de IgM en otros desordenes linfoproliferativos

La secrecidn de paraproteina M no es exclusiva de los LPL y habitualmente
se relaciona con neoplasias linfoides con extenso componente de células
plasmaticas o con linfocitos con diferenciacion plasmocitoide(113)(114). Dentro de

los distintos desordenes proliferativos secretores de Ig M, encontramos:

- Macroglobulinemia de Waldenstrom. Es un proceso linfoproliferativo que
se caracteriza por la infiltracion de médula oésea por linfoma
linfoplasmacitico y por la presencia de componente monoclonal IgM en suero
en cualquier concentracion. Suele tener un curso crénico, pudiendo
permanecer asintomatica durante afios. Se considera un sindrome clinico
cuyo correlato histolégico puede correponder con linfoma linfoplasmacitico

o gammapatia monoclonal de significado indeterminado.

- Gammapatia monoclonal de significado incierto. Se define como
paraproteina sérica IgM en concentraciones inferiores a 30 g/L e infiltracion
de médula 6sea por células linfoplasmaciticas (<10%), en ausencia de
sintomatologia (anemia, sindrome constitucional, hiperviscosidad,
hepatoesplenomegalia, etc). Se trata de una condicién precursora, de
diagnéstico incidental, que puede progresar a LPL o MW(115), siendo la
concentracion inicial de proteina M monoclonal sérica el principal factor de

prediccién de progresion(116).
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- Mieloma de células plasmaticas. Se trata de una proliferacién de células
plasmaticas, usualmente asociadas a proteina M en suero y/o orina y la
evidencia de afectacién de organos relacionada con la proliferacion de

células plasmaticas(5).

- Trastornos asociados al deposito de Ig en tejidos (amiloidosis primaria y

deposito de cadenas pesadas)(5)

6.3. Diagnéstico diferencial con procesos reactivos

No solo los linfomas deben tenerse en cuenta en el momento de establecer el
diagndstico de linfoma de la zona marginal, ya que hay numerosos procesos

reactivos benignos que pueden parecerse y que se deben tener en consideracion.

En los SMZL, habria que considerar la linfocitosis B policlonal persistente, un
desorden linfoproliferativo benigno, caracterizado por linfocitosis policlonal y
ocasional incremento en suero de IgM policlonal, que puede cursar con afectacién
esplénica (Figura 1). Dicha afectacion muestra cambios en pulpa roja y pulpa blanca
con hiperplasia de la zona marginal, similares a los encontrados en el
SMZL(117)(118)(119)(120)(121).

En los NMZL se debe establecer diagndstico con diferentes patologias
infecciosas y reactivas del ganglio como la toxoplasmosis o la linfadenopatia
asociada a VIH. Estos pueden inducir patrones morfolégicos en el ganglio similares
al linfoma de la zona marginal, como la hiperplasia de la zona marginal o la

hiperplasia de células B monocitoides(122).

En el caso de los linfomas MALT, el principal diagnéstico diferencial se
establece con procesos inflamatorios reactivos que tipicamente preceden al
linfoma(122).

Figura 1. Patrén morfolégico de la linfocitosis B policlonal persistente similar a SMZL.

46



INTRODUCCION

7. MYDS88. Vias de seinalizacion desde Toll Like Receptors (TLR)

7.1. Vias de sefializacion desde Toll Like Receptors (TLR)

Los Toll Like Receptors (TLR) son una familia de receptores de membrana
muy conservados evolutivamente. Son glucoproteinas transmembrana de tipo I, que
constan de un dominio N-terminal extracelular formado por repeticiones ricas en
leucina y un dominio C-terminal citoplasmico que es homoélogo al receptor de la
interleucina 1 (IL1). Este dominio localizado en el citoplasma, llamado TIR (Toll/IL1
Receptor) inicia diversas vias de sefializacidn, tras la unién de un ligando al dominio
extracelular del receptor. El dominio TIR de un TLR se une a otros dominios TIR
presentes en proteinas adaptadoras, como MYD88, desencadenando los procesos de

transduccion de senales(123).

Un total de 10 TLRs han sido identificados en humanos y 12 en ratones. Sus
ligandos son muy variados, incluyendo lipopolisacaridos, lipopéptidos y acidos
nucleicos (ADN y ARN tanto de cadena simple como doble). Los TLR son
componentes esenciales de la respuesta inmune innata y juegan un papel
fundamental en la discriminacién entre lo extrafio y lo propio, previniendo asi la
autoinmunidad. La inactivacién inapropiada de esta via es responsable de producir

enfermedades inflamatorias y/o procesos neoplasicos(123).

Todos los TLRs excepto TLR3, sefializan a través de la proteina adaptadora
de MYD88. La mayoria de los TLR se encuentran en la membrana plasmatica. Tras
la unién del ligando al dominio extracelular dimerizan formando homo o
heterodimeros, colocando los dominios TIR citopldsmicos lo suficientemente
préximos como para iniciar la cascada de sefalizacién a través de moléculas
adaptadoras (MYD88, MAL, TRIF y TRAM) que, a su vez, desencadenan vias de
sefializacidon corriente abajo. Estas vias regulan la expresion de citoquinas
inflamatorias, varias proteinas antivirales y antipatogenas y controlan el inicio de la

respuesta inmune(124).
Las cuatro principales moléculas adaptadoras de la via TLR son:

e Myeloid differentiation response protein 88 (MYD88)

e Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor protein
(TIRAP; también conocida como MAL)

e TIRAP inducing IFN-B (TRIF)
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e TRIF related adaptor molecule (TRAM).

Estos adaptadores son usados en diferentes combinaciones por distintos
TLRs, pero de forma amplia, las vias se consideran como MYD88 dependientes o
MYD88 independientes(125)(123)(126)(127).

7.2. MYD88 y via dependiente de esta proteina. Estructura. Funciones

El gen de la diferenciacién mieloide MYD88 es responsable de sintetizar una
proteina pivotadora de sefializacion, que forma parte de la via de TLR durante la
respuesta del huésped a la infeccidn. Pacientes que presentan una mutaciéon con
pérdida de funcién en dicho gen, sufren una susceptibilidad severa de padecer
infecciones por microorganismos bacterianos piogénicos durante la infancia y sélo
llegan a la edad adulta con una estricta terapia antibiética. De forma contraria,
cuando se desarrollan mutaciones de ganancia de funcién en dicho gen, se produce
sobreactividad de la via lo cual se asocia a enfermedades autoinmunes y ademas se

estimula la oncogénesis de las células linfoides(128).

MYD88 transduce sefiales hacia el factor NFKB que regula la produccion de

citoquinas y moléculas antiapoptoéticas, influyendo en la linfomagénesis(129).

La mayor parte de los TLRs inician cascada de sefalizaciéon a través de
MYD88. Esta proteina adaptadora contiene dos dominios proteicos principales: C-
terminal TIR y N-terminal DD. Tras la activacidn de los TLRs, MYD88 es reclutada y
asociada al dimero de TLRs a través del dominio TIR, formandose una interacciéon
TIR-TIR. En este momento, la quinasa asociada al receptor IL1 (IRAK4), siguiente
componente de la cascada de sefalizacion, es entonces reclutada hacia MYD88 a
través de la interaccion con los dominios DD de esta. IRAK4 fosforila a IRAK1 e
IRAK2 para formar la estructura llamada Myddosoma. La fosforilacién de IRAK1 e
IRAK2 les permite interactuar con la E3 ubiquitin ligasa, TRAF6, via dominio TRAF.
TRAF6 ubiquitina y activa TAK1, la cual tiene la habilidad dual de activar dos vias de
sefializacion NFKB y MAPK (mitogen activated protein kinasa). En células en reposo,
los dimeros NFKB permanecen secuestrados en el citoplasma en una forma inactiva,
por la proteina IkB. Durante la fase de activacion de NFKB, TAK1 fosforila y activa la
proteina IkB kinasa B, que provoca su degradaciéon por el proteasoma. La
degradacién de IkB permite a NFKB ser liberada y entrar en el nticleo, donde podra
unirse a secuencias de ADN conocidas como sitios kB y activar la transcripciéon

génica. TAK1 también activa la via MAPK, permitiendo la activacion de c-Jun N
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terminal kinasa, la cual activa la familia Jun de factores de transcripcién (Figura
2)(130).

La via dependiente de MYD88 puede ser iniciada por TLR5 y TLR7-9 usando
Unicamente el adaptador MYD88, mientras que la proteina adaptadora TIRAP es
requerida junto con MYD88 para iniciar la sefial descendente desde TLR2 y TLR4.
En este subgrupo de TLRs, TIRAP actiia como molécula de clasificacidn, necesaria
para el reclutamiento eficiente de MYD88, tras la activacién de TLRs, para iniciar la
sefial de transduccién, para activar NFkB y producir citoquinas inflamatorias.
Durante la activacion de TLR7 y TLR9, MYD88 también recluta TRAF3 para activar
TBK1 y IKK, lo cual fosforila el factor de transcripcion interferén regulatorio 7
(IRF7) y permite la produccidn de interferdn alpha (IFN-a). La produccion de este y
otros interferones es particularmente importante para las respuestas
antivirales(130)(123).

Diacylated Triacylated
Flagellin PGN lipopeptides lipopeptides LPS

TLR6- TLR1-
TLRS TLR2 TLR2 TLR2 TLR4 Plasma membrane

B DBH [jjgﬁ mgﬁ HBDH
.

Endosome

"" l Pro-inflammatory Type | IFN :
cytokine production production Nucleus

Figura 2. Vias de sefializacién desde TLRs, MYD88 dependientes y MYD88 independientes
Tomado de Wang JQ, Jeelall YS, Ferguson LL et al (2014).
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8. MYD88 en neoplasias linfoides

8.1. Descripcion de la mutacion MYD88 L265P en neoplasias linfoides

El analisis funcional de diferentes vias oncogénicas ha sido posible a través
del uso de screenings basados en ARN de interferencia, el cual ha facilitado la
identificaciéon de genes especificos requeridos para el crecimiento y supervivencia
de los linfocitos neoplasicos. De forma especifica, el ABC-DLBCL exhibe dependencia
de activacion constitutiva de receptor de célula B (BCR) y/o de las vias de
sefializacion de NFKB, teniendo frecuentes mutaciones somaticas en los genes de
dichas vias, que incluyen CD794/B, CARD11, MYD88 y TNFA1P3, como se demuestra

por secuenciacion de genes dianas de las células de ABC-DLBCL(131).

A principios del 2011, estudios de secuenciacion y funcionales, determinaron
la via oncogénica por la cual el proceso de linfomagénesis de los ABC-DLBCL es
dependiente de MYD88(131). Las mutaciones somaticas adquiridas en MYD88 en
ABC-DLBCL promueven la sefnalizacion de NFKB y JAK-STAT3, los cuales inducen la
supervivencia celular en este tipo de linfoma. De todas las mutaciones halladas en
MYD88, 1a mas potente biolégicamente es la consistente en un cambio unico de
nucleotido (T >C) en la posicion 38181641 en el cromosoma 3p22.2, resultante en
un cambio de aminodacido, leucina por prolina, en la posicion 265. Desde el punto de
vista terapéutico, el complejo de sefalizacion coordinado por MYD88 representa
una diana, ya que aquellos linfomas dependientes de la sefializacion por MYD88 se
pueden beneficiar de terapias que actien sobre IRAK4 en solitario o en combinacién

con agentes que actien sobre los receptores de célula B, NFKB o via de JAK-STAT.

50



INTRODUCCION

Figura 3. Localizacién de las mutaciones de MYD88 en la estructura tridimensional
del dominio TIR. La mutacion L265P ocurre en un residuo que es invariable, en una
region conservada evolutivamente.

Tomado de Ngo VN, Young RM, Schmitz R et al (2017).

A finales de 2011 empiezan a ver la luz los resultados de los primeros
estudios para la mutacién somatica MYD88 L265P en MW/LPL(132). Treon y
colaboradores, realizan secuenciacién por Sanger sobre 54 muestras de pacientes
con diagnostico de LPL, hallandose presente la mutacion en 49 de estos(133).
Estudios posteriores realizados con distintos métodos de amplificacion de ADN,
confirman estos resultados identificAindose la mutacion en MW/LPL en un
porcentaje siempre superior al 90% y en asociacion a la secrecién en suero de
paraproteina IgM(134)(135)(136).

8.2. Mutacion MYD88 L265P en linfomas de la zona marginal

La presencia de mutacion MYD88 L265P ha sido descrita igualmente en los

linfomas de la zona marginal, aunque de forma infrecuente.

En el afio 2012, Treon y colaboradores describen la presencia de dicha
mutacién usando secuenciacion por Sanger, en 3 de 46 linfomas de la zona marginal
estudiados (uno de ellos esplénico de la zona marginal y otros dos, marginal
ganglionar y extraganglionar de tejido linfoide asociado a mucosa

respectivamente)(133). Empleando un método de deteccion mas sensible, Xu y
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colaboradores en el afio 2013, describen la presencia de la mutacién en 2 de 20
pacientes estudiados, siendo ambos diagnosticados de linfomas de la zona marginal
esplénicos(137). Igualmente, en ese mismo afio, Poulain y colaboradores describen
la presencia de MYD88 L265P mediante secuenciaciéon, en 1 de 16 pacientes con
procesos linfoproliferativos B, tratandose este de un linfoma de la zona marginal
esplénico(138). Posteriormente se publican dos estudios por Gachard y
colaboradores y Jiménez y colaboradores en los cuales usando la PCR como método
de deteccidon, encuentran la mutacion MYD88 L265P en porcentajes que van entre
el 4% y el 21% respectivamente y siempre en casos con diagnostico de linfoma de
la zona marginal esplénico(139)(140). La serie mas larga estudiada fue realizada
por Varettoni y colaboradores, en la cual se describe la mutacién en 5/84 (6%)
pacientes con este diagnostico(141). En los estudios descritos, la mayoria de las
series se componen de un tamafio muestral pequefio y ninguno de ellos ha trabajado
con las caracteristicas histolégicas, con excepcidén de este ultimo citado, el cual
concluye que no encuentra diferencias entre presencia y ausencia de mutacion, y
que en los mutados se observa un grado levemente mayor de diferenciacién
plasmacitica, sin que se aprecie restriccion de cadenas ligeras. Igualmente, afirma
que son necesarios estudios adicionales en este sentido, para categorizar la
histologia de estos casos. Por el contrario, en 2015 Hamadeh y colaboradores
recogen en su publicacidon que de 44 pacientes con diagndstico de linfoma de la zona
marginal esplénicos, estudiados mediante muestras procedentes de piezas de
esplenectomia usando PCR en tiempo real, no se encontré evidencia de mutacién en

ninguno de ellos(142).

8.3. Diagndstico de linfomas MYD88 L265P positivos

El estudio de la mutacién de MYD88 se realiza a través de métodos habituales
de deteccion de mutaciones en ADN. Entre ellos la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), secuenciacion del ADN, Analisis de conformacién de cadenas
sencillas de ADN, Analisis mediante RFLP, Cromatografia liquida desnaturalizante

de alto rendimiento, etc.; siendo el mas usado la PCR.

Existe comercializado un anticuerpo sintético, que se gener6 contra un
péptido de 16 aminoacidos cerca del centro de la isoforma 1 humana de MYD88. Sus
indicaciones son validas para Inmunocitoquimica, Inmunofluorescencia, ELISA,
Western-Blot e Inmunohistoquimica. A pesar de ello, este ultimo uso no se

encuentra muy aceptado, ya que diversos estudios muestran una ausencia de
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correlacién precisa entre la expresién inmunohistoquimica y la presencia de la
mutacion(143)(144)(145).

8.4. Tratamiento de los linfomas MYD88 L265P positivos

Las mutaciones en el gen MYD88 se encuentran de forma recurrente (mas del
90%) en patologias neoplasicas como WM/LPL(146)(147)(148). Este
descubrimiento ha supuesto que los estudios de investigacion estén enfocados en
las terapias diana contra MYD88 a través de distintas aproximaciones terapéuticas
como BTK, PI3K, IRAK y HCK, como moléculas intermediarias (Figura 4). De todos
estos la inhibicion de BTK es la mas extensamente desarrollada(149)(150)(151).

TLR MYD88 CXCR4 antibodies ------=-=-="="- e
inhibitors assembly Ulocuplumab %
{oeem-> TLR4 blockers CXCR4
it ARRARAARN
”M‘ TRVA ATV
s6d88686
PI3K inhibitors
Idelalisib

\ 1 Buparlisib
3 ,’ Copanlisib

. NONSENSE AND FRAMESHIFT
\ CXCR4 WHIM MUTATIONS

BTK inhibitors
Ibrutinib
Acalabrutinib
BGB-3111

JTNFAIP3
JHIVEP2 NFkB ‘ SURVIVAL
-

Figura 4. Niveles de actuacion de farmacos sobre sus dianas terapéuticas contenidas
en la via de sefializaciéon TLR- MYD88 dependiente.
Tomado de Castillo JJ, Hunter ZR, Yang G et al (2017).
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Los linfomas de la zona marginal presentan dificultades en su terapia.
También en su diagnoéstico, ya que con frecuencia este ha de establecerse en biopsias
de muestras de pequeino tamafo procedentes de la médula 6sea, piel o mucosas, por
lo que a veces no es posible ofrecer un diagnoéstico certero, tratdndose de un
diagnostico de exclusion. La busqueda de marcadores moleculares puede ser de

utilidad en dichas circunstancias.

Con el fin de determinar la utilidad diagnoéstica de 1a mutacion MYD88 L265P
en linfomas B de la zona marginal de caracteristicas solapadas con el linfoma
linfoplasmacitico, y abrir la posibilidad hacia una terapia dirigida en estos linfomas,

nos planteamos los siguientes objetivos en nuestro trabajo:

1. Estudiar la frecuencia de la mutacion MYD88 L265P en una serie larga de
linfomas B de bajo grado, enriquecida en linfomas de la zona marginal asi
como en linfomas linfoplasmaciticos, por representar su principal

diagndstico diferencial.

2. Describir y analizar las caracteristicas clinicas de los casos que presentan la

mutacion MYD88 L265P.

3. Describir y caracterizar morfoloégicamente los linfomas positivos para la
mutacion MYD88 L265P, con especial interés en los linfomas de la zona

marginal.

4., Estudiar la relevancia del estado mutacional MYD88 L265P en linfomas B de

bajo grado.
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1. Descripcion de la serie estudiada

Para este trabajo de investigacion fueron seleccionados pacientes
diagnosticados de linfoma de la zona marginal, linfoma linfoplasmacitico y linfoma
B de bajo grado con diferenciacion plasmacitica, procedentes de distintos centros de
Espafia, entre los afios 1990 y 2013. El estudio fue llevado a cabo en el departamento
de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla y en el
laboratorio de Gendmica del Cancer IFIMAV (Santander), con la colaboracion del
Red Nacional de Biobancos. El proyecto fue aprobado por el comité ético del

Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.

Los criterios de inclusién de los casos para el estudio fueron disponibilidad
de datos clinicos, con posibilidad de revisién morfoldégica por estudio histolégico y
con material valido (muestra no defectuosa ni insuficiente) para estudio molecular.

Quedaron excluidos aquellos que no cumplieron los criterios anteriores.

Se seleccionaron en total 128 casos de linfomas B de célula pequeiia, de los
cuales, 91 fueron linfomas de la zona marginal esplénicos, 7 fueron linfomas de la
zona marginal ganglionar, 6 fueron linfomas de la zona marginal de tejido linfoide
asociado a mucosa y 22 fueron casos de pacientes con diagnodstico de linfoma
linfoplasmacitico. Ademas, se incluyeron 2 casos de linfomas B de célula pequefia no
clasificables, que por sus caracteristicas clinicas y su marcada diferenciacién

plasmacitica se relacionaban con los dos diagnésticos comentados anteriormente.

Con respecto al origen de las muestras, aquellas correspondientes a linfomas
esplénicos de la zona marginal, procedian de piezas de esplenectomia; las muestras
de linfomas extraganglionares asociadas a mucosa provenian de biopsias o piezas
de reseccion de distintos origenes (glandula parétida, pulmén, amigdala, érbita y
mucosa gastrica); las de linfomas marginales ganglionares de ganglios linfaticos y
las de linfomas linfoplasmaciticos, tenian su origen en sangre periférica y/o médula
6sea, ganglios linfaticos o bazo. Todas las muestras recogidas tenian en comtn que

procedian de pacientes que ain no habian recibido terapia.

Para los diagndsticos y la posterior reclasificacion tras su revision detallada,
se tuvieron en cuenta criterios clinicos, morfolégicos y moleculares. Los
diagndsticos morfologicos fueron hechos siguiendo los criterios definidos en la
Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (2001-2008 WHO

Classification).
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NOTA: La seleccién de casos varia discretamente con respecto al estudio

publicado, no coincidiendo por tanto los porcentajes ni las cifras de forma exacta.

2. Estudio mutacional MYDS88 L265P

2.1. Lineas celulares

Seleccionamos una serie de lineas celulares para utilizarlas como controles
positivos y negativos para los analisis mutacionales. Todas estas lineas fueron
secuenciadas por el método Sanger para comprobar si portaban o no la mutacién
MYD88 L265P. Aquellas portadoras de la mutacidn sirvieron como control positivo

y aquellas que eran nativas para esta, como control negativo.

Todas las lineas celulares utilizadas como controles fueron comerciales,
obtenidas de la compafiia DSMZ (Braunschweig, Germany) o de ATCC (Manassas,
VA).

Las lineas celulares se manipularon en condiciones asépticas y se
mantuvieron a una temperatura de 372 C con una concentracion de COz del 5% y

una humedad relativa del 95%.

La siguiente tabla (Tabla 2) resume las principales caracteristicas de dichas

lineas celulares.

Tabla 2. Principales caracteristicas de las lineas celulares utilizadas como controles positivos y negativos
para nuestro estudio.

Linea celular  Especie Fuente Medio de cultivo Tipo de Compaiiia Mutacion
crecimiento MYD88
OCl-Ly3 Humana DLBCL RPMI+20%FBS Suspension DSmZz Positiva
Homocigota
OCl-Ly10 Humana DLBCL IMDM+10%FBS Suspension DSMZ Positiva
Heterocigota
HBL1 Humana DLBCL RPMI+10%FBS Suspension ATCC Positiva
Heterocigota
A375 Humana Melanoma DMEM+10%FBS Adherente ATCC Negativa
SM28 Humana Melanoma EMEM+10%FBS Adherente ATCC Negativa
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2.2. Extraccion de ADN

Con el fin de aislar el ADN de nuestras muestras para su posterior estudio, se
procedié a su extracciéon mediante lisis celular y posterior purificaciéon eliminando

restos de proteinas contaminantes, ARN, sales y otras macromoléculas.

El ADN gendmico de las muestras tumorales procedentes de bloques de
tejido fijados en formol y procesados en parafina fue obtenido mediante el método

de fenol cloroformo.

El ADN genémico de las lineas celulares y de las muestras sin fijacion
(aspirados de médula 6sea y muestras de sangre periférica) fue obtenido igualmente
mediante el mismo método de extracciéon basada en fenolcloroformo, partiendo
siempre de un lavado previo con suero salino para eliminar cualquier resto de medio

de cultivo o suero que pudiera interferir con los resultados.

Para comprobar que la calidad, la cantidad y la integridad del ADN eran
adecuadas, las muestras fueron evaluadas mediante espectrofotometria (Bio-Tek,

Bad Friedrichshall, Germany).

Se tomaron para extraccion de ADN y posterior analisis por PCR, todas las
muestras disponibles, quedando excluidas aquellas que eran escasas (por
agotamiento del bloque o pérdida del material durante el procesamiento), aquellas
que presentaban signos de fijador B5 (fijador en desuso actualmente que no
preserva las caracteristicas del ADN, y por tanto, impide el empleo de las muestras
para técnicas de Biologia Molecular) o aquellas que habian sido sometidas a
procesamientos que deterioraban la calidad del ADN (médulas 6seas sometidas a
procesos de decalcificacion con acido nitrico). En esta dltima situacién, el material
correspondiente a biopsia de médula dsea, fue destinado a estudio histologico y el
homdlogo correspondiente a aspirado de médula 6sea, se incluyo para extraccion de

ADN y posterior estudio por PCR.

2.3. Deteccion de la mutacion MYD88 L265P mediante gPCR alelo-especifica

Para realizar este estudio, se disefiaron, en colaboracién con la compafiia
Applied Biosystems (Foster City, CA, USA), ensayos personalizados compuestos por
una sonda TagMan acompafiada de una pareja de oligonucle6tidos que actuaban
como cebadores de la reacciéon de PCR. Uno de los oligonucledtidos de cada pareja

hibridaba con una zona del ADN gen6émico que incluia la posicion 38182641 del
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cromosoma 3p22.2 (posicién 265 de la proteina). Este oligonucleotido, podia llevar
en dicha posicién una Adenina, de manera que tendria una afinidad mayor por la
secuencia nativa (la cual lleva una Timina en la posiciéon 38182641), o bien, podia
llevar una Guanina, siendo asi 100 % complementario a la secuencia mutante
(Figura 5). Ademas, se incluy6 en cada ensayo un bloqueador de la amplificacién que
se unia de manera opuesta al oligo que actuaba como cebador. Es decir, cuando el
oligo era complementario de la secuencia nativa, el bloqueador lo era de la secuencia
mutante, por lo que si se unia a ella evitaba su amplificacidn, y viceversa (Figura 5).
El cuarto componente de los ensayos era la sonda TagMan, que constaba de un
fluoréforo y un quencher, que quedaban separados al amplificar esa zona de ADN,
emitiendo entonces fluorescencia el fluoréforo. La cantidad de fluorescencia emitida
era proporcional a la cantidad de ADN amplificado y era detectada en tiempo real

por el termociclador (Figura 4).

Por lo tanto, se disenid un ensayo que amplificaba con una especificidad

mayor el alelo mutante y otro que amplificaba con mayor especificidad el alelo

nativo.
Assay type Description
Mutant allele Detects specific or multiple
assay mutant alleles: ASP LST
* An allele-specific primer 3'm 5’
detects the mutant allele 5' T 3
* An MGB oligonucleotide ASB LSP
blocker suppresses the 3 © 5'
wild type allele 5 — 3

ASP - Allele-specific primer

ASB - Allele-specific blocker (MGB)
LST - Locus-specific TagMan® probe
LSP - Locus-specific primer

Wild type allele Detects the wild type allele:

assay ¢ An allele-specific primer ASP LST
detects the wild type allele 3'm 5'
¢ An MGB oligonucleotide 5' l||||||| 3
blocker suppresses the g LSP
ASB
mutant allele 3 T 5
5' 3

ASP - Allele-specific primer

ASB - Allele-specific blocker (MGB)
LST - Locus-specific TagMan® probe
LSP - Locus-specific primer

Figura 5. Esquema del disefio de los ensayos utilizados para determinar la presencia o ausencia de
mutacion. Ensayo utilizado para detectar el alelo mutante: 4476206 MYD88_85940_mu. Ensayo
disefiado para detectar el alelo wt: 4476206 MYD88_85940_wt (Applied Biosystems, Foster City,
CA)

Imagen tomada de “Tagman Mutation Detection Assays Protocol” de Applied Biosystems.

La reaccion de PCR fue llevada a cabo en un protocolo de cinco pasos y

siguiendo las siguientes condiciones: 10 minutos a 95°C (1 ciclo), 15 segundos a
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92°Cy 1 minuto a 58 °C (5 ciclos); 15 segundos a 92°Cy 1 minuto a 60°C (40 ciclos).
El producto de PCR obtenido tenia una longitud de 100 pb. La cantidad de ADN de

partida fue de 100 ng, en un volumen final de 10 pl.

Cada muestra fue analizada con ambos tipos de ensayos en pocillos
independientes y se realizaron 3 réplicas técnicas para cada uno (3 reacciones de
PCR independientes con el ensayo mutante y otras 3 con el ensayo nativo). Como
controles de la técnica se utiliz6 el ADN extraido de lineas celulares (ver apartado 2.

1. Lineas celulares).

La siguiente figura (Figura 6) representa el diagrama de amplificacion
obtenido de 3 tipos de muestras diferentes: un ADN nativo, un ADN con la mutacién

MYD88 L265P en homocigosis, y un ADN con dicha mutacion en heterocigosis.

Wild Type (100%) Mutant (100%) Heterozigous
T = |
Wr_, p” MUT_, st //
assay t ‘ assay / VA
JEEs’ /

/i
; T / / e //
MUT_ /) [ WT—// y/
ey [ f assay | 7
/i il [

Figura 6. Diagramas de amplificacién correspondientes a la utilizacién de los 2 tipos de ensayos
(mutante y nativo). Izquierda: diagrama de amplificacion obtenido con el ADN de la linea SM28.
Centro: diagrama de amplificacion obtenido con el ADN de la linea OCI-Ly3. Derecha: diagrama de
amplificacion obtenido con el ADN de la linea HBL1.

El analisis de los resultados de cada amplificaciéon se analiz6 mediante el
software Mutation Detector™. Esto requirié una puesta a punto previa mediante
experimentos realizados con ADN control de lineas celulares. Una vez obtenidos los
valores de Ct con los controles, el software, basandose en el Ct (threshold cycle
value) obtenido en cada reaccion de PCR, inferia la presencia o ausencia de mutacion

en cada una de nuestras muestras.

2.4. Secuenciacion por método Sanger

Para la confirmacién de los resultados obtenidos por PCR, se utiliz6 la
secuenciacion por método Sanger. Los primers forward y reverse fueron los
siguientes: 5° TTGAAGACTGGGCTTGTCCC 3’ Y 5GGTTGGTGTAGTCGCAGACA 3’
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(Sigma Aldrich, St Louis, MO). Se disefiaron para amplificar un fragmento de 167
pares de bases que cubria el exdn 5. El exdn 5 fue amplificado usando Tagman Go
Taq Probe (Promega, Madison, WI). Las condiciones de la PCR fueron: 2 minutos a
94°C (1 ciclo); 10 segundos a 96°C, 5 segundos a 50°C, 4 minutos a 60 °C (25 ciclos
repetidos) y 4- . Los datos se leyeron y analizaron usando los programas Run 3130

data collection y Sequencing Analysis v5.4.

3. Estudio de las caracteristicas clinicas

Las variables clinicas estudiadas fueron edad en el momento del diagnoéstico,
sexo, ECOG, supervivencia global, leucocitos, neutréfilos y linfocitos en sangre,
hemoglobina, plaquetas, LDH, Albimina sérica, Beta2- microglobulina, VIH, VHB,
VHC, VEB, paraproteina IgM, IgA e IgG.

4. Estudio de las caracteristicas morfoldgicas e inmunofenotipicas

4.1. Estudio histoldgico

Para la revision de la morfologia de los casos disponibles se usaron tinciones
de HE segun procedimiento habitual. Todas las laminillas de HE fueron examinadas
en microscopio Olympus Bx41 (Olympus Europe GmbH) y DP controller (Olympus
Europe GmbH).

4.2. Estudio Inmunohistoquimico

El estudio inmunohistoquimico se llev6 a cabo mediante la construccién de
un bloque con una matriz de tejidos, TMA (tissue microarrays). Las micromatrices
de tejido (TMAs), permiten agrupar decenas o centenares de muestras en una sola
laminilla, facilitando la tincién simultinea de éstas y por tanto el andlisis
inmunohistoquimico de multiples tumores a la vez en condiciones que permiten la
comparacion de los resultados. Se seleccionaron areas representativas de muestras
de tumores sobre ldminas de HE, para su posterior extraccion de 2 cilindros de tejido
del bloque de parafina, de distintas areas, de forma que cada muestra iba
representada por duplicado en el TMA. Se us6 para ello el TMA Workstation

(Beecher Instruments, Silver Springs, MD).

Las tinciones y los procedimientos fueron los que estaban puestos a punto en
el departamento de Inmunohistoquimica del Hospital Universitario Marqués de

Valdecilla. Se utiliz6 un panel de anticuerpos, enfocado al diagnéstico de linfomas B
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de bajo grado con diferenciacién plasmacitica. Las secciones fueron tefiidas usando
el método Envision (Dako, Glostrup, Denmark) con paso de recuperacion antigénica,
calor inducido y deteccién de avidina-biotina peroxidasa en un inmunotefiidor
automatizado (Dako, Glostrup, Denmark). Todas las laminillas de IHQ fueron
examinadas en microscopio Olympus Bx41 (Olympus Europe GmbH) y DP controller

(Olympus Europe GmbH).

Los anticuerpos usados y las condiciones quedan resumidos en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de los anticuerpos usados en el estudio IHQ.

Anticuerpo Especie Clon Compaiiia Dilucion

CD20 Monoclonal ratén L26 Dako Preparado para usar
CcD3 Policlonal conejo / Dako Preparado para usar
CD10 Monoclonal ratén 56C6 Dako Preparado para usar
CD5 Monoclonal raton 4c7 Dako Preparado para usar
BCL2 Monoclonal ratéon 124 Dako Preparado para usar
BCL6 Monoclonal ratén PG-B6p Dako Preparado para usar
CD23 Monoclonal conejo DAK-CD23 Dako Preparado para usar
IgM Policlonal conejo / Dako Preparado para usar
IgD Policlonal conejo / Dako Preparado para usar
F:{c} Policlonal conejo / Dako Preparado para usar
IgA Policlonal conejo / Dako Preparado para usar
Ki67 Monoclonal ratén MiB1 Dako Preparado para usar
Kappa Policlonal conejo / Dako Preparado para usar
Lambda Policlonal conejo / Dako Preparado para usar
MuM1 Monoclonal ratén MUM1p Dako Preparado para usar
CD138 Monoclonal ratén MI15 Dako Preparado para usar
Ciclina D1 Monoclonal conejo EP12 Dako Preparado para usar
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5. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados estadisticamente de la siguiente forma:

Las variables cuantitativas de distribuciéon normal fueron representadas por
la media aritmética y las de distribucion no normal por el rango. Para la
determinacidn de la distribuciéon normal /no normal de las variables se realizaron
pruebas de normalidad mediante la aplicacion de los test de Kolmogorov-Smirnovy
de Shapiro-Wilk. Las variables cualitativas fueron descritas como porcentajes de
sujetos en cada categoria. Se estudiaron las diferencias en grupos (mutado versus

nativo) de forma global y posteriormente clasificadas por diagnoéstico.

Las variables cuantitativas fueron analizadas con el test no paramétrico U de
Mann-Whitney, en aquellas que seguian una distribuciéon no normal y por el test
paramétrico con el T de Student, en aquellas con distribuciéon normal. Las variables
cualitativas fueron investigadas con el test de Chi cuadrado o con el test 2- Fisher,

en funcién de la frecuencia de los datos esperada.

Las curvas de supervivencia fueron analizadas a través del método de
Kaplan-Meiery los grupos de riesgo fueron comparados por el test log-rank (Mantel-
Cox).

El programa usado fue IBM SPSS Statistics 19.0 (IBM, NY). Los valores de

p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

1. Estado mutacional MYD88 L265P en linfomas B de bajo grado

En nuestro estudio, la PCR identific6é la mutacion somatica MYD88 L265P en
32 de 128 casos (25%), de los cuales 19 (14,8%) se correspondian con LPL y 13
(10,2%) tenian diagndstico de SMZL. No se detect6 la mutacion en ningun caso con
diagndstico de NMZL. Tampoco se hall6 en los casos con diagndstico de linfoma
MALT.

Por diagndstico, MYD88 L265P se hall6 en 19/27 (70,4%) linfomas

linfoplasmaciticos y en 13/89 (14,6%) linfomas de la zona marginal esplénicos.

La secuenciacién por Sanger confirmo los resultados positivos encontrados
en la PCR. Igualmente, fue usada para casos considerados dudosos por PCR,

confirmando la presencia de mutaciones MYD88 L265P.

En la grafica que sigue a continuaciéon (Grafica 1), se resumen los datos

correspondientes a porcentaje de casos con y sin mutacidén en nuestra serie.

807

607

404

Porcentaje

o=

MUTADO

NATIVO
Mutacion

Grafica 1. Porcentaje de casos mutados y nativos de la serie estudiada
En la grafica que sigue a continuaciéon (Grafica 2), se resumen los datos

correspondientes a nimero de casos mutados y nativos, separados por diagnoéstico,

en nuestra serie.
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Grafica 2. Numero de casos de mutados y nativos clasificados por diagndstico.

En la tabla que sigue a continuaciéon (Tabla 4), se resumen los datos
correspondientes a numero y porcentaje de casos mutados y nativos, dentro de cada

diagndstico y dentro del total de la serie estudiada.

Tabla 4. Numero de casos mutados y nativos y porcentaje dentro del diagndstico y dentro del total de la

serie.
Mutacién MYD88 L265P

MUTADO NATIVO Total
Diagndstico LPL Recuento 19 8 27
% dentro del diagndstico 70,4% 29,6% 100,0%
% del total 14,8% 6,3% 21,1%
SMZL Recuento 13 76 89
% dentro del diagnéstico 14,6% 85,4% 100,0%
% del total 10,2% 59,4% 69,5%
NMZL Recuento 0 6 6
% dentro del diagndstico ,0% 100,0% 100,0%
% del total ,0% 4,7% 4,7%
MALT Recuento 0 6 6
% dentro del diagnéstico ,0% 100,0% 100,0%
% del total ,0% 4,7% 4,7%
Total Recuento 32 96 128
% dentro del diagnéstico 25,0% 75,0% 100,0%
% del total 25,0% 75,0% 100,0%
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1.1. Reclasificacion diagnostica de casos

Durante el proceso de revision diagndstica, fue precisa la reclasificacion de
algunos casos, teniendo en cuenta las caracteristicas clinicas, histoldgicas y el
estudio mutacional. Fueron reclasificados cinco casos, inicialmente diagnosticados
como linfoma de la zona marginal esplénico, linfoma B de bajo grado no especificado
y linfoma marginal ganglionar. Para ello, se tuvo en cuenta fundamentalmente los
datos clinicos junto con la morfologia linfoplasmocitaria, la restriccion de cadenas
ligeras, la presencia de paraproteina sérica y el estatus de MYD88 L265P. Las

caracteristicas de los casos reclasificados se resumen en la Tabla 5.

El primero de los casos reclasificados se trataba de un varén de 35 afios en el
momento del diagndstico, que era estudiado por adenopatias periféricas. En el
estudio de extension se observaba infiltracion de médula ésea por proceso
linfoproliferativo B de bajo grado. En sangre mostraba una paraproteina de 24.000
mg/dL. El estudio morfolégico del ganglio linfatico mostraba una proliferaciéon
linfoide constituida por células de pequefio tamafo con focal diferenciacion
plasmacitica, que presentaba restriccion de cadenas ligeras lambda. Se reclasificé el
diagndstico de NMZL a LPL debido a la conjuncion de MYD88 L265P junto con los

niveles muy elevados de paraproteina, de tipo IgM y a la diferenciacion plasmacitica.

El segundo caso reclasificado se trataba de un var6n de 43 afios en el
momento del diagnostico, que era estudiado por adenopatias cervicales e
igualmente mostraba infiltracion difusa de médula ésea por una proliferacién
linfoide B de célula pequefia con diferenciaciéon plasmacitica y con expresion de
cadenas ligeras kappa. De la misma forma, se observo paraproteina IgM de 11.000
mg/dL en sangre periférica. Se estudié la biopsia de médula 6sea y se propuso el
diagndstico de LPL como mas adecuado a la proliferacion B, inicialmente catalogada
como BCL-NOS.

El tercer caso reclasificado era un varon de 72 afios en el momento del
diagndstico, en el que durante el seguimiento por patologia gastrica por infeccién
por H. Pylori, se detect6 una paraproteina IgM de 10.300 mg/dL. En el estudio de
médula 6sea se observo una infiltracion difusa por linfocitos de pequefio tamafio de
apariencia plasmocitoide. Las células neoplasicas mostraban restricciéon de cadenas
ligeras Kappa. No se observo esplenomegalia ni afectacién de otros 6rganos. Se
estudio la biopsia de médula 6seay se decidié como diagndstico mas apropiado LPL,

para una muestra inicalmente clasificada como BCL-NOS.
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El cuarto caso reclasificado era una mujer, de 63 afios en el momento del
diagnostico, que presentd esplenomegalia asi como afectacion de médula dsea con
notable anemia. En sangre periférica se detect6 paraproteina IgM de 7.300 mg/dL.
El estudio citogenético mostré deleccion 18p. El bazo presentraba una proliferacion
neoplasica linfoide B con patrén vagamente nodular con diferenciacidn plasmacitica
y presencia de células plasmaticas monoclonales kappa. Se decidié su reclasificacion
de SMZL a LPL debido a los niveles elevados de paraproteina y la morfologia

encontrada en bazo.

El quinto caso reclasificado era una mujer, de 59 afios que en el momento del
diagndstico presentaba afectaciéon de médula 6sea, bazo, higado y adenopatias del
hilio esplénico, hepatico, mesentéricas y de cadena iliaca derecha. Los niveles de
paraproteina en sangre también eran elevados como en casos anteriores, de 5.100
mg/dL. El bazo mostraba proliferacién neoplasica linfoide B con presencia frecuente
de células plasmaticas y plasmocitoides con restriccion e cadenas ligeras lambda. Se

estudié la muestra de bazo y se decidio su reclasificaciéon de SMZL a LPL (Figura 14).

Tabla 5. Resumen de las caracteristicas de los casos reclasificados.

Caso | Diagndstico | Restriccion Diagnéstico | Muestras | Esplenomegalia | Afectacion | IgM sérica Mutacion
Ne inicial de cadenas | revisado de médula | monoclonal | MYD88
Ilgeras por oOsea (mg/dL) L265P
células
plasmaticas
1 NMZL Lambda LPL Ganglio Ausente Presente 24.000 Positivo
2 BCL-NOS vs | Kappa LPL Médula Ausente Presente 11.000 Positivo
LPL dsea
3 BCL-NOS Kappa LPL Médula Ausente Presente 10.300 Positivo
dsea
4 SMzL Kappa LPL Bazo Presente Presente 7.300 Positivo
5 SMZL Lambda LPL Bazo Presente Presente 5.100 Positivo

Previamente a la reclasificacion, contabamos con dos casos con diagndstico
génerico (BCL-NOS) y una distribucion de la presencia de mutacion ligeramente
distinta a la encontrada tras esta. En la Tabla 5A se resumen los datos
correspondientes al nimero de casos y porcentaje de mutaciéon en las distintas

categorias diagndsticas.
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Tabla 5A. Frecuencia de la mutacién MYD88 L265P en linfomas B de bajo grado de célula pequeiia antes

de la reclasificacion.

Diagnéstico inicial N2 de casos N2 de casos con mutacion MYD88
L265P (%)

NMZL 7 1(14,28%)

SMZL 91 15 (16,48%)

MALT 6 0 (0%)

LPL 22 14 (63,63%)

BCL, NOS 2 2 (100%)

Total de casos 128 32 (25%)

Tras el estudio detallado de las caracteristicas clinicas y morfolégicas, se

reclasificaron los casos quedando de la siguiente forma (Tabla 5B):

Tabla 5B. Frecuencia de la mutacion MYD88 L265P en linfomas B de bajo grado de célula pequefia tras

la reclasificacion.

Diagndstico revisado N2 de casos N2 de casos con mutacion MYD88
L265P (%)

NMZL 6 0 (0%)

SMZL 89 13 (14,6%)

MALT 6 0 (0%)

LPL 27 19 (70,4%)

BCL, NOS 0 0 (0%)

Total de casos 128 32 (25%)

Concluyendo, todos los casos reclasificados se caracterizaron por mostrar un

elevado componente monoclonal de IgM en suero, que llegaba a alcanzar los 24.000

mg/dL en alguno, asi como evidencia histologica de diferenciacion plasmacitica con

presencia de células plasmaticas monotipicas. Igualmente, todos mostraban

infiltracion de médula Osea.
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2. Estudio de las caracteristicas clinicas de los pacientes

Junto con la edad y el sexo, se estudiaron una serie de caracteristicas clinicas

relacionadas con la etiopatogenia y otros parametros de laboratorio.
2.1. Estudio descriptivo. Variables cuantitativas

2.1.1. Edad en el momento del diagnéstico

La edad media fue de 64 afios, la mediana de 65; siendo la minima de 4 afios

y la maxima de 97 afios.
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Grafica 3. Media de edad en el momento del diagndstico.
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2.1.2. ECOG en el momento del diagnostico

La escala ECOG presentd valores compredidos entre 0 y 4, siendo los valores
mas frecuentes el 0 con 27 pacientes y el 1 con 29 pacientes. Con escala ECOG de 2

hubo 10 y con escala 3 y 4 un paciente en cada grupo.
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Grafica 4. Media de escala ECOG en el momento del diagndstico.

2.1.3. Niveles de leucocitos

Los valores medios de leucocitos fueron 13,10 x103 leucocitos/mm?3, la
mediana de 7,56 x103 leucocitos/mm3; siendo el valor minimo de 0,89 x103

leucocitos/mm?3 y el maximo de 284,00 x 103 leucocitos/mm?3.
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Grafica5. Media de niveles de leucocitos en sangre.
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2.1.4. Niveles de neutrofilos

Los valores medios de neutroéfilos fueron de 4,21 x103 neutroéfilos/mms3; la
mediana de 2,81 x103 neutréfilos/mm3; siendo el valor minimo de 0,36 x103

neutro6filos/mm3 y el maximo de 69,30 x103 neutréfilos/mma3.
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Graficab6. Niveles medios de neutrofilos en sangre
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2.1.5. Niveles de linfocitos

Los valores de linfocitos medios fueron de 7,24 x103 linfocitos /mm?3; la
mediana de 3,14 x103 linfocitos/mm?3; siendo el valor minimo de 0,39 x103

linfocitos/mm3 y el maximo de 47,40 x103 linfocitos/mm?3.
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Grafica 7. Niveles medios de linfocitos en sangre

2.1.6. Niveles de hemoglobina

Los niveles de hemoglobina medios fueron de 11,11 g/dl; la mediana de
10,95 g/d]l; siendo el valor minimo de 5,50 g/dl y el maximo de 16,10 g/dl.
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Grafica 8. Niveles medios de hemoglobina en sangre
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2.1.7. Niveles de plaquetas

Los valores medios de plaquetas fueron de 174 x103 plaquetas/mm3; la
mediana de 157 x103 plaquetas/mm3; siendo el valor minimo de 2 x103

plaquetas/mm3 y el maximo de 761 x103 plaquetas/mm?3.
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Grafica 9. Niveles medios de plaquetas en sangre

2.1.8. Niveles de LDH

Los niveles de LDH medios fueron de 481,63 UIl/L; la mediana de 378,50
UI/L; siendo el valor minimo de 23 UI/L y el maximo de 4.233 UI/L.
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Grafica 10. Niveles medios de LDH sérica
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2.1.9. Niveles de albumina

Los niveles medios de albumina fueron de 3,78 g/dl; la mediana de 3,88 g/dl;

siendo el valor minimo de 1,64 g/dl y el maximo de 5,44 g/dl.
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Grafica 11.

T
ALBUMINA, (gfdL)

Niveles medios de albumina sérica.

2.1.10. Niveles de Beta2-Microglobulina

Los valores medios de Beta2-Microglobulina fueron 3,93 mg/dl; la mediana

de 3,84 mg/dl; siendo el valor minimo de 1,2 mg/dl y el maximo de 8,09 mg/dl.
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Niveles medios de Beta2-Microglobulina.
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2.1.11. Niveles de paraproteina sérica. IgM. IgG. IgA

Los valores medios de paraproteina IgM fueron de 3.409 mg/dL, la mediana
de 1.563 mg/dL, siendo el minimo de 300 mg/dL y el maximo de 24.000 mg/dL. Los
valores medios de paraproteina IgG fueron de 1.006 mg/dL, la mediana de 910
mg/dL, siendo el minimo de 260 mg/dL y el maximo de 2.260 mg/dL. Los valores
medios de paraproteina IgA fueron de 257mg/dL, 1a mediana de 122 mg/dL, siendo
el minimo de 22,5 mg/dL y el maximo de 3.100 mg/dL.
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Grafica 13. Niveles medios de Paraproteina IgM en sangre
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Grafica 14. Niveles medios de Paraproteina IgG séricos.
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Grafica 15. Niveles medios de Paraproteina IgA sérica.
2.2. Estudio descriptivo. Variables cualitativas

2.2.1. Sexo

El sexo predominante fue femenino, observandose 71 mujeres frente a 52

varones restantes. De 5 pacientes no se obtuvo informacién relativa al sexo.
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Grafica 16. Proporcion de hombres y mujeres de la serie.
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2.2.3. Infeccidn por virus. VHB, VHC, VIH y VEB

La informacién acerca de la presencia de infeccion no se obtuvo en una gran
mayoria de los casos. De los datos obtenidos, la mas frecuente fue la infecciéon por
VHC, con 5 positivos, seguida de la infeccién por VEB, con 6 casos. El VIH estuvo

presente en un caso y el VHB en dos de toda la serie.

2.3. Caracteristicas clinicas de los linfomas B de bajo grado de la serie

estudiada, positivos para la mutacion MYD88 L265P

Las caracteristicas clinicas para los casos mutados y no mutados quedan

resumidas en la Tabla 6.

Tras analizar estadisticamente los datos clinicos estudiados, se observé que
el sexo masculino fue mas tendente a presentar la mutaciéon MYD88 L265P en los

linfomas que el sexo femenino (p=0,013).

Por otra parte, los pacientes con linfomas con la mutacion MYD88 L265P,
comparados con aquellos negativos, presentaron niveles mas elevados de
paraproteina IgM (p=0,018), oscilando el rango entre 300y 24.000 mg/dL. Mientras
que, en los pacientes con linfomas con MYD88 nativo, IgM fue encontrada en niveles

mas bajos, variando entre 304 y 6.600 mg/dL.

Por otro lado, la paraproteinemia IgG o IgA, fue mucho menos frecuente tanto

en pacientes con la mutacion como en pacientes sin ella.

Igualmente se apreciaron diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de leucocitos (p=0,048), encontrandose éstos en cifras mas elevadas en

aquellos casos positivos para la mutacion MYD88 L265P.

Por ultimo, la escala ECOG mostré tendencia a presentar unos niveles mas

altos en el tipo nativo que en el mutado (p=0,044).

En el resto de las variables clinicas estudiadas no se apreciaron diferencias

estadisticamente significativas.
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas en linfomas B de la serie estudiada.

Caracteristicas clinicas MYD88 L265P mutado MYD88 L265P nativo P valor
(n=32) (n=96)
Edad (afos) media (rango) 62,33 (32-98) 64,36 (4-82) NS
Sexo, numero de pacientes (%)
Hombre 19/31 (61,29%) 33/92 (35,86%) 0,013
Mujer 12/31 (38,70%) 59/92 (64,13%) 0,013
ECOG 0,50 0,96 0,044
Leucocitos (x103/mm?3) media (rango) 13,14 (2,10-42,16) 13,09 (0,89-39,80) 0,048
Neutroéfilos (x103/mm3) media (rango) | 3,53 (0,96-8,36) 4,52 (0,36-69,30) NS
Linfocitos (x103/mm3) media (rango) 8,20 (0,93-36,50) 6,89 (0,39-47,40) NS
Plaquetas (x103/mm?3) media (rango) 197 (36-533) 165 (2-761) NS
VHC positivo, nimero de pacientes (%) | 0/6 (0%) 5/20 (25%) NS
VHB positivo, nimero de pacientes (%) | 1/7 (14,28%) 1/16 (6,25%) NS
VIH positivo, nimero de pacientes (%) | 1/7 (14,28%) 0/15 (0%) NS
VEB positivo, nimero de pacientes (%) | 3/9 (33.33%) 3/18 (16,66%) NS
Hemoglobina (g/dL), media (rango) 11.00 (6,6-15,9) 11.16 (5,5-16,1) NS
LDH (UI/L) media (rango) 473,41 (112-4.233) 484,44 (23-2.561) NS
Beta2 microglobulina (mg/L) media | 3,67 (1,2-7,8) 4,03 (1,45-8,09) NS
(rango)
Albumina sérica (g/dL) media (rango) 3,69 (2,7-5,05) 3,82 (1,64-5,44) NS
Paraproteina
IgG (mg/dL), media (rango) 1083,50 (454-2.047) 977,19 (260-2.260) NS
IgA (mg/dL), media (rango) 539,00 (55-3.100) 158,67 (22,5-393) NS
IgM (mg/dL), media (rango) 4615,19 (300-24.000) 1460,85 (304-6.600) 0,018
Tipo de cadenas ligeras, nimero de
pacientes
Kappa, nimero de pacientes (%) 8/9 (88,88%) 4/5 (80%) NS
Lambda, numero de pacientes (%) 1/9 (11,11%) 1/5 (20%) NS

2.4. Caracteristicas clinicas de los linfomas de la zona marginal positivos para
la mutacion MYD88 L265P

Las caracteristicas clinicas de estos pacientes se recogen en la Tabla 7.

El estudio y la revision de los casos, con la consecuente reclasificacion
diagndstica, reveld que el unico subtipo de MZL que present6 la mutacion MYD88
L265P fue el SMZL.

Tras el andlisis de las variables clinicas se observé que nuevamente los

valores de paraproteinemia IgM fueron mas elevados en los casos mutados que en
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los nativos (p=0,033). Los valores de paraproteina M oscilaron entre 708 y 2.530

mg/dL.

Asimismo, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en

cuanto a los valores de leucocitos (p=0,004) y linfocitos (p=0,034) en sangre,

encontrandose éstos mas elevados en los mutados.

Por otra parte, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en

cuanto a ECOG (p=0,021) que se presentd en escalas mas altas en los nativos que en

los mutados.

El resto de las variables clinicas estudiadas no mostraron diferencias

significativas entre ambos grupos.

Tabla 7. Caracteristicas clinicas en linfomas esplénicos de la zona marginal.

Caracteristicas clinicas MYD88 L265P mutado MYD88 L265P nativo P valor
(n=13) (n=76)

Edad (afos) media (rango) 58,35 (32-98) 65,66 (25-82) NS

Sexo, numero de pacientes (%)

Hombre 8/13 (61,53%) 25/73 (34,24%) NS
Mujer 5/13 (38,46%) 48/73 (65,75%) NS
ECOG, media (rango) 0,38 (0-1) 1,10 (0-4) 0,021
Leucocitos (x103/mm3) media (rango) 19,05 (5,50-42,16) 10,71 (1,20-39,80) 0,004

Neutroéfilos (x103/mm3) media (rango) 3,14 (1,40-5,90) 3,27 (0,52-10,42) NS
Linfocitos (x103/mm3) media (rango) 12,49 (2,00-33,31) 7,62 (0,60-47,40) 0,034
Plaquetas (x103/mm?3) media (rango) 192 (92-452) 160 (2-761) NS
VHC positivo, niimero de pacientes (%) | 0/4 (0%) 2/12 (16,66%) NS
VHB positivo, nimero de pacientes (%) | 0/4 (0%) 0/10 (0%) NS
VIH positivo, nimero de pacientes (%) 0/4 (0%) 0/10 (0%) NS
VEB positivo, nimero de pacientes (%) | 2/6 1/11 (9,09%) NS
Hemoglobina (g/dL), media (rango) 0,57 (7,4-12,6) 10.95 (5,5-16,1) NS
LDH (UI/L) media (rango) 404,00 (252-559) 515,89 (23-2.561) NS
Beta2 microglobulina (mg/L) media | 4,27 (1,2-7,8) 4,32 (1,45-8,09) NS
(rango)
AlbUmina sérica (g/dL) media (rango) 3,55 (2,7-4,6) 3,70 (1,64-4,8) NS
Paraproteina
IgG (mg/dL), media (rango) 1086,80 (577-2.047) 1042,66 (374-2.260) NS
IgA (mg/dL), media (rango) 131,50 (108-193) 158,58 (22,5-393) NS
IgM (mg/dL),media (rango) 1842 (708-2.530) 626,5 (371-917) 0,033
Tipo de cadenas ligeras, nimero de
pacientes
Kappa, nimero de pacientes (%) 3/3 (100%) 2/2 (100%) NS
Lambda, nimero de pacientes (%) 0/3 (0%) 0/2 (0%) NS
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2.5. Caracteristicas clinicas en linfomas linfoplasmaciticos positivos para la

mutacion MYDS88 L265P

Aunque los linfomas linfoplasmaciticos no eran objeto de nuestro estudio, se

incluy6 un pequefio nimero de casos, ya que este constituye uno de los principales

diagnosticos diferenciales del linfoma de la zona marginal.

Al tratarse de un menor numero de casos, los resultados fueron menos

representativos, encontrandose solamente diferencias en cuanto al ECOG (p=0,042),

observandose unos estadios ligeramente mas elevados en los mutados que en los

nativos.

Los resultados de las caracteristicas clinicas se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas clinicas en linfomas linfoplasmaciticos.

Caracteristicas clinicas MYD88 L265P mutado MYDS88 L265P nativo (n=8) P valor
(n=19)

Edad (afos) media (rango) 65,5 (35-85) 63,88 (29-80) NS
Sexo, numero de pacientes (%)

Hombre 11/18 (61,11%) 3/7 (42,85%) NS

Mujer 7/18 (38,88%) 4/7 (57,14%) NS
ECOG, media (rango) 0,58 (0-2) 0,0 (0-0) 0,042
Leucocitos(x103/mm3) media (rango) 9,40 (2,10-38,84) 6,50 (3,81-11,70) NS
Neutrofilos(x103/mm3) media (rango) 3,70 (0,96-8,36) 3,46 (1,50-7,90) NS
Linfocitos (x103/mm3) media (rango) 5,17 (0,93-36,50) 2,33 (1,00-5,85) NS
Plaquetas (x103/mm?3) media (rango) 200 (36-533) 203 (147-341) NS
VHC positivo, niimero de pacientes (%) | 0/2 (0%) 3/5 (60%) NS
VHB positivo, nimero de pacientes (%) | 1/3 (33,33%) 1/3 (33,33%) NS
VIH positivo, nimero de pacientes (%) | 1/3(33,33%) 0/2 (0%) NS
VEB positivo, nimero de pacientes (%) | 1/3 (33,33%) 0/2 (0%) NS
Hemoglobina (g/dL), media (rango) 11,28 (6,6-15,9) 12,70 (6,7-15,7) NS
LDH (UI/L) media (rango) 521,13 (112-4.233) 219,60 (134-387) NS
Beta2 microglobulina (mg/L) media | 3,31(1,6-5,25) 2,64 (1,64-4,1) NS
(rango)
Albimina sérica (g/dL) media (rango) 3,79 (2,9-5,05) 4,13 (2,6-4,95) NS
Paraproteina

1gG (mg/dL), media (rango) 1078,00 (454-1.800) 260,00 (260-NS)

IgA (mg/dL), media (rango) 1082,33 (55-3.100) NS (NS)

IgM (mg/dL), media (rango) 5267,7 (300-24.000) 2474,5 (304-6.600) NS
Tipo de cadenas ligeras, numero de
pacientes

Kappa, nimero de pacientes (%) 5/6 (83,33%) 2/3 (66,66%) NS

Lambda, nimero de pacientes (%) 1/6 (16,66%) 1/3 (33,33%) NS
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3. Hallazgos morfolégicos en SMZL y LPL con mutacion MYD88 L265P

Las muestras estudiadas procedian de distintos centros, sin posibilidad de
revision de las caracteristicas macroscopicas de las piezas de reseccion. Aquellas en
las que se disponia del material, se revisaron sin observarse particularidades

resefiables.

Se detectaron 32 casos con mutacién, de los cuales 19 correspondian a
linfomas linfoplasmaciticos y 13 a linfomas de la zona marginal esplénicos. Los
linfomas de la zona marginal esplénicos fueron los unicos linfomas de la zona

marginal que presentaron mutacién de MYD88 L265P.

3.1. Caracteristicas histoldgicas de SMZL con mutacion MYD88 L265P

Los linfomas de la zona marginal esplénicos fueron estudiados todos ellos en
muestras procedentes de esplenectomia. Las caracteristicas histolégicas de las

secciones de bazo fueron similares en los casos mutados y no mutados (Figura 7).

Las caracteristicas morfoldgicas e inmunofenotipicas de los bazos con
diagndstico de linfoma de la zona marginal esplénico y con presencia de mutacién
MYD88 L265P fueron las siguientes (Figuras 8, 9, 10, 11):

e El patrén de infiltracion neoplasico fue micronodular.

e Se observo afectacion de pulpa blanca (colonizacién de foliculos linfoides).
Muchos de los nédulos neoplasicos presentaban reemplazamiento de la zona
del manto y diferenciacién marginal anular.

e La citologia era polimorfa, se encontraron linfocitos de pequefio tamafio,
algunos blastos y células con diferenciacion plasmocitoide.

e En algunos casos se hallaron granulomas y/o acimulos de histiocitos
epitelioides, que se localizaban en periferia de los n6dulos neoplasicos o en
la zona central.

e Por lo que respecta a pulpa roja, se observo infiltracion de ésta,
frecuentemente con patron micronodular y focalmente difusa, con
sinusoides dilatados.

e El estudio IHQ demostr6 un perfil inmunofenotipico homogéneo: CD20+,
CD3-, CD5-, BCL2+, CD10-, CD23-, BCL6-, Ciclina D1-. El indice proliferativo
Ki67 demostro patron en diana de forma mas o menos constante en todos los

Casos.
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Figura 8. Hallazgos histoldgicos de un linfoma de la zona marginal esplénico con mutacién de
MYD88 L265P. Superior izquierda. Patrén micronodular. Superior derecha. Diferenciacién zona
marginal. Inferior izquierda. Detalle de la celularidad. Inferior derecha. Ki67 con patrén targetoide.
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Figura 9. Hallazgos histoldgicos de un linfoma de la zona marginal esplénico, positivo para
mutacién de MYD88 L265P. Superior izquierda. Patron de infiltracion micronodular. Superior
derecha. Infiltracién pulpa roja. Inferior izquierda. Diferenciacion de zona marginal. Inferior
derecha. Detalle diferenciacion de zona marginal.
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Figura 10. Hallazgos histoldgicos de un linfoma de la zona marginal esplénico, positivo para
mutacién de MYD88 L265P. Superior izquierda. Patrén micronodular. Superior derecha.
Infiltracion pulpa roja. Inferior izquierda. Diferenciacién de zona marginal. Inferior derecha.
Detalle diferenciacién de zona marginal.
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Figura 11. Hallazgos histoldgicos de un linfoma de la zona marginal esplénico, positivo para la
mutacién de MYD88 L265P. Superior izquierda. Patrén de infiltracion micronodular. Superior
derecha. Infiltracion pulpa roja. Inferior izquierda. Diferenciacion zona marginal. Inferior
derecha. Detalle diferenciacién zona marginal.

3.2. Caracteristicas histoldgicas de LPL con mutacion MYD88 L265P

Diecinueve casos con mutacién MYD88 L265P se correspondieron con LPL
(Figura 12). Las caracteristicas histoldgicas halladas en las secciones de bazo en

estos fueron las siguientes (Figuras 13, 14):

e Patréon de crecimiento vagamente nodular o difuso con cambios
predominantemente en pulpa roja, afectando los compartimentos
anatémicos de cordones y sinusoides de forma homogénea.

e Regresion del componente linfocitario en pulpa blanca, el cual se encontraba
muy disminuido.

e No se observo en ninguno de los casos diferenciacién de zona marginal y la
celularidad estaba compuesta casi en su totalidad por linfocitos de pequefio

tamafio, algunos con diferenciacién plasmocitoide y células plasmaticas.
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e Se observaron frecuentemente depdsitos de hemosiderina en centros
germinales residuales esclerosados.

e El estudio IHQ demostré un perfil inmunofenotipico: CD20+, CD3-, CD5-,
BCL2+, CD10-, CD23-, BCL6-, Ciclina D1-, con células plasmaticas CD20-,

PAX5+ y CD138+. Se observd restriccion de cadenas ligeras en la practica

totalidad de los casos.

Figura 12. Izquierda. Patrén arquitectural LPL. Derecha. Celularidad mondtona LPL

Figura 13. Hallazgos histoldgicos de un linfoma linfoplasmacitico en bazo, positivo para
mutacion de MYD88 L265P. Superior izquierda. Patrén de infiltracion vagamente nodular de
localizacidn periarteriolar. Superior derecha. Patrén vagamente nodular. Inferior izquierda.
Afectacién de pulpa roja. Inferior derecha. Depdsitos de hemosiderina.
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Figura 14. Hallazgos histolégicos de un caso con mutacion MYD88 L265P, inicialmente
diagndsticado como SMZL y posteriormente reclasificado como LPL por la presencia de
diferenciacién plasmacitica con restriccion de cadenas ligeras (caso reclasificado n2 5). Superior
derecha e izquierda. Patrén micronodular y diferenciacién plasmacitica. Inferior izquierda. Tincion
inmunohistoquimica Kappa. Inferior derecha. Tinciéon inmunohistoquimica Lambda.

3.3. Paraproteina IgM, diferenciacion plasmacitica y mutacion de
MYD88 L265P

3.3.1. Paraproteina IgM

La paraproteina monoclonal IgM es la responsable de gran parte de la
sintomatologia y de la morbilidad en estos linfomas. Ademas, la concentracion
inicial de paraproteina monoclonal sérica es el principal factor predictor de
progresion de enfermedad. Hemos estudiado la presencia de paraproteina en
nuestra serie, observando asociacién entre la presencia de mutacién y secrecién de
IgM monoclonal. La presencia de IgM monoclonal fue notablemente mas frecuente

que la IgG o la IgA, en todos los casos, como comentamos anteriormente.

94



RESULTADOS

Del total de la serie encontramos que hay 34 pacientes con paraproteina, de

los cuales 21 presentaron la mutacién MYD88 L265P y 13 fueron nativos para esta.

En el andlisis realizado entre presencia de mutacién y paraproteina M

obtuvimos un valor de p= 0,018, siendo estadisticamente significativa la asociacion.

Los valores medios de paraproteina fueron mayores en mutados que en

nativos como se puede apreciar a continuacién (Grafica 17).
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Grafica 17. Niveles medios de paraproteina IgM en mutados y nativos.
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Los valores observados en los linfomas con mutacién presentaban un rango

mas amplio que en aquellos nativos (Grafica 18).
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Grafica 18. Niveles de paraproteina IgM en mutados y nativos

Los niveles de paraproteina también se mostraron mas elevados en los
pacientes con diagnoéstico de LPL con respecto a los SMZL, como se puede observar

en la grafica siguiente (Grafica 19).
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Grafica 19. Niveles de paraproteina IgM segun diagndstico.

96



RESULTADOS

3.3.2. Paraproteina IgM en SMZL

Entre los pacientes con diagndstico de SMZL, se hallé paraproteina IgM en 10
de estos, de los cuales 4 presentaron la mutacion MYD88 L265P y 6 fueron nativos

para esta.

El estudio entre paraproteina M y presencia de mutacion fue
estadisticamente significativo (p= 0,033) observandose asociacion entre estas dos

variables también en SMZL.

Los valores medios de paraproteina fueron mayores en mutados que en

nativos como se puede apreciar a continuacién (Grafica 20).
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Grafica 20. Niveles de paraproteina IgM en mutados y nativos en SMZL.
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Los valores observados en los linfomas con mutacion MYD88 L265P
presentaban un rango mas amplio que en aquellos nativos, con cifras mas elevadas

en limite superior en los mutados que en los nativos (Grafica 21).
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Grafica 21. Niveles de paraproteina IgM en mutados y nativos en SMZL

3.3.3. Paraproteina IgM en LPL

A diferencia de los linfomas de la zona marginal, los linfomas
linfoplasmaciticos no demostraron asociacion con paraproteinemia IgM (p= 0,441).
El estudio de los LPL se limitaba a pocos casos por lo que el tamafio muestral era

pequenio.

En nuestra serie encontramos 23 pacientes con diagnostico de LPL y
presencia de paraproteina IgM, de los cuales 17 presentaron la mutacién y 6 fueron

nativos para esta.

Los valores medios de paraproteina fueron mayores en mutados que en

nativos como se puede apreciar a continuacién (Grafica 22).
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Grafica 22. Niveles de paraproteina IgM en mutados y nativos en LPL
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Los valores observados en los linfomas con mutacién presentaban un rango

mas amplio de paraproteina IgM que aquellos con MYD88 L265P nativo, como se

observa en la grafica siguiente (Grafica 23).
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3.4. Estratificacion de niveles de paraproteina IgM

Tanto en mutados como en nativos, los valores de IgM mas frecuentes se

agrupaban en torno a cifras inferiores a 5.000 mg/dL.

Por otra parte, los niveles de paraproteina presentaban valores mayores en
los mutados con respecto a los nativos, de forma que el 21,42 % de los casos
mutados presentaron niveles por encima de 5.000 mg/dL de IgM sérica, frente al
1,40 % de los nativos (Tabla 9)

Tabla 9. Estratificacién de los niveles de IgM monoclonal en sangre en relacion a la mutacion.

Nivel de paraproteina IgM

Mutados Nativos
<5.000 mg/dL 15/28 (53,57%) <5.000 mg/dL 12/71 (16,90%)
5.000-10.000 mg/dL 2/28 (7,14%) 5.000-10.000 mg/dL 1/71 (1,40%)
>10.000 mg/dL 4/28 (14,28%) >10.000 mg/dL 0/71 (0%)

En nativos la ausencia de paraproteina fue la situacién mas frecuente
mientras que en mutados fue mas frecuente la presencia de IgM en cifras inferiores
a 5.000 mg/dL (Grafica 24).
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Grafica 24. Niveles de paraproteina IgM estratificados en mutados y nativos.
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Separados por categorias diagnosticas se observo que el tnico linfoma que
mostroé valores de paraproteina IgM en cifras superiores a 10.000 mg/dL fue el LPL
mientras que con cifras inferiores a 5.000 mg/dL se apreciaron en linfomas MALT,
SMZL y LPL. Por otra parte, la mayoria de los linfomas MALT y SMZL estudiados no
presentaron paraproteina IgM y estuvo completamente ausente en todos aquellos
diagnosticados como NMZL (Grafica 25).
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Grafica 25. Niveles de paraproteina IgM estratificados por diagndstico.

3.4.1. Estratificacion de niveles de paraproteina IgM en SMZL

Estudiando por separado los niveles de paraproteina IgM en SMZL,
observamos que los valores por encima de 5.000 mg/dL son inexistentes tanto en
mutados como en nativos y que en los mutados la frecuencia con la que se presenta
la paraproteina IgM con respecto a los nativos, es mayor (36,36% vs 10,52%) (Tabla
10).
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Tabla 10. Estratificacién de los niveles de IgM monoclonal en sangre en relacion a la mutacion.

Nivel de paraproteina IgM
Mutados Nativos
<5.000 mg/dL 4/11 (36,36%) <5.000 mg/dL 6/57 (10,52%)
5.000-10.000 mg/dL 0/11 (0%) 5.000-10.000 mg/dL 0/57 (0%)
>10.000 mg/dL 0/13 (0%) >10.000 mg/dL 0/57 (0%)

En la grafica que sigue a continuacién, observamos que dentro de los SMZL,
la mayoria muestran ausencia de paraproteina, pero esta situaciéon es mas

frecuente en los nativos (Grafica 26).
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Grafica 26. Niveles de paraproteina IgM estratificados en mutados y nativos, en

SMZL.

3.4.2. Estratificacion de niveles de paraproteina IgM en LPL

En los casos con diagnostico de LPL observamos una frecuencia mas elevada
de paraproteina IgM que en los SMZL, identificAndose ademas en todos los niveles
(menor de 5.000 mg/dL, entre 5.000-10.000 mg/dL y mayor de 10.000 mg/dL).

Comparando ambos grupos, mutados y nativos, observamos que hay mayor

frecuencia de niveles menores a 5.000 mg/dL en nativos que en mutados (62,5%
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frente a 52,63%). Igualmente, los valores superiores a 5.000 mg/dL son mayores en
los mutados (36,83% frente a 12,5%)(Tabla 11).

Tabla 11. Estratificacién de los niveles de IgM monoclonal en sangre en relacién a la mutacion.

Nivel de paraproteina IgM

Mutados Nativos
<5.000 mg/DlI 10/19 (52,63%) <5.000 mg/dL 5/8 (62,5%)
5.000-10.000 mg/dL 3/19 (15,78%) 5.000-10.000 mg/dL 1/8 (12,5%)
>10.000 mg/dL 4/19 (21,05%) >10.000 mg/dL 0/8 (0%)

En la grafica que sigue a continuacion, observamos que dentro de los LPL, las
cifras de paraproteina IgM mas frecuentes son las menores de 5.000 mg/dL,
seguidas de las mayores de 10.000 mg/dL, vinculadas a la presencia de mutacidn.
(Grafica 27)
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Grafica 27. Niveles de paraproteina IgM estratificados en mutados y nativos, en

LPL.

3.5. Diferenciacion plasmacitica

Con respecto a la diferenciacién plasmacitica (citoplasma excéntrico
eosinofilico, Golgi prominente y cromatina agrupada de forma radial) fue observada

en 9/13 casos mutados (69%), siendo, por tanto, muy frecuente en este grupo. El

103



MUTACION MYD88 L265P EN LINFOMAS B DE LA ZONA MARGINAL

estudio inmunohistoquimico de cadenas ligeras kappa y lambda no identifico

restriccion en las células plasmaticas.

Hubo una moderada relacién entre la morfologia plasmacitica y la presencia

de paraproteina monoclonal sérica (5/13 casos; 38%)

El resumen de los datos hallados respecto a la presencia de diferenciacion
plasmacitica y el componente monoclonal en suero en los casos mutados se resume

a continuacién (Tabla 12)

Tabla 12. Diferenciacidon plasmacitica en SMZL con presencia de mutacién MYD88 L265P.

Caracteristicas Casos Total

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Morfologia Pos Neg Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos Neg Pos Neg Pos 9/13
plasmacitica (69,23%)
Plasmaticas Neg Neg Neg ND Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 0/13 (0%)
con restriccion

de cadenas

ligeras

Presencia de Pos Neg Neg Pos Neg Pos Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos 5/13
componente (38,46%)

monoclonal en
suero

IgM Pos Neg Neg Neg Neg Pos Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos 4/5 (80%)
1gG Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 1/5 (20%)
IgA Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 0/0 (0%)

A pesar de la frecuencia con la que se encuentra relacionada la diferenciacion
plasmacitica con la secrecidon de paraproteina y la presencia de mutacion MYD88
L265P, se demostraron algunos casos en los que esta relacion estaba ausente. La
figura que sigue a continuacion, correspondiente a un paciente con linfoma negativo
parala mutacidn y sin paraproteina constatada, muestra diferenciacion plasmacitica

en los cortes histologicos (Figura 15).
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Figura 15. Hallazgos histoldgicos de un linfoma esplénico de la zona marginal negativo para
mutacion de MYD88 L265P, con diferenciacion plasmacitica y sin paraproteina monoclonal.
Superior izquierda. Patrén micronodular con diferenciacién de zona marginal. Superior
derecha. Diferenciaciéon de zona marginal. Inferior izquierda. Diferenciacion plasmacitica.
Inferior derecha. Expresion de IgM.
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4. Analisis de supervivencia y mutacion MYD88 L265P

4.1. Analisis de supervivencia global de la serie estudiada

El andlisis de supervivencia muestra diferencias estadisticamente
significativas (p=0,041) entre los grupos mutados y nativos, observandose una
mayor supervivencia en el grupo de los mutados (Grafica 28). El tiempo total de
seguimiento fue de 1252,17 meses y el tiempo medio de seguimiento desde el

momento del diagnédstico fue de 74,8 meses.
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Grafica 28. Curva de supervivencia de la serie estudiada.

4.2. Andlisis de supervivencia global en linfomas de la zona marginal esplénicos

El analisis de supervivencia no mostré diferencias significativas (p=0,131)

entre el grupo mutado y el grupo nativo (Grafica 29).
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Grafica 29. Curva de supervivencia en SMZL.
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4.3. Analisis de supervivencia global en linfomas linfoplasmaciticos

El andlisis de supervivencia no mostré diferencias significativas (p=0,672)

entre el grupo mutado y el grupo nativo (Grafica 30).
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1. MYD88 L265P. ldentificacion de la mutacion y su relevancia en

neoplasias linfoides

El gen de la diferenciaciéon mieloide MYD88 desempeia un papel importante
en el sistema inmune. En condiciones normales, se encarga de sintetizar una
proteina que provoca la activacion de una de las vias de sefalizacidn del sistema
inmune innato, participando asi en la respuesta del huésped a la infecciéon. En
condiciones anémalas de pérdida de funcién en dicho gen, la susceptibilidad a
padecer enfermedades infecciosas es notable mientras que, si se produce activacién
excesiva de este, se desarrollan enfermedades autoinmunes y neoplasias linfoides.
Por tanto, MYD88 desempefla un papel muy importante en la génesis de los
linfomas(128)(129).

En 2012, mediante secuenciaciéon genética masiva se identifico que la
mutaciéon puntual MYD88 L265P, que consiste en un cambio tinico de nucleétido (T
>C) en la posicion 38181641 en el cromosoma 3p22.2 que resulta en el cambio de
aminoacido leucina por prolina en la posicién 265, se hallaba en muestras de
médulas 6seas de pacientes diagnosticados de LPL/WM(133). Este dato fue
verificado por Sanger y se hall6 en el 91% de los pacientes. MYD88 L265P ha sido
encontrada también en aproximadamente el 50% de los pacientes con gammapatia
monoclonal IgM de significado incierto(152)(153)(154)(155), lo que sugiere que se
trata de un evento oncogénico temprano y demuestra ser un indicador de
progresion independiente de la gammapatia monoclonal de significado incierto a
macroglobulinemia de  Waldenstrom o  hacia  otros  desdérdenes

linfoproliferativos(116).

2. Importancia de deteccion de mutacion MYD88 L265P. Implicaciones

diagnadsticas

2.1. MYD88 L265P en linfomas de la zona marginal

Aunque la mutacion es mas frecuente en LPL/MW, en menor proporcion
también ha sido detectada en linfomas de la zona marginal. En los afios 2013 y 2014,
varios autores (Treon et al, Xu et al, Poulain et al, Gachard et al, Jiménez et al y
Hamadeh et al) desarrollaron estudios en los que analizaron la presencia y
frecuencia de esta mutacion en otros linfomas B que pudieran presentar

caracteristicas similares a los LPL, como los mielomas o los linfomas de la zona
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marginal. En todos estos estudios se observé que MYD88 L265P esta presente en los

linfomas marginales en un porcentaje variable entre el 4-21%.

En la mayor parte de ellos se examinaron las caracteristicas clinicas y se vio
especial asociacion entre la mutacion y la presencia de paraproteina IgM asi como
entre esta y la infiltracion de médula 6sea. Ademas, algunos de estos estudios
revisaron las caracteristicas histologicas de los casos observandose que eran
practicamente solapables y que la diferenciaciéon plasmacitica era mas frecuente en

el grupo de los mutados.

2.2. MYD88 L265P en otras neoplasias linfoides

El gen MYD88 representa uno de los genes mas frecuentemente mutados en
neoplasias linfoides junto con NOTCH1. Su estudio en neoplasias de linea B ha sido
muy amplio en los ultimos afios y se ha encontrado en frecuencias variables que
indican que no siempre tiene un papel conductor en la patogénesis del linfoma. No
obstante en algunos de ellos la mutacion L265P se asocia a determinadas

caracteristicas clinicas o prondsticas que es importante conocer:

e Leucemia Linfocitica Crdnica, con una frecuencia en torno al 1.5-4%, se
asocia a pronostico favorable (edad menor de 50 afios, asociacién a baja
expresion de CD38 Y ZAP70y alta frecuencia de IGHV mutado) a pesar de que
en el momento del diagnostico se presente como estadio avanzado (Rai y
Binet). No se ha observado incremento de IgM monoclonal en los casos
asociados a mutaciéon MYD88 L265P (156)(157)(158).

e Linfoma B Difuso de Célula Grande (NOS), con frecuencia aproximada al 22%,
mucho mas frecuente en el subtipo ABC (29%) y asociada a prondstico
desfavorable (edad avanzada, IPI elevado, frecuente afectacion
extraganglionar y estadio avanzado de la enfermedad)(159)(160). Las
localizaciones mas frecuentes son testiculos (71%), tracto genital femenino
(50%), préstata(100%), higado(50%), tiroides(50%), glandula salival(50%),
globo ocular y vitreo-retina (80%), ganglios linfaticos (17%) y en menor
proporcidn en tracto gastrointestinal (11%) (161) (162)(163)(164)(165).

e Linfoma B difuso de célula grande primario del SNC (46-76%)(166)(167). La
mutacion MYD88 L265P se presenta con mayor frecuencia en linfomas de
pacientes mayores de 65 afios y se asocia de forma significativa
estadisticamente a peor supervivencia.

e Linfoma B de célula grande intravascular (40%) (168).
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o Linfoma B difuso de célula grande primario cutaneo, tipo pierna (60%)(169).
La presencia de MYD88 L265P se encuentra asociada a pacientes de mayor
edad y aquellos que muestran mayor afectacién en pierna. Igualmente, se
observa que los pacientes con linfomas positivos para MYD88 L265P
presentan una supervivencia mas corta, presentandose esta mutacion como

factor prondstico adverso independiente.

e Otros linfomas: en baja proporcién se ha hallado en Linfoma de Burkitt
(2,38%) (131)(165), Linfoma Folicular (3,53%) (170)(165), desérdenes
linfoproliferativos post-trasplante (6,52%) (171)(165), Tricoleucemia
(0,92%) (136), Linfoma B de células pequeiias esplénico difuso de la pulpa
roja (2,7%) (172)(165).

3. Importancia de deteccion de MYD88. Implicaciones terapéuticas de la

mutacion MYDS88 L265P

La presencia de mutaciones MYD88 L265P no solo se ha propuesto como un
biomarcador diagnoéstico util para diferenciar MW de otros linfoproliferativos B,
sino también como biomarcador predictivo ya que los linfomas de los pacientes que
portan la mutacion responden a Ibrutinib (inhibidores selectivos de la
BTK)(173)(174)(175).

Numerosos estudios in vitro e in vivo confirman la actividad especifica de
Ibrutinib contra dianas restringidas a BTK. Ibrutinib es un potente inhibidor
irreversible de la tirosin kinasa Bruton (BTK), cuya funcion es bloquear la activacion
del receptor de células B en sentido descendente(176). Ibrutinib ha demostrado
actividad en ensayos clinicos en fase 1 y 2 con remisiones duraderas en gran
variedad de neoplasias linfoides B. En los pacientes con diagnéstico de LLC con
mutacién de MYD88, el tratamiento con Ibrutinib induce una respuesta completa
con una probabilidad muy alta(177)(178). Por tanto, la presencia de mutacién
MYD88 L265P permite el uso de inhibidores selectivos de BTK como tratamiento.
Dicho farmaco en el momento actual se encuentra aprobado por la FDA para
linfomas del manto, leucemia linfocitica cronica, Macroglobulinemia de Waldestrom
y linfomas de la zona marginal. La Agencia Europea del Medicamento, contempla
entre sus indicaciones terapéuticas el linfoma de células del manto, leucemia
linfocitica crénica y MW(176).
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4. MYDS88 L265P en nuestro estudio

En nuestro estudio detectamos la mutaciéon MYD88 L265P en un 14,8 % de
linfomas esplénicos de la zona marginal y en un 70,4 % de linfomas

linfoplasmaciticos. No es hallada en NMZL ni en linfomas MALT.

Estudiando las caracteristicas clinicas de los pacientes de nuestra serie
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los grupos mutado y
nativo en cuanto a la presencia de paraproteina del tipo IgM, los niveles de
leucocitos, el ECOG inicial y el sexo. Se observé que el estado mutado se asocia con
mas frecuencia al sexo masculino (p=0,013), a ECOG mas bajo (p=0,044), a cifras de

leucocitos mas elevadas (p=0,048) y a niveles de paraproteina mas altos (p=0,018).

Analizados por diagndstico, en el grupo de linfomas de la zona marginal
esplénicos se observaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a
ECOG, leucocitos, linfocitos y paraproteina IgM. De igual forma, el estado mutado se
asoci6 con ECOG mas bajo (p=0,021), cifras de leucocitos y de linfocitos mas

elevadas (p=0,004; p=0,034) y niveles de paraproteina I[gM mas elevados (p=0,033).

En el grupo de los pacientes con linfoma linfoplasmacitico, se identificaron
solo diferencias estadisticamente significativas en cuanto al ECOG y es mas elevado

en el grupo de los mutados (p=0,042).

Estudiadas las caracteristicas histoldgicas de los linfomas con y sin mutacion

MYD88 L265P, no se apreciaron diferencias.

En cuanto a la supervivencia destac6 una mayor supervivencia asociada al

estado mutacional (p=0,041).

4.1. Técnica de deteccion de mutacion

Para nuestro estudio, empleamos un método de deteccién fiable como es la
PCR en tiempo real con ensayos Tagman de alelo especifico, que consiste
basicamente en una PCR convencional en la que los equipos de amplificacion
(termocicladores) llevan incorporados un sistema de deteccion de fluorescencia

(fluorimetro), que se basa en la utilizacion de moléculas especificas denominadas
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quenchers y fluor6foros. Ambos nos permiten monitorizar lo que ocurre en tiempo

real en cada muestra y en cada ciclo de amplificacion.

La eleccion del método para realizar la deteccion de mutacion es compleja ya
que es un campo en expansion continua en el ambito experimental, especialmente a
partir del desarrollo de técnicas de secuenciacion masiva(179). Es preciso tener en
cuenta el tipo de muestra con la que vamos a trabajar, ya que la calidad del ADN
extraido de la muestra es variable seglin el procesamiento que haya sufrido. Asi, la
calidad del ADN obtenido de muestras en fresco o criopreservadas en medio OCT es
superior al ADN obtenido de tejidos fijados en formol e incluidos en parafina. Por lo
tanto, esto obliga a hacer un control de calidad del ADN previo a cualquier
determinacion molecular, que valore la integridad del mismo (por ejemplo,
mediante amplificacion de fragmentos de ADN de tamafio conocido). También es
esencial tener en cuenta la sensibilidad de deteccién que tiene el método. Se
recomienda un minimo del 50% de componente invasivo si en la fase analitica se
van a utilizar técnicas de baja sensibilidad como en la secuenciacién directa o de un
10% si son técnicas de alta sensibilidad, como la PCR en tiempo real(179). En
nuestro estudio, la proporcién del componente tumoral en las muestras utilizadas
era medio-bajo, por lo que resultaba fundamental emplear una técnica de alta
sensibilidad, como es la PCR cuantitativa. Otros factores importantes en la eleccién

del método son la disponibilidad y accesibilidad a este y el tiempo de analisis.

Por tanto, la PCR cuantitativa alelo especifica Tagman, que demostr6 ser
valida para su uso en muestras fijadas en formol y embebidas en parafina con una

sensibilidad del 0,01%), fue la elegida para nuestro estudio.

Para validar los resultados positivos y confirmar aquellos que eran dudosos,
el método empleado fue la secuenciacion por Sanger. Tras su desarrollo en la década
delos 70, el método Sanger de secuenciaciéon de ADN se convirtio en pieza clave para
el avance de la biologia molecular. No obstante, con el paso del tiempo, este método
ha sido progresivamente reemplazado por técnicas de secuenciacién masiva,
capaces de analizar con un mayor rendimiento y en menor tiempo. Actualmente la
técnica de Sanger ha quedado practicamente limitada a proyectos en los que se
necesita obtener la secuencia de fragmentos concretos o como técnica de validacién
de resultados. En este sentido, la secuenciacién Sanger es considerada por los
laboratorios de secuenciacién clinica como una de las opciones mas apropiadas para

validar los resultados(180).
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4.2. Frecuencia de la mutacion MYD88 L265P

La frecuencia de la mutacién MYD88 L265P en linfomas marginales es
variable segln la serie revisada en la literatura, con notables variaciones segin el

método utilizado y el tipo de muestra empleada.

En 2012, Treon y colaboradores, estudian mediante secuenciacién genémica
completa las médulas 6seas de 30 pacientes con diagnéstico de LPL/MW, de las
cuales 10 habian sido analizadas por secuenciacién con tejido normal pareado y
posterior validacion por Sanger(133). La serie fue ampliada, incluyéndose LPL y
otros desdrdenes linfoproliferativos B de caracteristicas similares a LPL, entre los
que se encontraban linfomas de la zona marginal asi como algunos procedentes de
donantes sanos. El método de andlisis empleado para estos dltimos casos fue el de
secuenciacion por Sanger. En este estudio, todas las muestras provenian de médula
Osea y sangre periférica y tanto en una como en otra, la celularidad fue seleccionada,
de forma que la pureza de estas células aisladas fuera mayor del 90% y la media de
poblaciéon B monoclonal estimada por andlisis de restriccion de cadenas ligeras,
fuera del 96%. El resultado del estudio fue la presencia de la mutacién en 26 de 30
casos estudiados. La secuenciacion por Sanger confirmé la mutacidon en estos 26
casos. De los 46 pacientes con diagndstico de MZL sdlo se identifico la mutacion en
3 deellos (7%): 1 SMZL, 1 NMZL y 1 MALT.

En 2013, Xu y colaboradores, publican un estudio en el que usan por primera
vez un método mas sensible y eficiente para la deteccién y cuantificaciéon de la
mutacion MYD88 L265P, para que pudiera ser facilmente implementada en la
mayoria de los laboratorios clinicos, como es la PCR convencional cuantitativa(137).
Analizaron en total 237 casos con diagnostico de WM y otros desdrdenes
linfoproliferativos B entre los que incluian 104 pacientes de WM y 20 pacientes con
SMZL. Segun el diagnostico, la muestra tumoral se tom¢ de distinta procedencia, de
forma que para MW y MGUS se uso celularidad selecionada de médula 6sea y para
SMZL, se tomaron células de sangre periférica o de médula 6sea. Los resultados
requirieron posterior confirmacién por secuenciaciéon Sanger. En consonancia con
estudios previos, la frecuencia de la mutacién fue mas alta en WM, pues se hallé en
97 de 104 WM y finalmente en 2 de los 20 SMZL estudiados (10%).

El siguiente estudio, fue llevado a cabo en el mismo afio por Poulain y
colaboradores en el cual analizan el ex6n 5 y la mutacion MYD88 L265P en los

pacientes con diagnostico de WM, y se encontré que la mutacién es adquirida en el
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79% de los casos(138). En este estudio, se revisan una serie de 67 pacientes con
diagnostico MW y, junto a estos, otros procesos B linfoproliferativos entre los que
se hallaron 16 pacientes con MZL. Se sirvieron de PCR como método para el analisis.
Para MW se tomaron muestras de médula 6sea de pacientes no tratados y los
criterios diagndsticos que se tuvieron en cuenta fueron los siguientes: a) infiltracién
de médula 6sea por LPL b) cualquier nivel de paraproteina IgM c) exclusion de otros
linfomas B de bajo grado. Para el resto de los diagnésticos no se comentan criterios
ni tipo de muestra usada. La frecuencia de la mutacion fue de 53 pacientes (79%)
para MW. Igualmente se observé mutacién en 1 de 2 casos de IgM MGUS y en un
caso de no-IgM LPL. En este estudio se analizaron por PCR 16 muestras de MZL de
las cuales sélo una es positiva para la mutacién. Sin embargo, no se comenta de
donde proceden las muestras o los criterios que se usaron para el diagnostico de
MZL.

Posteriormente Gachard y colaboradores con la idea de estudiar una posible
relacion entre el origen celular de MZL y MW/LPL mediante analisis de IGHV,
examinan la presencia de MYD88 L265P, describiendo igualmente caracteristicas
clinicas e histopatolégicas asociadas a esta(139). En un estudio retrospectivo de 118
casos, se hallé la mutacién en 2/53 (4%) SMZL, 0/11 (0%) NMZL, 2/28 (7%) MALT
y 18/27 (67%) MW/LPL. Las muestras usadas fueron bazo, ganglio linfatico, tejido
linfoide asociado a mucosas y médula dsea y la técnica empleada para informar del
estatus de MYD88 L265P fue amplificacion del exon 5 del gen MYD88 y la posterior

secuenciacion directa.

De nuevo en 2013, Jiménez C y colaboradores estudian mediante PCR una
serie de desordenes linfoproliferativos B, incluyendo MW con el fin de analizar la
especificidad de la mutacion de MYD88 L265P en MW(140). De forma similar a otros
estudios, junto a 117 WM estudiaron 273 procesos B linfoproliferativos, entre los
que se encontraban 14 SMZL. Las muestras procedian de médula 6sea o ganglios
linfaticos. Los resultados que obtuvieron fueron los siguientes: la mutacion estuvo
presente en 101/ 117 (86%) MW, 27/31 (87%) IgM-MGUS, 3/14 (21%) SMZL y
9/48 (19%) ABC-DLBCL.

Finalmente, Varettoni y colaboradores, publican un articulo cuyo objetivo es
estudiar la prevalencia, el significado clinico de la mutacién, las caracteristicas
histolégicas y el riesgo de progresion asociado a mutacion, en WM y en una serie de
desdrdenes linfoproliferativos B relacionados(141). Se realiz6 a través de PCR y

posterior confirmacidn a través de secuenciacion por Sanger. En total se estudiaron
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58 pacientes con MW, 77 con IgM-MGUS, 84 con SMZL y 52 con procesos
linfoproliferativo cronicos de célula B. WM y IgM-MGUS fueron diagnosticados sobre
las muestras de la médula 6sea, mientras que los SMZL fueron diagnosticados en
muestras de esplenectomias en 20 pacientes y en aspirados de médula Osea
pareados con citometria de flujo en 64 pacientes. 52 pacientes fueron
diagnosticados de procesos linfoproliferativos crénicos B en ausencia de
alteraciones fenotipicas o genéticas especificas. Los resultados fueron los siguientes:
la mutacidn se detect6 en 58/58 (100%) pacientes con MW, 36/77 (47%) pacientes
con IgM-MGUS, en 5/84 (6%) pacientes con SMZL y en 3/52 (6%) de procesos

linfoproliferativos crénicos B.

En 2014, Hamadeh y colaboradores, publican un estudio en el que analizan
la mutacién en una amplia serie de casos con el fin de determinar si puede ser de
utilidad en el diagnéstico diferencial con otros procesos linfoproliferativos(142).
Para ello analizan 87 casos, entre ellos, linfoma linfoplamacitico extramedular,
linfoma esplénico de la zona marginal, linfomas B esplénicos inclasificables, CLL con
diferenciacién plasmacitica y NMZL con diferenciacién plasmacitica. De todos estos,
18 resultaron positivos para MYD88 L265P (21%), incluyendo 9/9 (100%) LPL con
caracteristicas clasicas, 5/12 LPL con -caracteristicas morfolégicas atipicas,
3/15(20%) NMZL con diferenciacion plasmacitica y 1 de 6 (17%) de linfomas
esplénicos inclasificables. El total de las muestras con diagnéstico de SMZL (19 de
las cuales presentaban diferenciacion plasmacitica) fueron negativos para la

mutacion.

En conclusion, estos resultados variables que han sido informados en torno
a la frecuencia de la mutacién MYD88 L265P en neoplasias linfoides pueden estar

relacionados con:

e El uso de distintos métodos de deteccién con diferentes sensibilidades, o
bien, el empleo de técnicas adicionales que permitan seleccionar la
poblacién celular tumoral a estudio.

o Diferencias en cuanto a porcentaje de células tumorales en las muestras
utilizadas. Este es variable segun se trate de aspirado de médula dsea,
sangre periférica, biopsia de ganglio linfatico o pieza de esplenectomia. En
las piezas de esplenectomia la celularidad tiende a ser mas representativa.

e La ausencia de tejido de confirmacion en algunos estudios que incluyen
secuenciacion.

e Estudios con un tamafio muestral pequefio.
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e Los criterios diagndsticos variables usados, sobre todo en linfomas B de
bajo grado con diferenciacion plasmacitica no-LPL. Asi el sobrediagndstico
de LPL, el cual resultaria en una pequefia proporcién de casos de linfoma B

de célula pequefia mutados y a la inversa.

En nuestro estudio, usando un método de analisis con sensibilidad del 0,1 %
y con muestras mayoritariamente procedentes de piezas de esplenectomia,
detectamos la mutacion MYD88 L265P en un 14,8 % de linfomas esplénicos de la

zona marginal y en un 70,4 % de linfomas linfoplasmaciticos.

4.3. Caracteristicas clinicas

En todas las publicaciones se analizan caracteristicas clinicas de interés con

el fin de investigar una posible relacion entre éstas y la presencia de MYD88 L265P.

En el estudio de Treon del 2012, se describe que los casos mutados de
linfomas marginales tuvieron extensa infiltracion de médula 6sea, paraproteinemia
monoclonal IgM y mostraban ademas, caracteristicas clinicas que se solapaban con
WM(133).

Xu y colaboradores, en su estudio de 104 pacientes con diagnostico de MW y
20 con diagnostico de linfoma esplénico de la zona marginal, observaron que
aquellos pacientes con la mutacion MYD88 L265P presentaron una media de
afectacion de médula 6sea superior (p=0,01) y unos niveles de IgM séricos mayores
(p=0,05) que los nativos(137).

Por otra parte, Poulain y colaboradores, en el 2013, en su estudio de 67
pacientes con MW observaron que en los casos nativos para la mutaciéon de MYD88
L265P en MW habia una predominancia del sexo femenino (p=0,004),
esplenomegalia(p=0,015), ganancia en el cromosoma 3 (p=0,006) y expresion de
CD27 (p=0,0001)(138).

Gachard y colaboradores, en su serie de 123 pacientes con diagnostico de
MW y MZL, concluyeron que todos aquellos que fueron positivos para la mutacién
presentaron un pico de IgM en sangre y que todos con excepcién de un linfoma

MALT, mostraron extensa infiltracién de médula 6sea(139).

Por otra parte, Jiménez y colaboradores, en su estudio de 117 pacientes con

MW y 273 con diagnéstico de otros linfomas B, entre los que se incluian 14 linfomas
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esplénicos de la zona marginal, concluyen que el fenotipo nativo se asocia a
componente M mas bajo (p=0,022), mayor linfocitosis (p=0,006), mayor nivel de
LDH(p=0,002) y fenotipo atipico CD23-, CD27+, FMC7+ (p=0,08; p=0,015), menor
hipermutacién somatica (p=0,012) y menor seleccion IGHV3.23 (p=0,014)(140).

Enelafio 2013, Varettoni y colaboradores, en la serie de pacientes estudiados
con muestras de sangre periférica y médula dsea, con diagnésticos de MW, MGUS,
SMZL y procesos linfoproliferativos B no clasificados, observaron que la mutacién
en MGUS se asociaba a mayor carga tumoral, a mayor proteinuria de Bences Jones
en el momento del diagnéstico (p=0,002) y a unos mayores niveles de IgM
(p<0,0001). En concreto en los SMZL, se vio que la presencia de paraproteina IgM
era mas frecuente en los pacientes con mutacion 4/5 (80%), en comparacion con los
pacientes nativos, 14/72 (19%). Las otras caracteristicas clinicas fueron similares

en pacientes con o sin mutaciéon(141).

En 2014, Treon y colaboradores, en un estudio realizado a través de
secuenciacion genética masiva revelaron la presencia de la mutacién somatica
CXCR4 en MW, demostrando que la existencia de mutaciones activadoras de MYD88
asi como las de CXCR4 son comunes en MW(181). CXCR4-NS estan presentes en
casos agresivos, de esta forma se observan niveles mas altos de carga tumoral de
médula 6sea, niveles mas altos de IgM sérica y mas probabilidad de enfermedad
sintomatica por lo que requieren terapia (incluidos aquellos que presentaban
hiperviscosidad). En dicho estudio, se analiz6 el estado mutacional de MYD88 L265P
y CXCR4 en una serie de 175 pacientes con diagnostico de MW y sin tratamiento. Se
observo que aquellos pacientes con MYD88 nativo presentaron una edad mas
elevada (p=0,01) y tuvieron menos afectaciéon de médula ésea, con independencia
del estatus mutacional de CXCR4 (p=0,03). I[gualmente por andlisis multivariante,
un alto porcentaje de los pacientes con MYD88 L265P nativo (72%) presentaron
unos niveles de betaZ-microglobulina mayores de 3.0 mg/L con respecto a los
demas (p=0,003). Los pacientes con el subtipo nativo también presentaron
diferencias en cuanto a linfocitos absolutos y contaje de plaquetas, pero estas
diferencias no fueron clinicamente significativas. Ademas, pacientes con linfomas
con mutacion de MYD88 L265P y CXCR4 presentaron menor incidencia de
adenopatias que aquellos que so6lo tuvieron la mutaciéon de MYD88L265P (p<0,01).

Enel 2015, Hamadeh y colaboradores, concluyeron que la presencia de MYD88

L265P estuvo asociada a paraproteina IgM (p<0,001) y a infiltracién de médula 6sea
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(p=0,09), pero no encontraron asociacién con la edad, el género o con la restriccion

de cadenas ligeras(142).

En el 2017, Varettoni y colaboradores publican un estudio donde analizan la
presencia de mutacién MYD88 L265P mediante PCR en 130 MW y 130 MGUS y
observan que aquellos pacientes con linfomas nativos para la mutacién presentaban
menor infiltracion de médula d6sea (p=0,01) y mayor frecuencia de afectacién
extramedular (p=0,001) comparados con aquellos pacientes portadores de la

mutacién(153).

Con respecto a las variables clinicas analizadas en nuestro estudio,
encontramos de forma general, diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos mutado y nativo en cuanto a la presencia de paraproteina del tipo IgM, los
niveles de leucocitos, el ECOG inicial y el sexo. De tal forma, se observé que el estado
mutado se asocia con mas frecuencia al sexo masculino (p=0,013), a ECOG mas bajo
(p=0,044), a cifras de leucocitos mas elevadas (p=0,048) y a niveles de paraproteina
IgM mas altos (p=0,018).

Separados por categorias diagnosticas, en el grupo de linfomas de la zona
marginal esplénicos, se observaron diferencias estadisticamente significativas con
respecto a ECOG, leucocitos, linfocitos y paraproteina IgM. De igual forma, el estado
mutado se asocié con ECOG mas bajo (p=0,021), cifras de leucocitos y de linfocitos
mas elevadas (p=0,004; p=0,034) y niveles de paraproteina IgM mas elevados
(p=0,033).

En el grupo con diagndstico de linfoma linfoplasmacitico, se observaron solo
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al ECOG, mas elevado en el

grupo de los mutados (p=0,042).

Con respecto a la paraproteina IgM, nuestros hallazgos son coincidentes con
la literatura, se encuentra de forma constante una asociacién importante entre IgM
y mutacion MYD88 L265P.

Con respecto al sexo, tan solo el estudio correspondiente a Poulain encontré
hallazgos similares a los nuestros, pues detectd que el sexo femenino estuvo ligado

a la ausencia de mutacion(138).

En relacidn a los niveles de leucocitosis y linfocitosis, son varios los estudios

que afirman que niveles altos se asocian a mutacién.
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Por ultimo, la variable clinica ECOG inicial, también mostré diferencias
significativas. La escala ECOG es una escala cuya funcién es medir la calidad de vida
del paciente oncolégico (“performance status”). Los valores se sitian entre el 0 y el
5: 0 cuando el paciente se encuentra totalmente asintomatico y es capaz de realizar

las actividades y trabajos de su vida diaria y 5 cuando fallece el paciente.

Nuestro estudio encuentra diferencias estadisticamente significativas en el
ECOG entre ambos grupos mutados y nativos, dentro de los distintos grupos
diagnosticos, asocidndose un ECOG mas elevado de forma general en los nativos.
Esto es asi igualmente, cuando se analizan por separado los linfomas de la zona
marginal esplénicos, sin embargo, en el grupo de los linfomas linfoplasmaciticos se
invierte la relaciéon, siendo la escala ligeramente mas elevada en el grupo de los
mutados. No hay mucho en la literatura publicado acerca de mutacion MYD88 L265P
y ECOG. Tan solo el grupo de Jiménez y colaboradores, estudié la escala ECOG entre
las variables clinicas, y no encontr6 diferencias significativas entre mutados y

nativos en una serie amplia de MW y MGUS(140).

4.4. Caracteristicas histologicas

La mayoria de los estudios publicados hasta la fecha, se limitan a analizar las
variables clinicas y biol6gicas mas importantes. Tan solo dos estudios comentan
algo acerca de las diferencias histologicas entre mutados y nativos. Aun asi, en
cuanto a linfomas de la zona marginal no hay mucho estudiado. Las caracteristicas

de los MZL portadores de la mutacién aiin quedan pendientes de describir.

Varettoni y colaboradores describieron en una serie amplia de SMZL las
caracteristicas de éstos cuando mostraban la mutaciéon(141). Estudiaron por
morfologia e inmunofenotipo las biopsias de médula 6sea y las piezas de
esplenectomia y encontraron solapamiento de estas tuvieran o no la mutacion,
incluso a pesar de que la diferenciacion plasmacitica fuera observada algo mas
frecuentemente en el primer grupo. En la médula dsea el patron de infiltracion
hallado en SMZL fue nodular e intrasinusoidal mientras que en WM fue intersticial.
Concluyeron que los hallazgos en biopsias de médula 6sea y bazo eran similares con
o sin mutacion y que se observaba mas grado de diferenciacién plasmacitica en los

casos mutados. No fue estudiada la restriccidon de cadenas ligeras.

En el estudio posterior de Hamadeh y colaboradores, analizaron 44 piezas de
esplenectomia con diagnostico de SMZL bien definido pero no encontraron

evidencia de mutacion MYD88 L265P en ninguno de ellos(142). Concluyeron que
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esta mutacion era rara incluso en aquellos casos con diferenciacién plasmacitica y

paraproteinemia IgM.

En nuestro estudio, examinamos de forma especifica las caracteristicas
histologicas e inmunofenotipicas de los bazos de pacientes con mutacion MYD88
L265P. De acuerdo con el estudio de Varettoni, la morfologia del bazo hallada en los
casos de nuestro estudio, tanto positivos como negativos para la mutacion, fue
similar, con la Unica excepcion de que la diferenciacion plasmacitica fue algo mas

frecuente en los casos mutados (69%).

Las caracteristicas histologicas que mostraron los bazos con mutacién de

MYD88 L265P y diagnostico de SMZL fueron las que exponemos a continuacion:

El patrén de infiltracién neoplasico fue micronodular. Se observé afectacion
de pulpa blanca (colonizacién de foliculos linfoides). Muchos de los nédulos
neopldasicos presentaban reemplazamiento de la zona del manto y diferenciacién de
la zona marginal. La citologia era polimorfa, se encontraban linfocitos de pequefio
tamafio, algunos blastos y células con diferenciaciéon plasmocitoide. En algunos
casos se encontraron granulomas y/o acumulos de histiocitos epitelioides, que se
localizaban en periferia de los nddulos neoplasicos o en la zona central. Por lo que
respecta a pulpa roja, se observo infiltraciéon de esta, frecuentemente con patrén
micronodular y focalmente difusa, con sinusoides ensanchados. El estudio IHQ
demostro un perfil inmunofenotipico homogéneo: CD20+, CD3-, CD5-, BCL2+, CD10-
,CD23-, BCL6-, Ciclina D1-. El indice proliferativo Ki67 demostro patrén en diana de

forma mas o menos constante en todos los casos.

Nuestro estudio demuestra que casos con histologia tipica de SMZL pueden
ser positivos para la mutacion MYD88 L265P. Estas caracteristicas histolégicas
incluyen un patrén micronodular bien definido en pulpa blanca y una prominente

diferenciacién de la zona marginal, lo que apoya aiin mas el diagnéstico.

Igualmente analizamos las caracteristicas de los casos diagnosticados de LPL

y positivos para la mutaciéon MYD88 L265P.

Las caracteristicas morfoldgicas de LPL infiltrando bazo se encuentran
pobremente documentadas e ilustradas en la literatura revisada. Sin embargo, en el
ganglio linfatico se encuentran descritas y las caracteristicas morfoldgicas que
favorecen el diagnéstico de linfoma linfoplasmacitico sobre linfoma marginal

ganglionar son las siguientes: proliferaciéon atipica de células pequefias con
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linfocitos monodtonos; regresion de los foliculos; depésitos prominentes de
hemosiderina; linfaticos y senos dilatados e incremento en el numero de

mastocitos(5).
En nuestro estudio, se observaron en bazo las siguientes caracteristicas:

Patron de crecimiento vagamente nodular o difuso con afectacidon
predominante en pulpa roja. Regresion de foliculos con escasa presencia de pulpa
blanca. Infiltrado vagamente nodular de predominio en pulpa roja, que se distribuye
de forma homogénea por ésta y que frecuentemente presenta localizacién
periarteriolar. Celularidad monétona constituida por linfocitos de pequefio tamafo
y numerosas células plasmaticas y células con diferenciaciéon plasmocitoide.

Depositos de hemosiderina. No se identificaron mastocitos.

4.5. Supervivencia y factor de progresion

Son varias las publicaciones que estudian la mutaciéon MYD88 L265P en

relacion con la supervivencia y con el riesgo de progresion de la enfermedad.

En el 2013, Varettoni y colaboradores subrayan que la mutacion MYD88
L265P se encuentra asociada a mayor carga tumoral y a mayor riesgo de progresion
de MW a otro proceso linfoproliferativo B (aprox. 1,5% por afo), siendo la
concentracion inicial de IgM monoclonal sérica el principal predictor de

progresion(141).

Jiménez y colaboradores, en el 2013, estudian en su cohorte de 117 MW y
273 procesos linfoproliferativos B, la respuesta al tratamiento, la supervivencia
global y la supervivencia libre de progresidn, sin encontrar diferencias significativas

entre los grupos mutados y nativos(140).

En el estudio llevado a cabo por Treon en el 2014, en el que identifica la
mutacién CXCR4 con elevada frecuencia en MW, se muestra que el riesgo de muerte,
no estuvo asociado a la presencia de mutacion CXCR4, pero si estuvo condicionado
por el estatus de MYD88 L265P nativo (p=0,0018)(181). Los pacientes con MYD88
nativo mostraron una mortalidad mas alta (38%) frente a los pacientes con
mutacion de MYD88 L265P (6%) durante el periodo medio de seguimiento de 23,45
meses. Las diferencias en la curva de supervivencia basandose en el estado

mutacional de MYD88 y CXCR4 fueron significativas (p<0,0001), con la mortalidad
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mas alta observada en el grupo nativo para MYD88 L265P y CXCR4 (5/15; 30%). Las
tasas mas bajas de mortalidad fueron observadas en pacientes con mutacién de

MYD88 L265P.

En octubre de 2017, en un estudio realizado en una larga cohorte de
pacientes con WM, el estatus de MYD88 fue analizado para estudiar especificamente
el impacto del estado de MYD88 L265P en el curso clinico de la enfermedad(135).
De 557 pacientes estudiados, el estado de MYD88 se obtuvo en 219 pacientes, y de
estos, 174 (79%) fueron positivos para la mutacion y 45 (21%) fueron negativos. El
tiempo medio de seguimiento fue de 7 afios. El tiempo entre el tratamiento inicial y
el siguiente régimen fue similar para ambos grupos. En este estudio se observé que
la frecuencia de transformacioén a linfoma de alto grado o al desarrollo de sindrome
mielodisplasico relacionado con terapia fue mas alto en la cohorte del grupo de los
MYDS88 nativo (16% versus 4% en el grupo de los mutados, p=0,009). Todos los
pacientes que tuvieron transformacién a linfoma de alto grado o desarrollaron
sindrome mielodisplasico posterior a la terapia habian recibido previamente

tratamiento con analogos de nucledsidos o agentes alquilantes.

A principios de 2018, otro estudio publicado por Treon, en una serie de 64
casos con diagndstico de MW y tiempo de seguimiento medio de 74 meses, se
observo que la supervivencia estimada en 10 afios fue del 73% en los nativos versus
del 90% para los mutados (p<0,001)(182). El analisis multivariante demostr6 que
el estado mutacional MYD88 fue un determinante significativo para la supervivencia
media (p<0,001).

El hecho de que el estado nativo se asocie predominantemente a peor
pronostico ha intentado ser explicado en algunos estudios(183). Algunos postulan
que se debe a la presencia de otras mutaciones que le confieren mal prondstico,
como es el caso de las mutaciones en MLLZ en los pacientes nativos para MYD88
L265P(184). Las mutaciones en MLLZ se han hallado frecuentemente en los linfomas
foliculares (89%) y en linfomas no-Hodgkin agresivos, como el linfoma B difuso de
célula grande (32%)(133).

Por el contrario, en el afio 2017, Varettoni y colaboradores concluyen en su
estudio sobre el patron de mutaciones somaticas en MW mediante secuenciacion,
que ninguno de los pacientes con MYD88 L265P nativo, tuvieron mutacién adicional

en otros genes estudiados(153).
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De cualquier forma, se subraya la urgencia de entender la patogénesis de los
casos con MYD88 L265P nativo asi como la necesidad de desarrollar dianas

terapéuticas y tratamientos mas efectivos para este subgrupo.

En nuestro estudio, de forma concordante con parte de la literatura revisada,

el estado nativo se asocia a peor supervivencia.

5. MYD88 L265P en el diagndstico de linfomas

El fenotipo de las células linfoplasmaciticas del LPL/MW sugiere que el clon
inicial es una célula B de origen post-centro germinal capaz de diferenciarse
espontaneamente hacia célula plasmatica in vitro (Figura 16). Algo que es
firmemente apoyado por los resultados del andlisis de la naturaleza y distribucién
de las mutaciones somaticas, en las cadenas pesadas y ligeras de las regiones
variables, realizadas en pacientes con LPL/MW. Los analisis moleculares de LPL e
IgMGUS han demostrado la presencia de hipermutacion somatica extensa en el gen
de la IgH. Estos datos indican que la neoplasia se origina de una célula B de memoria
I[gM+y /o IgM+IgD+. Normalmente las células B de memoria IgM+ se localizan en
médula dsea, donde maduran hacia células secretoras de IgM. Por lo tanto, la
neoplasia deriva de una célula B de memoria positiva, cuya contrapartida normal se
localiza en médula ésea para madurar hacia célula plasmatica secretora de
IgM(122)(185).

En todos los articulos publicados, al igual que en nuestro estudio, se
demuestra una relacién estadisticamente significativa entre la mutacion MYD88
L265P y la secrecion de paraproteina monoclonal IgM. La paraproteina IgM, se
relaciona con linfomas B de bajo grado con extenso componente de células

plasmaticas o linfocitos con diferenciacion plasmocitoide.

Se define por diferenciacién plasmocitoide/plasmacitica a la presencia de
células linfoplasmocitoides o células plasmaticas que expresan el mismo tipo de Ig
que los linfocitos tumorales. Las células linfoplasmocitoides se distinguen por no
tener prominentes cuerpos de Golgi y su citoplasma es menos baséfilo y menos

abundante que el de las células plasmaticas(186).

En muchas ocasiones el desarrollo de un linfoma representa un bloqueo
completo en la secuencia de maduracion normal del linfocito, siendo este bloqueo

incompleto en otra proporcion variable de linfomas. Asi, la diferenciacion
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plasmacitica es variable seguin el tipo de linfoma, oscilando entre aquellos en los
cuales esta diferenciacion es lo esperable y otros en los que es un evento infrecuente,
variando desde minima y solamente reconocible con la ayuda de técnicas
inmunohistoquimicas, a muy extensa, casi sin componente linfoide. Pero la
diferenciacién plasmacitica no define ninguin tipo especifico de linfoma B. La
categorizacion en un subtipo de linfoma deberia estar basada en las células linfoides
mas especificas que haya presentes, teniendo en cuenta su morfologia, fenotipo y
caracteristicas citogenéticas y moleculares asi como en los datos clinicos
disponibles. Esto queda lejos de la practica cuando se trata de linfomas
linfoplasmaciticos ya que el diagndstico del LPL/WM, siguiendo la actual
clasificacion de la WHO, se define como LPL a una neoplasia de linfocitos B
pequefios, linfocitos plasmocitoides y células plasmaticas que afectan a la médula y
a veces ganglios linfaticos y bazo, que no cumple con todos los criterios para el
diagnostico de otra neoplasia B linfoide de células pequefias que también pueda
tener diferenciacion plasmacitica. Por tanto, la organizacién mundial de la salud
recomienda que el diagnéstico de LPL se haga tras la exclusion de otros linfomas B
de célula pequefia de bajo grado con diferenciacion plasmacitica/plasmocitoide.
Esta definicion de exclusion y ligada a la diferenciacidon plasmacitica unido a que la
mayoria de los LPL carecen de expresion de un inmunofenotipo especifico, como es
habitual en el resto de neoplasias linfoides B, hacen que el diagnostico especifico de
LPL no sea siempre facil. Cuando esto no es posible, es necesario recurrir al
impreciso término de “Linfoma B de células pequefias con diferenciacion
plasmacitica ”. En este contexto, parece ser que el uso del analisis de la mutacién
podria ser de gran ayuda para redefinir los criterios utiles para el reconocimiento
de LPL(187).
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Figura 16. Esquema del origen celular de los linfomas como contrapartida maligna de
los estadios especificos de la maduracién linfocitaria. Imagen tomada de “Lymphomas
essentials for clinicians” ESMO(188).

El origen de la célula de los linfomas marginales es un poco confuso y no se
encuentra bien definido. En los linfomas marginales esplénicos se sabe que una gran
proporcién de las células tumorales son linfocitos pequefios IgD positivos, en los
cuales la diferenciacion de la zona marginal es producida sélo por el microambiente
provisto por la zona marginal esplénica normal(122). De hecho, se encuentra
descrita la presencia de un componente de zona marginal en otros subtipos de
linfoma B de bajo grado, cuando estos afectan a bazo, lo que apoya la posibilidad de
que las células tumorales puedan modular su morfologia de acuerdo a las
condiciones ambientales locales(189)(190). En este sentido, la presencia de
mutaciones somadticas en genes implicados en el desarrollo de la zona marginal
normal, como NOTCHZ, apoya la relacién entre células neoplasicas y zona marginal
normal. Por otra parte la baja carga de mutaciones de genes IgVH en linfomas
esplénicos de la zona marginal no ayuda a establecer una relaciéon préxima a las
células B de la zona marginal normal, que tipicamente, tienen gran cantidad de
mutaciones en genes IgVH tras haber pasado por el centro germinal. Estos hallazgos
sugieren la existencia de una subpoblacion de células B pequefias, localizadas en los
foliculos linfoides primarios del bazo con potencial capacidad para diferenciaciéon
hacia células B de la zona marginal en un adecuado ambiente y para adquirir
mutaciones somaticas tras la exposicién a antigenos presentes en el centro germinal
(Figura 15).
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Con respecto a los linfomas de la zona marginal, la problematica en el
diagnostico es menos marcada que en el linfoma linfoplasmacitico, ya que muestran
determinadas caracteristicas morfologicas o clinicas que tomadas en conjunto,
pueden ayudar en el diagndstico. Pero igualmente surgen dificultades,
particularmente cuando se presenta con diferenciacion plasmacitica o en ausencia
de hallazgos moleculares caracteristicos. Por esta razén la busqueda de nuevos
marcadores a través de estudios mutacionales puede ser de gran utilidad, incluso
siendo muchas de las mutaciones poco comunes y presentes tan solo en una minoria
de los casos(187).

El linfoma de la zona marginal ganglionar muestra dificultades porque su
patréon de crecimiento y su apariencia histologica es variable y en ausencia de un
fenotipo especifico, es a veces usado como cajén de sastre para los linfomas B de
bajo grado que de otra forma son inclasificables. A pesar de que la expresion de
IRTA1 hasido descrita para servir de ayuda en identificar los linfomas ganglionares,
este anticuerpo no estd disponible comercialmente. Solo el anticuerpo MNDA
constituye una ayuda potencial en este diagnostico diferencial. El diagnostico
diferencial para los linfomas marginales ganglionares incluye todos los linfomas de
célula pequefia. La distincién entre linfoma de la zona marginal ganglionar con
diferenciacién plasmacitica e IgM+ del linfoma linfoplasmacitico puede ser
particularmente dificil. Por esto, la ausencia de mutacién MYD88 L265P en la
mayoria de los casos descritos en la literatura y de forma coincidente en nuestro

estudio, ayuda a hacer el diagnostico correcto(187).

El linfoma marginal extraganglionar asociado a mucosas, debido a las
diferencias en comportamiento clinico y en el manejo terapéutico, requiere ser
distinguido de otros linfomas B de bajo grado que puedan infiltrar tejidos
extraganglionares. Igualmente este puede presentarse con diferenciaciéon
plasmacitica y el diagnéstico diferencial con linfoma linfoplasmacitico deberia ser
establecido. A veces, en etapas tempranas, se observa el patrén arquitectural
caracteristico de las células neoplasicas infiltrando la zona marginal en torno a los
foliculos y se aprecia la citologia tipica de células B de la zona marginal. En caso de
que no sea tan evidente el estudio morfolégico, puede ser de utilidad apoyarse en el
contexto clinico, ya que la presencia de médula 6sea con infiltracién o de
paraproteina en suero va a favor de LPL. En el caso de los linfomas marginales
extraganglionares asociados a mucosas, aunque no en nuestro estudio, se ha

descrito la presencia de mutacién de MYD88 L265P en una pequefia proporcion de

129



MUTACION MYD88 L265P EN LINFOMAS B DE LA ZONA MARGINAL

casos, por lo que aunque esta orienta en el diagndstico de exclusién de MALT, habria

que tomar esta informacion con cautela(187).

El diagndstico de linfoma esplénico de la zona marginal presenta desafios,
particularmente cuando se hace sin el examen morfoldgico del bazo, ya que es ahi
donde se evidencia el patrén micronodular con reemplazamiento de los foliculos de
la pulpa blanca esplénica y la presencia de la caracteristica diferenciaciéon de la zona
marginal, que es lo que define a los linfomas esplénicos de la zona marginal. En las
ultimas décadas este hecho empieza a ser mas frecuente ya que la esplenectomia no
se contempla como primera opcién terapéutica. Por tanto, el diagndstico debe
establecerse en la medida de lo posible basandose en el examen morfolédgico de la

sangre periférica y en el aspirado y biopsia de médula 6sea(187).

Uno de los mayores problemas que se presenta es el hecho de que algunos
linfomas esplénicos marginales tienen diferenciacion plasmacitica con paraproteina
IgM sugiriendo la posibilidad de linfoma linfoplasmacitico. La presencia de citologia
tipica bifasica y el patréon de infiltracion intrasinuoidal en médula 6sea pueden
ayudar en hacer el diagndstico correcto. Por otra parte, los pacientes con SMZL
aunque muestren secrecién de paraproteina monoclonal raramente tienen tan
elevados los niveles de IgM en sangre como para provocar sintomas de

hiperviscosidad caracteristicos de LPL, como hemos observado en nuestro estudio.

Aun asi, en ocasiones, establecer el diagnostico diferencial entre LPL y MZL
no parece tan evidente. En estos casos la ausencia de mutacion en MYD88 puede ser
de mucha ayuda, pero como hemos demostrado en nuestro estudio una pequeina
proporcidn de hasta el 14% de los linfomas marginales esplénicos muestran tener
la mutacion de MYD88 L265P y ademas estos, con mas tendencia a tener
diferenciacién plasmacitica y paraproteina IgM. Por tanto, la presencia de mutacién

en esta situacion orientaria hacia LPL, pero debe ser tomada con cautela.

En resumen, la identificacion de la mutacion MYD88 L265P es una
herramienta util que puede ser usada de forma rutinaria en el reconocimiento de
LPL. No obstante hay que tener en cuenta que algunos casos con mutacion en el gen

MYD88 no cumplen criterios diagndsticos para LPL.
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CONCLUSIONES

La mutacion MYD88 L265P es una herramienta util en el diagndstico
diferencial de los linfomas B de célula pequena. Cuando aparece en el
contexto de una neoplasia con diferenciaciéon plasmacitica y componente
sérico monoclonal, permite reconocer linfomas linfoplasmaciticos.

La mutacion MYD88 L265P se encuentra presente en los linfomas
linfoplasmaciticos con una frecuencia muy elevada (>70%). Igualmente,
aunque en menor proporciéon, se encuentra en los linfomas de la zona
marginal esplénicos (14%). No se ha hallado la mutacién en linfomas de la
zona marginal ganglionar ni en linfomas marginales extraganglionares del
tejido linfoide asociado a mucosa.

La mutaciéon MYD88 L265P, de forma general, presenta asociacion con sexo
masculino asi como con niveles elevados de leucocitos y paraproteina IgM en
sangre periférica. En linfomas de la zona marginal esplénicos se asocia a
niveles mas elevados de leucocitos, linfocitos y paraproteina IgM en sangre
periférica.

Las caracteristicas morfoldgicas en linfomas esplénicos de la zona marginal
cony sin mutacion MYD88 L265P son similares.

Con respecto a la relevancia de la mutaciéon MYD88 L265P, la escala ECOG,
que valora la calidad de vida del paciente, muestra valores mas elevados
(peor calidad) en aquellos pacientes con mutaciéon MYD88 L265P. Por otra
parte, el estado mutacional MYD88 L265P confiere una mejor supervivencia

con respecto al estado nativo.
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Izquierda. Patron arquitectural LPL. Derecha. Celularidad mondétona LPL

Hallazgos histoldgicos de un linfoma linfoplasmacitico en bazo, positivo para
mutacion de MYD88 L265P. Superior izquierda. Patrén de infiltracion vagamente
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de hemosiderina.
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Inferior derecha. Expresion de IgM.

Esquema del origen celular de los linfomas como contrapartida maligna de los
estadios especificos de la maduracién linfocitaria. Imagen tomada de
“Lymphomas essentials for clinicians” ESMO(183).
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Abstract: MYDS88 L265P is a somatic mutation that has been
identified in about 90% of Waldenstrom macroglobulinemia/
lymphoplasmacytic lymphomas (LPLs). It has also been de-
tected in a subset of marginal zone lymphoma (MZL) cases, but
the frequency and clinical and histologic features of these mu-
tated MZL cases has only been partially characterized. We have
developed a customized TaqMan allele-specific polymerase
chain reaction for sensitive detection of this mutation in paraf-
fin-embedded tissue. We analyzed samples from 19 patients with
LPL, 88 patients with splenic marginal zone lymphoma
(SMZL), 8 patients with nodal marginal zone lymphoma
(NMZL), 21 patients with extranodal mucosa-associated lym-
phoid tissue (MALT), and 2 patients with B-cell lymphoma not
otherwise specified. By integrating mutational, histologic, and
clinical data, 5 cases were reclassified as LPL. After re-
classification, MYD88 L265P was detected in 13/86 (15%)
SMZL and in 19/24 LPL (79%) cases. The mutation was absent
from NMZL and MALT cases. A strong correlation was found
between the presence of an IgM monoclonal paraproteinemia
and the MYDS88 L265P mutation (P < 0.0001). SMZL cases
positive for MYDS88 L265P were also associated with mono-
clonal IgM paraproteinemia (4/13 cases; P < 0.0283), although
with less serum paraproteinemia. They also had a higher
frequency of plasmacytic differentiation (9/13) but with no
correlation between the presence of mutation and of light chain—
restricted plasma cells in tissue. Demonstration of the MYDS88
L265 mutation is a valuable tool for the diagnosis of LPL, al-
though some SMZL cases carrying the mutation do not fulfill
the diagnostic criteria for LPL.
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M arginal zone lymphoma (MZL) is a heterogenous
group of lymphoproliferative disorders that are
distinguished by the presence of marginal zone differ-
entiation upon histologic examination. Three main sub-
types are recognized in the World Health Organization
(WHO) classification: nodal marginal zone lymphoma
(NMZL), extranodal mucosa-associated lymphoid tissue
lymphoma (MALT), and splenic marginal zone lympho-
ma (SMZL).I-#

Their prevalence varies with subtype and geographic
localization, but they account for 3% to 7% of all non-
Hodgkin lymphomas in adults. The main histologic fea-
tures of these tumors are marginal zone cytology, germinal
center colonization, and a variable degree of plasmacytic
differentiation. All these features are also found to some
extent in lymphoplasmacytic lymphoma (LPL).*

Recently, whole-genome sequencing has identified a
recurrent targetable somatic mutation in the MYDSS8
gene consisting of a single nucleotide change (T > C) at
position 38182641 in chromosome 3p22.2 that results in
an amino acid change from leucine to proline (L265P). It
constitutively activates M YD88-dependent signaling in
the TLR pathway, leading to nuclear factor (NF-KB)
activation.>®

Initially described in ABC-subtype diffuse large B-
cell lymphoma (29%) and MALT lymphomas (9%), its
study has been extended to other B-cell lymphomas
(BCLs) using more sensitive methods.® The presence of
MYDS8S 1L265P has been particularly closely associated
with  Waldenstrém macroglobulinemia (WM)/LPL
(90%), and it has been correlated with plasmacytic dif-
ferentiation and monoclonal IgM paraproteinemia.’”?
Some reports have also described isolated MZL cases
carrying the M YD88 L265P mutation.!?

The aim of this study was to assess the frequency of
MYDSS8 (L265P) mutation in a series of low-grade BCLs,
to analyze the relationship between MYDS8S (L265P)
and clinical phenotype, and to characterize MZL cases

Am | Surg Pathol » Volume 39, Number 5, May 2015
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carrying this mutation. The essential issue investigated
was whether the presence of MY D88 L265P mutation was
a more specific marker of the difference between LPL and
MZL than morphology or immunophenotype. For this
purpose, we developed a competitive allele-specific Taq-
Man polymerase chain reaction (PCR) assay, which
provides a reliable and sensitive method for detecting the
mutation in formalin-fixed paraffin-embedded samples.
This enabled us to evaluate the presence of the mutation
in a large series of LPL, SMZL, NMZL, and MALT
lymphomas and investigate its associations with clinical
information and histologic features.

MATERIALS AND METHODS

Patients

A total of 117 MZL cases were studied, including a
series of 88 SMZL patients, 8 NMZL patients, and 21
extranodal MZLs of MALT. In addition, 19 LPLs and 2
BCLs not otherwise specified (BCL-NOS) were included
in the study. Diagnoses were made following the criteria
defined in the 2001-2008 WHO classification. All samples
were from initial diagnostic specimens, collected before
the patient received therapy. Analyzed SMZL samples
were all derived from splenectomy specimens. MALT
lymphoma diagnosis was made from tonsils, endome-
trium, gastric mucosa, salivary gland, large bowel mu-
cosa, orbit, lung, kidney, or thyroid. LPL was diagnosed
in samples from peripheral blood, lymph node, bone
marrow, or spleen. Immunohistochemical techniques
were performed in tissue microarrays. The Ethics Com-
mittee of the Hospital Universitario Marques de Valde-
cilla approved the project.

After the MYD88 L265P study, some MZLs were
reclassified as LPL if they met the following 3 criteria:
monoclonal IgM paraproteinemia, histologic evidence of
plasmacytic differentiation in the tumor, and positivity
for the MYD88 L265P mutation.

DNA Extraction

Genomic DNA was extracted from formalin-fixed
paraffin-embedded tissue blocks from diagnostic samples
by the phenol-chloroform method. The quantity and in-
tegrity of purified DNA was assessed by spectropho-
tometry (Bio-Tek, Bad Friedrichshall, Germany).

Cell Lines

OCI-Ly3 (DSMZ no.: ACC 761) (homozygous for
the mutation), OCI-Ly10, and HBL1 (both heterozygous
for the mutation) are diffuse large B-cell lymphoma cell
lines that were used as positive controls for the mutation.
A375 (ATCC; no: CRL-1619) and SM28 (ATCC no:
HTB-72) are melanoma cell lines identified as being
negative for the mutation by Sanger sequencing and used
as negative controls.

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

Development of PCR Assay for MYD88 L265P
Assessment

Quantitative detection of MYDS88 L265P mutation
was developed using a TagMan allele-specific custom
cast PCR assay 4476206 MYDS88 85940 mu and
MYDS88 85940 wt (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Mutated or wild-type sequences from samples were spe-
cifically amplified in competitive allele-specific PCR ac-
cording to the manufacturer’s instructions in the ABI 7900
HT Fast Real Time PCR system (Applied Biosystems). The
PCR reaction was performed in a 5-step protocol with the
following thermal cycling conditions: 10 minutes at 95°C (1
cycle); 15 seconds at 92°C and 1 minute at 58°C (5 cycles);
15 seconds at 92°C and 1 minute at 60°C (40 cycles). Each
sample was assayed in triplicate. In a final volume of 10 pL
100 ng of DNA was used. Three types of control were used:
homozygous, heterozygous, and wild type for the mutation.
The analytical sensitivity for detecting the mutation by this
method has a lower limit of 0.1%. To identify and quantify
mutations, PCR results were analyzed using SDS version
2.2 (Applied Biosystems) and Mutation Detector version
2.0 software (Applied Biosystems).

Confirmatory Sanger Sequencing

Sanger sequencing was used to confirm the PCR
results. The forward and reverse PCR primers were 5’ TT
GAAGACTGGGCTTGTCCC 3 and 5 GGTTGGTGT
AGTCGCAGACA 3, respectively. They were designed
to amplify a 167-bp fragment covering exon 5 (Sigma
Aldrich, St Louis, MO).

Statistical Analysis

Numerical variables were summarized as their me-
dian and range; categorical variables were described as
percentages of subjects in each category. Group differ-
ences between numerical variables were examined with
the nonparametric Mann-Whitney U test, whereas those
between categorical variables were investigated with the
2-tailed Fisher exact test, both calculated with GraphPad
Prism 5 (La Jolla, CA).

RESULTS

MYD88 L265P Mutation Status in Low-grade
Small BCLs

In our study, PCR identified the MYDS8S L265P so-
matic variant in cases with a previous diagnosis of LPL (14/
19), SMZL (15/88), NMZL (1/8), and in 2/2 BCL-NOS with
LPL features (Table 1). Sanger sequencing confirmed the
positive results found with PCR and was also used for cases
considered doubtful by PCR, confirming the presence of
MYDS8S mutations. Five cases initially diagnosed as SMZL,
BCL-NOS, and NMZL lymphomas were reclassified as
LPL, on account of the presence of the MYDS8S L265P
mutation, and after a review of the clinical and morphologic
data (Fig. 1; Tables 1 and 2). All reclassified cases showed an
IgM monoclonal serum component, varying between 5.1
and 24.0g/L, and histologic evidence of plasmacytic differ-
entiation, with monotypic plasma cells (Table 2). The final
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TABLE 1. Frequency of MYD88 L265P Mutation in Low-grade
BCLs

No. Cases MYDS8 1.265P
Initial diagnosis
NMZL 8 1
SMZL 88 15
MALT 21 0
LPL 19 14
BCL, NOS 2 2
Total of cases 138 32
Reviewed diagnosis
NMZL 7 0
SMZL 86 13
MALT 21 0
LPL 24 19
BCL, NOS 0 0
Total of cases 138 32

prevalence of the mutation in low-grade BCLs after the re-
viewed diagnosis was 15% (13/86) for SMZL and 79% (19/
24) for LPL, whereas no evidence of mutation was found in
NMZL and MALT lymphomas (Table 1).

Clinical Phenotype in Low-grade BCLs Positive
for the MYD88 (L265P) Mutation

Clinical features are summarized in Table 3. Male
patients were more likely to have a mutated M YDS8S L265P
genotype than female patients (P < 0.0211). Compared
with MYDS88-wt, those carrying MYD88 L265P more
commonly displayed IgM monoclonal paraproteinemia
(P < 0.0001), and levels of IgM were higher in 21/30 pa-
tients for whom data were available (70%), the range
varying between 3.0 and 11.9 g/L. In contrast, in wild-type
patients, an IgM monoclonal gammopathy was found in

the presence of plasmacytic differentiation with light-chain restriction in both lymphocytic and plasma cell component (case N5)
(hematoxylin and eosin). A and B, Micronodular pattern and plasmacytic differentiation. C, x immunostaining. D, A

immunostaining showing light-chain restriction.
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TABLE 2. Summary of Features of Reclassified Cases

Case Initial Light-chain Restriction by Revised Diagnostic Bone Marrow Serum IgM
No Diagnosis Plasma Cells Diagnosis Sample Splenomegaly Involvement Paraprotein (g/L)
1 NMZL A LPL LN Absent Present 24.0

2 BCL-NOS vs K LPL BM Absent Present 11.0

LPL

3 BCL-NOS K LPL BM Absent Present 10.3

4 SMZL K LPL SPLEEN Present Present 7.3

5 SMZL A LPL SPLEEN Present Present 5.1

BM indicates bone marrow; LN, lymph node.

only 14/78 patients (18%), and the levels found were lower,
varying between 3.7 and 6.6g/L. IgG or IgA monoclonal
paraproteinemia was much less frequent in those patients
with mutant or wild-type MYDS8S (Table 3).

Clinical Phenotype in MYD88 (L265P)-mutated
SMZLs

Histologic reevaluation of the cases revealed that
SMZLs were the only subtype of MZLs that carried the
MYDSS 1.265P somatic mutation. The clinical features of
these patients are reported in Table 4. The presence of IgM
paraproteinemia was more common in mutated cases (4/13,
31%) than in wild-type patients (6/60, 10%) (P < 0.05). The
IgM concentrations ranged between 7.1 and 25.3g/L. No
other differences were found in analytical or clinical features.

Histologic Findings and Plasmacytic
Differentiation in MYD88 (L265P)-mutated SMZLs
Histologic features of spleen sections were similar for
mutated MYDS8S (L265P) and wild-type cases. All cases
exhibited a micronodular pattern. Morphologic features of

plasmacytic differentiation (eccentric eosinophilic cyto-
plasm, prominent Golgi area, radial clumped chromatin)
were noted in 9/13 cases (69%), although they all lacked a
plasma cell neoplastic compartment. Immunohistochemical
study of ¥ and A light-chain restriction did not identify
light-chain restriction in the plasma cells found in the spleen
sections. There was a moderate association between the
plasmacytic morphology and the presence of serum mon-
oclonal paraproteinemia (5/13 cases, 38%). The histologic
features are shown in Figures 2 and 3, and the associations
between the presence of plasmacytic differentiation and the
monoclonal serum component are summarized in Table 5.
MYDS88-mutated SMZL cases did not differ in the
frequency of IgD and CD5 expression. Macroscopic and
microscopic features of these cases were similar to those of
the wt-M YD88 SMZL cases.

DISCUSSION
MYDSS L265P is a somatic mutation with a sig-
nificant role in lymphomagenesis as an important step in

TABLE 3. Clinical Features of Mutated and Wild-type Low-grade BCLs

Clinical Features MYD88 L265P Mutation (n = 32) MYDS88 L265P Wild Type (n = 98) P
Age, median (range) (y) 62 (32-98) 64 (4-82) NS
Sex (n [%])
Male 19/31 (61) 34/94 (37) 0.0211
Female 12/31 (39) 59/94 (63) 0.0211
HCYV infection (n [%)]) 0/11 (0) 3/26 (12) NS
HBYV infection (n [%]) 1/11 (9) 5/26 (19) NS
HIV infection (n [%]) 1/11 9) 0/26 (0) NS
Hemoglobin, median (range) (g/dL) 11.0 (6.6-15.9) 11.0 (6.1-15.7) NS
LDH median (range) (U/L) 473.4 (112-4233) 477.8 (23-2561) NS
B2 microglobulin, median (range) (mg/L) 3.7 (1.2-7.8) 3.9 (0.3-8.1) NS
Serum albumin, median (range) (g/dL) 3.6 (2.7-5.1) 3.8 (0.4-5) NS
Paraprotein
1eG
Range (g/L) NA-20.5 NA-22.6
n (%) 1/30 (3) 1/78 (1) NS
IgA
Range (g/L) NA-31 NA
n (%) 1/30 (3) 0/78 (0) NS
IgM
Range (g/L) 3.0-11.9 3.7-6.6
n (%) 21/30 (70) 14/78 (18) < 0.0001
Light-chain type (n [%])
K 8/9 (11) 3/4 (75) NS
A 1/9 (89) 1/4 (25) NS

NA indicates not applicable; NS, not significant.

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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TABLE 4. Clinical Features of Mutated and Wild-type SMZL

Clinical Features in SMZL MYDS88 L265P Mutation (n = 13) MYDS88 1.265P Wild Type (n = 73) P
Age, median (range) (y) 58 (32-98) 65 (25-82) NS
Sex (n [%])
Male 8/13 (62) 24/69 (35) NS
Female 5/13 (38) 45/69 (65) NS
HCYV infection (n [%]) 0/6 (0) 2/12 (17) NS
HBYV infection (n [%]) 0/6 (0) 0/12 (0) NS
HIV infection (n [%]) 0/6 (0) 0/12 (0) NS
Hemoglobin, median (range) (g/dL) 10.6 (7.4-12.6) 10.8 (7.1-14.6) NS
LDH, median (range) (U/L) 404 (252-559) 513 (23-2561) NS
B2 microglobulin, median (range) (mg/L) 4.3 (1.2-7.4) 4.3 (2.2-8.1) NS
Serum albumin, median (range) (g/dL) 3.5 (2.7-4.6) 3.7 (1.6-4.8) NS
Paraprotein
1gG
Range (g/L) NA-20.5 NA-22.6
n (%) 1/13 (8) 1/60 (2) NS
IgA
Range (g/L) NA NA
n (%) 0/13 (0) 0/60 (0) NS
IgM
Range (g/L) 7.1-25.3 492
n (%) 4/13 (31) 6/60 (10) 0.0283

NA indicates not applicable; NS, not significant.

the activation of NF-KB, following signaling from the Toll-
like receptor pathway. The presence of MYDSS (L265P)
mutation is emerging as a reliable marker for the diagnosis
of LPL/MW.%!0 and has also been found in half of patients
with IgM-monoclonal gammopathy of undetermined sig-
nificance. It has been demonstrated to be an independent
predictor of progression of IgM-monoclonal gammopathy
of undetermined significance to WM or to other lympho-
proliferative disorders.!%-11

The interface between LPL and other BCLs with
marginal zone differentiation is otherwise quite blurred.
The WHO classification recommends that LPL should be
diagnosed after exclusion of plasmacytic/plasmacytoid
variants of other BCLs.3 In this context, it seems that the
use of mutation analysis for detecting the MY D88 L265P
mutation could be of great help for refining the criteria
for the recognition of LPL.

We have examined the presence of the MYDS8S
(L265P) mutation in a large series of 115 patients with a
previous diagnosis of MZL and an addition 23 LPL cases
and 2 cases of BCL-NOS using a sensitive method. A
TagMan allele-specific assay PCR detected the mutation
with 0.01% sensitivity and was found to be valid for use
with paraffin-embedded samples. We also performed
Sanger sequencing to validate the positive results and to
confirm uncertain results.

The identification of the MYDS88 L265P mutation,
coupled with other morphologic and clinical features,
allowed us to reclassify some cases previously diagnosed
as nodal MZL, SMZL, or BCL-NOS. The reclassification
to LPL from other B-cell lymphoproliferative disorders
was done in those cases in which the mutation was as-
sociated with the presence of histologic features of plas-
macytic differentiation (plasma cells with light-chain
restriction) and was associated with the presence of in-

648 | www.ajsp.com

creased monoclonal paraproteinemia. After reclassifying
the diagnosis, we found a prevalence of 16% for SMZL
and of 78% for LPL, with the MYDS88 L265P mutation
being absent from NMZL and MALT lymphomas.

In our reclassified LPL patients, IgM paraprotein
values ranged from 5.1 to 24.0g/L. As previously re-
ported, the presence of a much higher level of serum IgM
favors the presence of LPL, although the concentration of
IgM by itself is insufficient for a diagnosis of LPL.!%14

The presence of MYDS88 L265P in SMZL has been
described previously. Treon et al” used Sanger sequencing
to detect 3 of 46 (7%) patients positive for M Y D88 L.265P
with a diagnosis of MZL (1 SMZL, 1 NMZL, and 1
MALT lymphoma), all of them with extensive bone
marrow involvement, monoclonal IgM paraproteinemia,
and clinical data that were also consistent with WM.
After using conventional and quantitative allele-specific
PCR, Xu et al® detected the mutation in 2 of 20 patients
(10%) with an SMZL diagnosis. DNA sequencing of
exon 5 of MYDS&S in a B-cell lymphoproliferative series
enabled Poulain et al® to identify 1 of 16 (6%) SMZLs
that were positive for the mutation. Using the same
method, Gachard et al'® detected the mutation in 2 of 53
(4%) SMZLs, and Jimenez et al,” using PCR with allele-
specific oligonucleotides, found 3 of 14 (21%) SMZLs
positive for MYD88 L265P, all of which had an IgM
monoclonal component and bone marrow infiltration.

We found a lower prevalence of M Y D88 mutations
within the LPL cases than did other authors.®® This may
be due to the lack of selection of the tumoral cell pop-
ulation, given that all previous studies used DNA ex-
tracted from mononuclear cells that were CD19 " -sorted
from bone marrow and/or peripheral blood. In contrast,
we detected MY D88 L265P in about 17% of patients with
SMZL. This prevalence is slightly higher than those pre-

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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ferentiation and serum paraproteinemia (hematoxylin and eosin). A-C, Micronodular pattern with marginal zone differentiation.
Neoplastic infiltration highlights an increase in both size and number of white pulp follicles in a characteristic micronodular
pattern. D, Ki-67 immunostaining shows a distinctive targetoid pattern.

viously reported, possibly because tumoral cells tend to be
more highly represented in splenectomy samples.

Using both PCR and Sanger sequencing, none of
the reclassified NMZL or MALT lymphomas exhibited
the MY D88 L265P mutation. Its presence has rarely been
noted in NMZL, and our result is coincident with other
published findings. However, this is not the case for
MALT lymphomas.'® None of our 21 cases harbored the
mutation, but the low proportion of neoplastic cells and
the absence of selection of the tumoral cell population
may have limited the sensitivity of the technique.

The features of MZLs bearing this M YD88 muta-
tion have not been widely described. Varettoni and col-
leagues reported on the largest series of SMZL studied for
MYD88 L265P. They used allele-specific PCR and found
that 5 of 84 (6%) patients had the somatic variation.!%!!
They showed that the IgM paraprotein was significantly
more common in SMZL patients with the MYDS8S
(L265P) mutation than in those without it (80% vs. 19%)
(P =0.01), but there were no other differences in the

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

clinical presentation. In keeping with that study, we
found a significant relation between the presence of
MYD8ES L265P and the IgM monoclonal serum para-
proteinemia, although there were some bona fide SMZL
cases that carried the MYDS88 mutation but lacked any
histologic or analytical evidence of LPL.

With respect to the histologic features, Varettoni
and colleagues concluded that findings in bone marrow
biopsies and spleen tissue overlapped in SMZL with or
without mutation and that there was a more diffuse de-
gree of plasmacytic differentiation in mutated cases. The
presence of light chain—restricted plasma cells was not
described.!”

Consistent with this, our reviewed mutated and
nonmutated spleen samples were morphologically similar,
the only exception being the more frequent plasmacytic
(69%) differentiation in the mutated cases.

In a recent study, Hamadeh et al'’ analyzed 44
splenectomy specimens in well-defined SMZL but found no
evidence of the MYDS8S L265P mutation in any of them.
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FIGURE 3. A-C, MYD88 L265P-negative SMZL with plasmacytic differentiation, lacking monoclonal paraproteinemia. Micro-
nodular pattern with both marginal zone and plasmacytic differentiation. D, Plasmacytic differentiation is highlighted by IgM

staining.

They concluded that this mutation is very rare even in those
cases with plasmacytic differentiation and IgM paraprotein.

We demonstrated in a spleen tissue section positive
for MYDS88 L265P the typical histologic features required
for the diagnosis of SMZL. These histologic features are a
well-defined micronodular pattern in white pulp and
prominent marginal zone differentiation. The absence of
paraprotein supports even more strongly the diagnosis of
SMZL.

In summary, identification of the MYDS&S L265
mutation is a useful diagnostic tool that may be used in
the routine recognition of LPL. Nevertheless, some
SMZL cases with the mutated MY D88 gene do not fulfill
the diagnostic criteria for LPL.
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TABLE 5. Plasmacytic Differentiation in Mutated SMZL

Case Case Case Case Case Case Case Case Case Case Case Case Case Total
Features 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 (n[%))
Plasmacytic morphology Pos Neg Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos Neg Pos Neg Pos  9/13 (69)
Plasma cells with light-chain Neg Neg Neg ND Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 0/13 (0)
restriction
Presence of monoclonal serum Pos Neg Neg Pos Neg Pos Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos  5/13 (38)
component
IgM Pos Neg Neg Neg Neg Pos Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos  4/5 (80)
1eG Neg Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 1/5(20)
IgA Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 0/0 (0)

Neg indicates negative; pos, positive.
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as all the clinical colleagues who kindly submitted cases for 9.
centralized review.
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