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Llista d’abreviacions utilitzades

3‘.;

ABC-DLBCL: DLBCL amb wun perfil
d’expressiéo génica activat (de [I'anglés
Activate B-cell DLBCL)

Ag: Antigen

AID: citidina desaminasa (de [Ianglés

Activation Induced cytidine Deaminase)
ALK: receptor tirosina quinasa del limfoma
anaplasic (de 'anglés Anaplastic
Lymphoma receptor tyrosine Kinase)

ALK+ LBCL: limfoma de célllula gran B
ALK positiu (de I'anglés ALK+ Large B-Cell
Lymphoma)

ALK WT: forma no alterada d’ALK (de
'anglés, wild type)

ATR: gen de l'ataxia telangiectasia i Rad3
(de

Rad3 related)

l'anglés Ataxia Telangiectasia and

—
L

BACH2: proteina reguladora del factor de
transcripci6 BACH2 (de l'anglées BTB and
CNC homology 1, basic leucine zipper
transcription factor 2)

BL: limfoma de Burkitt (de I'anglés Burkitt
Lymphoma)
BCL2: gen de
leucémial/limfoma limfocitica cronica 2 (de
I'anglés B-Cell CLL/Lymphoma 2)

BCL6: gen de
leucémia/limfoma limfocitica cronica 6 (de
'anglés B-Cell CLL/Lymphoma 6)

BCLU:

inclassificable,

la céllula B de la

la céllula B de |la

limfoma de cel-lula B,

amb caracteristiques
intermédies entre limfoma difus de cél-lula
gran B i limfoma de Burkitt (de I'anglés B-
Cell with

Lymphoma,  Unclassifiable,

19

features intermediate between diffuse large
B-cell ymphoma and Burkitt lymphoma)
BCR: receptor de cél-lula B (de I'anglés B-
Cell Receptor)

BIM: proteina d’interacci6 amb BCL2 (de
langlés BCL2 Interacting Mediator of cell
death)

BLIMP1: proteina amb domini dit de zenc
rica en prolina i serina (de langlés
proline/serine rich domain zinc finger 1)
BVR1 i BVR2: regi6 variant de Burkitt tipus
1 (de I'anglés Burkitt Variant Region Type 1

and 2)

CCND1 i 3: gen de la ciclina D1 i D3 (de
'anglés CyCIiN D1)
CFD: Cel‘lula Fol'licular Dendritica

CGH: hibridaci6 gendomica comparada (de

langlés Comparative Genomic
Hybridization)
CHOP: ciclofosfamida, doxorubicina,

vincristina i prednisona
CLTC: clatrina (de I'anglés clathrin)
CLL: leucémia limfatica cronica (de I'angles

Chronic Lymphocytic Leukemia)

W ;.

DLBCL: limfoma difus de cél-lula gran B

(de langlés Diffuse Large B-Cell
Lymphoma)

DLBCL-NOS: DLBCL no especific d’'una
altra categoria (de I'anglés Not Otherwise
Specified)

DNA: acid desoxiribonucleic (de l'anglés

Deoxyribonucleic acid)




EBER-1 i EBER-2: gens que codifiquen per
I'RNA del EBV

EBNA-1: antigen nuclear 1 del EBV

EBV: virus Epstein-Barr

EMA: antigen epitelial de membrana (de

'anglés Epithelial Membrane Antigen)

)

FGFR3: receptor del factor de creixement
dels fibroblastes 3 (de l'anglés Fibroblast
Growth Factor Receptor 3)

FL: limfoma fol-licular (de I'anglés Follicular

Lymphoma)

GCB-DLBCL: DLBCL

d’expressié génica de centre germinal (de
'anglés Germinal Center B-cell like DLBCL)

amb un perfil

-
"

HAART:

activa

terapia antiretroviral altament
(de Highly

Antiretroviral Therapy)

'anglés Active

HHV8: Herpes virus 8 huma (de l'anglées

Human Herpes Virus 8)

ID3: inhibidor d’'unié al DNA 3 (de l'anglés
Inhibitor of DNA binding 3)

IG: Immunoglobulina

IGH: cadena pesada de les
immunoglobulines (de l'anglés
Immunoglobulin Heavy chain)

IGK: cadena lleugera (kappa) de les
immunoglobulines

IGL: cadena lleugera (lambda) de les

immunoglobulines

IPI: Index de Pronostic Internacional
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IRF4/MUMA1: factor regulador de l'interferé
4 (de l'anglés Interferon Regulatory Factor
4)

IRF8: factor regulador de l'interferé 8 (de

'anglés Interferon Regulatory Factor 8)

5

Ki-67: antigen relacionat amb la proliferacio

W

LMP1: proteina latent de membrana de
'EBV (de I'anglés Latent Membrane Protein
1)

o A
%

MAF:

musculoaponeurdtic del fibrosarcoma (de

homoleg de I'oncogen aviari
'anglés MusculoAponeurotic Fibrosarcoma)

MALT: teixit limfoide associat a mucosa (de

langlés  Mucosa-Associated  Lymphoid
Tissue)

MAX: factor X associat a MYC (de I'anglés
MYC Associated factor X)

MM: mieloma de cél-lules plasmatiques (de
'anglés Multiple Myeloma)

MTA3: proteina 3 associada a la metastasi
(de I'angles Metastasis-associated 1 family
member 3)

MYC: gen homoleg de I'oncogen viral de la
mielocitomatosis aviar (de l'anglées v-myc
myelocytomatosis viral oncogene homolog

(avian))

N
e

NF-kB1: factor nuclear potenciador de les
cadenes lleugeres kappa de les cél-lules B
activades (de l'angles Nuclear Factor of
Kappa light polypeptide gene enhancer in
B-cells 1)
NPM1:

'anglés NucleoPhosMin 1)

gen de la nucleofosmina (de



OCAB: factor de transcripcié 1 associat a
POU2 (de I'anglés POU class 2 associating
factor 1)
OCT2:
I'anglés POU class 2 homebox 2)
OMS: Organitzacié Mundial de la Salut.

factor de transcripci6 POU2 (de

U=

p21: gen inhibidor de la ciclina depenent de
quinasa 1 (o també CDKN1A) (de l'anglés
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A)

p27: gen de la subunitat reguladora del
26S (de 26S
proteosome regulatory subunit)

PAX5: factor de transcripci6 PAX5 (de
'anglés PAired BoX 5)

PBL: limfoma plasmablastic (de I'anglés

proteosoma l'anglés

Plasmablastic Lymphoma)
PEL:

'anglés Primary Effusion Lymphoma)

limfoma primari de cavitats (de
PET: tomografia per emissions de positrons

(de 'anglés Positron Emission
Tomography)

PCR: reacci6é en cadena de la polimerasa
(de l'anglés, Polymerase Chain Reaction)
PI3K:

I'anglés Phosphatydillnositol 3 Kinase)

fosfatidilinositol 3 quinasa (de

b
»
LN

RAG1i RAG2: gen de la recombinacié 1i 2
(de Tlangles Recombination Activating

Gene)
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R-CHOP: Rituximab i CHOP
RNA: acid desoxiribonucleic (de l'anglés
RiboNucleic Acid)

SEC31A: proteina de transport homologa a
SEC31p de llevat
SIDA:

Humana Adquirida

Sindrome  d’Immunodeficiéncia
SKY: técnica d’analisi espectral en colors
del cariotip (de
Karyotyping)

SNC: Sistema Nerviés Central

l'anglés  Spectral

SPIB1: factor de transcripci6 Spi-1 (de

'anglés SPI-B transcriptor factor)

|
TCR: receptor de les cél-lules T (de I'anglés
T-Cell Receptor)
TCF3: factor de transcripcio 3 (de I'anglés
TransCriptor Factor 3)
TdT: desoxinucleotidiltransferasa
TP53: gen supressor de tumor p53 (de

'anglés Tumor protein P53)

RN

VIH: virus d'immunodeficiéncia humana

w
.

XBP1: proteina 1 d'uni6 a la X-box (de
'anglés X-box Binding Protein 1)
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1.- Desenvolupament de la cél-lula B i imfomagénesi

Els teixits limfoides es divideixen en dos grups principals: els teixits limfoides primaris o
centrals, i els teixits limfoides secundaris o periferics. Els teixits limfoides centrals sén el moll
d’'os i el timus. Contenen les cél-lules limfoides precursores i és on es déna lloc el procés de
diferenciacioé antigen-independent de cél-lula immadura a cél-lula madura. Els organs limfoides
periférics son els ganglis limfatics, les amigdales, la melsa, i els teixits limfoides associats a
mucoses (MALT), i en ells les cél-lules limfoides madures es troben amb l'antigen (Ag) i
desenvolupen diferents tipus de respostes immunologiques (Jaffe ES et al., 2011).

En el moll d'os es produeix el desenvolupament de la célllula B, a través de la
recombinacié dels segments V, D i J de la cadena pesada dels gens de les immunoglobulines
(IGH) i de 'assemblatge amb els gens de la cadena lleugera (/IGK, IGL). En aquest procés, dos
enzims codificats per gens activadors de la recombinaci6 (RAG1 i RAG2) produeixen
trencaments en la doble cadena del DNA, que es resolen a través de processos d’auto-
reparaci6. Tot i aixi, alguns d’aquests trencaments no reparats poden contribuir a les
translocacions cromosdmiques caracteristiques d’alguns limfomes (Lenz G et al., 2010).

Els ganglis limfatics estan constituits per centres germinals que sén la font d’origen de
molts tipus de limfomes. El centre germinal es polaritza en dues zones: la zona fosca on es
troben les cél-lules B (els centreblastes) que s’estan dividint rapidament, i la zona clara on les
cél-lules B (centrocits) s’estan seleccionat positivament per a la interacci6 amb I'antigen
presentat per cél-lules fol-liculars dendritiques (CFD) i per a la interacci6 amb les céllules T
antigen-especifiques. Aquestes cél-lules T especifiques d’antigen i les cél-lules fol-liculars
dendritiques contenen I'antigen en les rodalies dels centres germinals. La reaccié del centre
germinal comenga quan I'antigen, juntament amb les senyals provinents de les cél-lules T,
activen les cél-lules B (veure figura 1) (Lenz G et al., 2010).

Durant la reaccid6 del centre germinal, es produeixen dos tipus diferents de
modificacions del DNA que alteren el receptor de la cél-lula B: la hipermutacié somatica i la
recombinacié de canvi de classe, i ambdues necessiten 'activacio induida per I'enzim citidina
desaminasa (AID). La recombinacié de canvi de classe implica el canvi de tipus de cadena
pesada de les immunoglobulines, de IgM a IgG, IgA o IgE, mentre que la hipermutacié somatica
implica l'aparici6 de mutacions de la regié variable de les immunoglobulines. Aquestes
comporten la formacié d’una poblaci6 de cél-lules B amb augment (o disminucid) de I'afinitat per
a un antigen determinat. Aquestes modificacions genétiques sén necessaries per a la resposta
immune normal, perd també poden ser la causa del dany al DNA que originaria la patologia en

els limfomes (Lenz G et al., 2010).
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Figura 1. Passos del procés de diferenciacio de la cél-lula B. Adaptacié de Klein U et al., 2008.
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Des d’un punt de vista fenotipic, els centreblastes es caracteritzen per expressar CD10
i el factor de transcripci6 BCL6, i també per expressar gens que codifiquen per molécules
implicades en el cicle cel-lular, la modificacié i reparacié del DNA. En canvi presenten un nivell
baix d’expressio de les IGs i els manca expressié de BCL2, la qual cosa els fa susceptibles a
ells i a la seva progénie a la mort cel-lular programada o apoptosi. Periddicament van entrant a
la regi6 clara del centre germinal on la seva morfologia canvia a centrocits. Els centrocits, degut
a les hipermutacions somatiques i al canvi de classe de les IGs, augmenten la seva afinitat
antigénica alhora que tornen a expressar BCL2, alliberant-se aixi de I'apoptosi. També
expressen gens que codifiquen per a molécules activadores com IRF4. Aquest programa
d’expressio probablement reflecteix la dependéncia d’aquestes cél-lules per senyals
extrinseques derivades de les interaccions amb antigens, CFD i cél-lules T. En el procés de
diferenciacio de centrocit a cél-lula B de memoria o a cél-lula plasmatica I'expressio de BCL6 es
veu reprimida mentre que la de IRF4/MUM1 i BLIMP1 es veu augmentada. Aquests dos gens

juguen un paper repressor sobre I'expressié de BCL6 (veure figura 2) (Klein U et al., 2008).
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Figura 2. Diferenciacié cel-lular en el centre germinal. Adaptacié de Lenz G et al, 2010. Les
linies vermelles indiquen que un factor regulador inhibeix un gen o una funcié determinada, i les

linies verdes indiquen una regulaci6 positiva o activacio.
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Les neoplasies de cél-lules B tendeixen a mimetitzar els estadis de diferenciacié normal
de la céllula B. Aquest mimetisme és utilitzat com a base per a la seva classificacio i
nomenclatura. Les cél-lules B naif, que encara no han tingut un encontre antigénic, sovint sén
CD5 positives, circulen per la sang periféerica, constitueixen els fol-licles primaris i també
ocupen les zones del mantell dels fol-licles secundaris. La major part de leucémies limfatiques
croniques i limfomes del mantell s’originen d’aquestes poblacions. Una gran part dels limfomes
difusos de célllula gran (DLBCLs) estan constituits per célllules que se semblen als
centreblastes que han patit mutacions en les IGs, és a dir, se semblen a les cél-lules que
deriven d’aquelles que han estat exposades a la reacci6é del centre germinal. Les cél-lules del
limfoma de Burkitt (BL) expressen BCL6 i també tenen mutacions en els gens de les IGs, la
qual cosa també les associa a cél-lules exposades a la reaccié del centre germinal. EI DLBCL i
BL so6n tumors molt proliferatius i tenen un comportament biologic agressiu. Els limfomes
folliculars (FL) s6n tumors que estan constituits per cél-lules del centre germinal que deixen de
patir 'apoptosi; en la major part dels casos aquest fet és degut a un reordenament cromosomic,
la t(14;18), que dona lloc a la sobreexpressié de BCL2. Usualment, el FL esta constituit per
una poblacié en la que predominen els centrocits sobre centreblastes, la qual cosa clinicament
s’associa amb una menor agressivitat. Les cél-lules B de memoria, que ja han sofert la reaccié

del centre germinal, circulen per la sang periférica perdo també poden ocupar les zones
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marginals del fol'licles, la melsa i el teixit limfoide associat a mucosa. Els limfomes de zona
marginal, ja sigui els associats a mucoses (limfomes MALT), els de la zona marginal esplénica
o els primaris ganglionars estan constituits per cél-lules B que ja han passat pel centre
germinal, cél-lules B de memoria, i ocupen inicialment la zona marginal en aquestes neoplasies.
(veure figura 3) (Swerdlow SH et al., 2008).

Figura 3: Origen cel-lular dels limfomes B. Adaptacié de Lenz G et al.,2010.
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2.- Els limfomes B agressius

Els limfomes de cél-lula B agressius sén un grup divers de neoplasies que s’originen en
diferents estadis del desenvolupament i per varis mecanismes de transformacié. L’Ultima
classificacié de I'Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS) reflecteix aquesta complexitat amb

I'addicié de noves entitats i variants (veure taula 1) (Swerdlow SH, et al. 2008).

Taula 1.

ELS LIMFOMES B AGRESSIUS SEGONS LA CLASSIFICACIO DE L’ OMS

» DLBCL

= Limfoma de cél-lula gran B primari de mediasti (timus)

« Limfoma de cél-lula gran B intravascular

» Limfoma de cél-lula gran B ALK positiu (ALK+ LBCL)

« Limfoma plasmablastic (PBL)

» Limfoma primari de cavitats (PEL)

« Limfoma de cél-lula gran B herpes 8 positiu associat a la malaltia de Castelman
« Limfoma de Burkitt (BL)

« Limfoma de cel-lula B, no classificable, amb caracteristiques intermedies entre DLBCL i BL {BCLU)

« Limfoma de cel-lula B, no classificable, amb caracteristiques intermedies entre DLBCL i limfoma de Hodgkin
classic

En la present tesi en centrarem en l'estudi i descripcié dels seglents limfomes B
agressius: limfoma B difus de cél-lules grans (DLBCL), limfoma de Burkitt (BL), limfoma de
cél-lules B, no classificable, amb caracteristiques intermédies entre DLBCL i BL (BCLU),
limfoma plasmablastic (PBL) i limfoma de cél-lules grans B ALK+ (ALK+ LBCL).
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2.1.- Limfoma difas de cél-lula gran B

El DLBCL és una proliferacié difusa de cél-lules B neoplasiques de mida mitjana a gran
amb un nucli igual o més gran que el nucli d’'un histiocit, o el doble de la mida d’un limfocit petit.
Estudis morfologics, biologics i clinics han permeés la subdivisié d’aquesta categoria en variants
morfologiques, en subgrups moleculars i immunofenotipics i en diferents subtipus amb unes
caracteristiques clinico-patologiques espcifiques, tal i com reflecteix I'Gltima classificacié de
'OMS. Tot i aixi, hi ha encara un gran nombre de casos amb un criteri bioldgic heterogeni, per
els quals no hi ha un criteri acceptat per a la subdivisié. Aquests casos sén els que estan

classificats com a DLBCL sense especificar (NOS) (veure taula 2) (Swerdlow SH, et al. 2008).

Taula 2.

VARIANTS | SUBTIPUS DEL DLBCL

DLBCL, NOS
= Variants morfologiques més comunes
Centreblastica
Immunoblastica
Anaplasica
« Variants morfologiques rares
» Subgrups moleculars
Cel-lula B de centre germinal (GCB)
Cel:lula B de perfil activat (ABC)
« Subgroups immunohistaquimics
DLBCL CD5-positius
Cél-lula B de centre germinal {GCB)
Cel-lula B de no centre germinal {(non-GCB)
Subtipus de DLBCL
« Limfoma de cel-lula gran B ric en cél-lules T/ histiocits
« DLBCL primari del sistema nervids central
* DLBCL primari cutani, de tipus cama

» DLBCL EBV positiu de la vellesa

El DLBCL NOS representa el 31% dels limfomes no-Hodgkin, i és el tipus de limfoma
agressiu més freqlent en adults. L’edat mitja d’aquests pacients és de 64 anys, tot i que pot
afectar a pacients de qualssevol edat. Existeix un lleuger predomini masculi, rati masculi:
femeni 1.2:1 (Armitage JO et al., 1998).

La majoria de pacients amb DLBCL no estan sota factors de risc coneguts. Una minoria
de casos es presenten en pacients amb una immunodeficieéncia congeénita o adquirida, com és
el cas de la infeccié per VIH, transplantament, tractament amb metotrexat en pacients amb
artritis reumatoide, i tractament amb fluradabina en pacients amb un limfoma B de baix grau.
Aquests casos sovint estant associats al virus Epstein-Barr (EBV). Els casos de DLBCL

Epstein-Barr positius de la gent gran, els quals es presenten en pacients sense una
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immunodeficiéncia manifesta, es creu que son resultat d’'un deteriorament immunologic que
succeeix com a part d’'un procés associat a 'edat (Jaffe ES et al., 2011).

Els pacients amb DLBCL presenten un creixement rapid dels ganglis limfatics o de
masses tumorals en regions extranodals. Aproximadament un 40% dels casos debuten en
regions extraganglionars, i un 71% tenen una implicacio extranodal al llarg de la malaltia (Harris
NL et al.,, 1994). Les regions extranodals més freqlientment afectades inclouen el tracte
gastrointestinal (especialment I'estbmac o regi6 ileocecal), el sistema nervios central, testicle,
teixits tous, melsa, os, glandules salivals, ronyd, pulmé i fetge. Els limfomes extranodals
especifics d’algunes regions com la pell i el sistema nervids central mostren unes
caracteristiques cliniques i biologiques diferents i, de fet, la localitzacié primaria dels DLBCLs
es considera un tret important definitori del comportament d’aqueste limfomes (Swerdlow SH et
al, 2008).

Aproximadament la meitat dels pacients presenta la malaltia en estadis primarencs
(estadi I-Il), i un ter¢ sol presentar simptomatologia B. La implicacié del moll d’'os es déna al
voltant d’'un 10-30% dels casos i pot mostrar concordanga morfologica (infiltracié de cél-lules de
mida gran en una distribuci6é nodular, intersticial o difusa) o presentar una morfologia discordant
(preséncia d’'un component de baix grau) que és el més frequent (Armitage JO et al., 1998).

Histologicament, els ganglis i teixits limfatics afectats pel DLBCL mostren una
arquitectura total o parcialment esborrada per un infiltrat difis de les cél-lules del limfoma,
sovint acompanyada per necrosi i infiltracio dels teixits veins. D’'una manera menys comuna, el
limfoma pot mostrar un patré interfol-licular o sinusoidal en els ganglis afectats. En rares
ocasions, les cél-lules tumorals poden créixer de manera molt cohesiva, imitant els carcinomes.
També es pot observar un patré de “cel estrellat” format pels histidcits que fagociten restes
cellulars i que es troben entre les cél-lules tumorals. L’esclerosi també pot ser-hi present
sobretot en tumors mediastinics i retroperitoneals. (Jaffe ES et al., 2011; Swerdlow SH et al,
2008).

Citologicament el DLBCL esta format per cél-lules limfoides de mida mitjana o gran amb
caracteristiques morfologiques dels centreblastes, immunoblastes, o cél-lules amb
caracteristiques intermédies. Els centreblastes tenen un nucli vesiculat rodé o ovalat que pot
ser angulés o multilobulat. Els immunoblastes tenen un nucli rodé o ovalat amb un Unic nucléol
gran i central i de vegades també poden presentar caracteristiques plasmocitoides. La
subclassificacié citoldogica del DLBCL és opcional. Els limfomes amb més d'un 90%
d'immunoblastes es solen considerar com la variant immunoblastica, mentre que aquells que
presenten menys d'un 90% reben el nom de variant centreblastica (Engelhard M et al.,1997;
Lennert K et al.,, 1992). Tot i aixi, pot ser dificil decidir si una cél-lula del limfoma és un
immunoblast o un centreblast, sobretot perque la majoria contenen la meitat d’ambdés o perque
les cél-lules presenten caracteristiques intermédies (veure figura 4) (Harris NL et al., 1994). La
variant anaplasica esta formada per cél-lules amb nucli pleomorfic, sovint multinucleat i amb
citoplasma abundant (Haralambieva E et al., 2000). Alguns casos de DLBCL poden presentar
una maduracié plasmacitica, on hi ha cél-lules del limfoma barrejades amb céllules

plasmatiques d’aspecte madur. També es poden trobar entre les ceél-lules neoplasiques un
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nombre variable de cél-lules reactives, com limfocits petits (la gran majoria limfocits T), cél-lules

plasmatiques i histiocits.

Figura 4. Imatges en hematoxilina-eosina de dos casos de DLBCL, la imatge A es correspon a

una morfologia centreblastica i la B es correspon a una morfologia immunoblastica.

El perfil immunofenotipic del DLBCL es caracteritza per I'expressié de marcadors de
diferenciaci6 de cél-lula B, incloent PAX5, CD19, CD20, CD22, CD79a i CD79b. L’expressi6é de
IGs de superficie i/o citoplasmatiques es poden detectar en un 50-75% dels casos (Swerdlow
SH et al, 2008). Els marcadors de cél-lula T son negatius, tot i que CD5 és positiu en un 10%
dels casos. Aquests DLBCL que mostren coexpressi6 de CD5 normalment representen
DLBCLs de novo. Cal excloure, pero, que no es tracti de progressions de limfomes de més baix
grau, com la leucémia limfatica cronica, el limfoma de cél-lules del mantell o, fins i tot, de
limfomes de la zona marginal (Tagawa H et al., 2005). L’expressié de CD10 apareix entre un
20% a un 40% dels DLBCLs. Aproximadament el 60% dels casos s6n BCL6 positius i el 50%
s6n BCL2 positius, sent més elevada aquesta freqiieéncia en tumors nodals que en extranodals
(Jaffe ES et al.,, 2011). Un menor grup de casos son positius per CD30 mostrant un patr6
heterogeni i de vegades associat a la variant anaplasica (Piris M et al., 1990). Alguns casos
poden expressar marcadors associats a la diferenciacié plasmocel-lular, com CD138 o
IRF4/MUM1 (Jaffe ES et al., 2011). La tincié per a Ki-67 mostra un elevat index proliferatiu:
meés gran del 20% perd menor del 80%, tot i que hi ha alguns casos que poden tenir index
proliferatius del 100% (Miller TP et al., 1994).

El DLBCL presenta reordenament dels gens que codifiquen per a les cadenes pesades
i lleugeres de les immunoglobulines (IGH, IGK i IGL). El gen que codifica per a la regi6 variable
de la cadena pesada de les immunoglobulines esta hipermutat, i en alguns casos pot patir
mutacions somatiques (Jaffe ES et al., 2011). La patogénesi del DLBCL és complexa ja que
aquest és un grup heterogeni de tumors. La majoria de casos de DLBCL s6n casos que
apareixen de novo, perd n’hi ha d’altres que poden ser el resultat d’'una transformacié d’un
limfoma B de baix grau. Per a la transformaci6é a DLBCL es requereixen alteracions genétiques
addicionals, com la mutacié de TP53, tot i que els mecanismes especifics implicats en la

progressié de cada limfoma de baix grau no estan ben definits (Xu-Monette ZY et al., 2012). Pel

32



Introducci6

que fa a la patogeénesi dels DLBCLs de novo s’han identificat alteracions genétiques de manera
recurrent, com BCL6 (3927) i també en BCL2 (18921), perd també s’estan detectant alteracions
en altres gens perd en una menor freqiéncia com MYD88, CD79B, CARD11 i TP53 entre
d’altres (Pasqualucci L et al., 2011; Zhang J et al., 2013; Lohr JG et al.2012).

El reordenament de BCL6 succeeix al voltant del 30% de casos de DLBCL i és
I'alteracié genetica més freqlentment descrita (Offit K et al.,, 1994; Ohno H et al., 1997). La
parella més comuna de la translocacio amb BCL6 sol ser el gen de la cadena pesada de les
immunoglobulines: 1(3;14)(g27;932). Les mutacions somatiques de BCL6 sén un fet recurrent
en els DLBCL (present en un 70% dels casos) perd no esta relacionada amb la preséncia del
reordenament. L’expressio persistent de la proteina BCL6 com a resultat del reordenament o
mutacié del gen inhibeix la diferenciacié i I'apoptosi, donant lloc a proliferacié cel-lular
(Migliazza A et al., 1995).

Aproximadament el 20% dels casos mostren reordenament de BCL2 degut a la t(14;18)
(932;921), translocacié caracteristica del limfoma fol-licular (Weiss LM et al., 1987; Hill ME et
al., 1996; Huang JZ et al., 2002; Tsujimoto Y et al., 1985). L’expressié proteica de BCL2 esta
relacionada en part amb la preséncia del reordenament del gen (Gascoyne RD et al., 1997,
Igbal J et al., 2004; Kramer MH et al., 1998). Alguns casos poden transformar-se a DLBCL a
partir d’'un limfoma fol-licular conegut o ocult, o bé esdevenir DLBCL sense la presencia d’'una
fase precursora de limfoma fol-licular. EI mecanisme alternatiu de sobreexpresi6é proteica de
BCL2 és I'amplificacid. Aquesta s’associa a un dels subtipus moleculars de DLBCL (ABC-like
DLBCL) (Igbal J et al., 2006).

El desenvolupament de noves técniques moleculars ha suposat un aven¢ molt
important en I'estudi dels DLBCLs. Mitjancant estudis d’expressié génica s’ha pogut diferenciar
dos subgrups de DLBCL que corresponen a diferents estadis de diferenciaci6é de la cél-lula B.
Un grup expressa els gens caracteristics de la cél-lula B del centre germinal (GCB-like DLBCL)
i l'altre expressa els gens que normalment s’indueixen durant I'activacié in vitro de les cél-lules
B de sang periferica (ABC-like DLBCL) (Dave SS et al., 2006; Hummel M et al., 2006). La
dificultat d'’utilitzar perfils d’expressidé génica en la practica diaria diagnostica va fer que
sorgissin alternatives amb algoritmes de marcadors immunohistoquimics, com la de Colomo
basada en patrons de diferenciacié (CD10, BCL6, MUM1 i CD138) (Colomo L et al., 2003) o la
coneguda classificaci6 de Hans (CD10, BCL6 i IRF4/MUM1) la qual va donar lloc a la
subclassificacié immunohistoquimica dels DLBCLs en DLBCL de centre germinal (GCB) i de no
centre germinal (“non-GCB”) (Hans CP et al., 2004). De totes formes, aquests intents de
traslladar la informacié dels perfils d’expressid geénica a perfils immunohistoquimics més
simples no ha estat sufucientment exitds com per poder reconéixer els diferents subgroups
biologicament rellevants de DLBCL (Gutiérrez-Garcia G et al.,2011).

L’aparicié de noves tecnologies en el camp de la genética ha permet un gran avang en
l'estudi de les neoplasies. En aquest tipus de limfomes, els estudis d”arrays” en hibridacié
gendmica comparada (aCGH) han mostrat guanys de manera recurrent dels cromosomes 1q,
2p, 3, 6p, 7q, 119, 12q, 13p, 18q i 19q, i pérdues als cromosomes 5q, 6q, 8p, i 9p (Robledo C,
2009; Tirado CA et al., 2012; Testoni M et al., 2011). Segons el perfil d’expressié génica els
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casos GCB DLBCL mostren guanys de 1q, 2p, 7q i 12q, mentre que els casos ABC es
caracteritzen per guanys en 3q, 18q i 19q i pérdues a 6q i 9p (Tirado CA et al., 2012). Altres
técniques de citogenetica molecular com I'SKY (analisi espectral del cariotip) han permeés la
troballa de noves translocacions com: t(3;14)(q21;932), t(1;13)(p32;914), t(1;7)(q21;922) i
t(6;8)(q11;q11) (Jaffe ES et al., 2011). L’associacié de totes aquestes alteracions genétiques
amb els diferents subgrups moleculars definits mitjangant els perfils d’expressié han permeés
consolidar la classificacié molecular del DLBCL.

Encara que el DLBCL és un tumor agressiu i sense tractament comporta la mort en un
o dos anys, és una malaltia potencialment curable. La corba de supervivéncia tendeix a
estabilitzar-se després de tres anys, la qual cosa demostra una curacié en una important
proporcié de pacients. Al llarg del temps el DLBCL ha estat tractat amb combinacié de
quimioterapia, I'estandard combinaci6 de ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina i prednisona
(CHOP) o variants, i radioterapia en aquells casos amb masses tumorals de mida gran o
localitzada. L’addici6 de Rituximab (R), un anticds monoclonal quiméric que s’uneix
especificament a CD20, al tractament amb CHOP (R-CHOP) ha augmentat significativament la
supervivéncia global dels pacients amb aquesta malaltia (Sehn LH et al., 2005).

L’'index de Pronostic Internacional (IP1) és un model predictiu i un bon marcador de
supervivéncia en els DLBCLs. Nivells elevats d'IPlI estan associats amb una pitjor
supervivéncia: la supervivéncia global als cinc anys en pacients d’alt risc és d'un 26%,
comparat amb el 73% en pacients amb baix risc (sense llistat d’autors, 1993). Aquest index
s’ha revisat per a poder aportar una millor prediccié de la supervivéncia en pacients tractats
amb combinacié de CHOP i Rituximab (Sehn LH et al., 2007). La limitaci6 més important de
I'IPl és la dificultat en identifcar comportament dels tumors dels pacients classifcats en els
grups de risc intermig i més baix. Els perfils d’expressié génica milloren aquesta capacitat
classificadora de I'lPl. Tanmateix, per ells sols permeten identificar de manera molt robusta el
comportament bioldgic dels tumors classificats com DLBCL- ABC i GCB (Lenz G et al., 2008)

Des del punt de vista genétic, la majoria d’estudis no mostren un significat pronostic del
reordenament de BCL2 en el DLBCL. Alguns estudis mostren que aquest reordenament
s’associa amb casos GCB DLBCL i que presenten un mal pronodstic en aquest subtipus (Huang
JZ et al., 2002; Barrans SL et al., 2003). Pel que fa al reordenament de BCL6 també hi ha
resultats contradictoris. La preséncia d’aquest reordenament s’ha observat en una més elevada
incidéncia en el subtipus “non-GCB” DLBCL, malgrat tot tampoc no s’han trobat resultats
concloents respecte a la supervivéncia (De Paepe Pet al., 2005; Van Imhoff GW et al., 2006;
Niitsu N et al., 2007; Barrans SL et al., 2002; Igbal J et al., 2007; Jerkeman M et al., 2002). Tot i
aixi, tots aquests estudis fan referéncia a I'era pre-rituximab. Estudis posteriors de pacients
tractats amb Rituximab mostra que la preséncia de reordenaments de BCL2 no té impacte a la
supervivéncia (Copie-Bergman C et al., 2009; Igbal J et al., 2011). La preséncia de mutacions
de TP53 en pacients tractats amb R-CHOP esta correlacionada amb una menor supervivéncia
global. Aquesta pitjor supervivéncia associada a la mutacié de TP53 també es manté tant en
els casos ABC com GCB (Xu-Monette ZY et al.,, 2012). Pel que fa als estudis de perfils
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d’expressio génica, els pacients del grup GCB-DLBCL presenten una millor supervivéncia
global en 5 anys (76% en front un 16%) (Alizadeh AA et al., 2000).

Varis estudis han demostrat que I'expressioé proteica de p53, BCL2 i la negativitat per a
CD10/BCL6 s6n indicadors de mal pronostic. Molts estudis han demostrat que la positivitat per
BCL2 i 'abséncia de marcadors de centre germinal son indicadors rellevants de mal pronostic.
L’expressio d'IRF4/MUM1 i el significat pronostic de I'index proliferatiu mesurat mitjancant la
tincié de Ki-67 ha estat més controvertit (Miller TP et al., 1994; Colomo | et al., 2003; Zhang A et
al., 1999). L’addici6 de Rituximab a CHOP aboleix els efectes adversos de I'expressié de BCL2
i l'impacte positiu de BCL6 a la supervivéncia clinica (Swerdlow SH et al, 2008).

Des de el punt de vista morfoldgic, alguns estudis han mostrat una pitjor supervivéncia
en aquells casos amb morfologia immunoblastica comparada amb els casos amb una
morfologia centreblastica, perd aquesta relacié no ha pogut ser demostrada per altres autors
donada la baixa reproduibilitat que ofereix la morfologia (Swerdlow SH et al, 2008; Ott G et al.,
2010). Aquells casos de DLBCL amb una morfologia de moll d’os discordant presenta una
millor supervivéncia que aquells casos de DLBCL amb la mateixa morfologia al moll d’os
(Campbell J et al., 2006).
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2.2.- Limfoma de Burkitt

El BL fou descrit per primer cop I'any 1958 per el cirurgia irlandés Denis P. Burkitt que
treballava a Uganda com “un sarcoma que afecta a la mandibula en nens africans” (Burkitt D,
1958). El BL ha tingut un paper important en I'enteniment de la tumorogénesi. Fou el primer
tumor associat amb un virus, un dels primers tumors relacionats amb una translocacié
cromosOmica responsable de l'activaci6 d’'un oncogen i el primer limfoma associat amb la
infeccio del VIH. EL BL és un dels tumors humans de més rapid creixement, les cél-lules del
tumor es dupliquen entre les 24 i 48h, i fou també el primer tumor infantil que responia
exclusivament a la quimioterapia (Molyneux EM et al., 2012).

El BL esta definit per TOMS com una neoplasia limfoide altament agressiva, de
presentacié sovint extranodal o en forma de leucemia aguda, formada per cél-lules B
monomorfiques de mida mitjana amb citoplasma basofil i amb un elevat rati mitdtic. La
caracteristica genética que el defineix és la presénica del reordenament de I'oncogen MYC.
Immunofenotipicament, les cél-lules tumorals expressen CD19, CD20, CD22 i CD79a. També
expressen IgM amb restriccié de cadena lleugera i s6n positives tant per CD10 com per BCL6.
Aquest immunofenotip ajuda a definir el BL com un limfoma de centre germinal. Les cél-lules
del BL sén negatives per a CD5, CD23, ciclina D1i TdT. BCL2 és negatiu encara que en alguns
casos també es pot expressar. Al voltant d’'un 100% de les cél-lules son positives per Ki-67
(Swerdlow SH et al, 2008).

Existeixen tres variants cliniques del BL que sén:

a) BL endémic: aquest BL és endémic d’Africa equatorial, d’aquelles regions on la malaria
és endémica. Afecta sobretot a nens d’edats compreses entre els 4 i els 10 anys i amb
predomini masculi (rati masculi: femeni, 2:1) (Burkitt D, 1958). Els tumors solen tenir
una presentacié extranodal, afectant sobretot la mandibula, ossos facials i orbita ocular.
La mandibula i estructures facials estan implicades en aproximadament el 70% dels
casos de nens més petits de 5 anys perd només en el 25% dels casos de nens de més
de 14. L’afectaci6 facial pel limfoma pot ocupar els sinus o bé causar la pérdua de les
dents. Les alteracions orbitals sén freqlients i poden afectar a nervis cranials. Altres
llocs d’afectacié sén la regi6 més distal de [l'ili, cec, ovari, ronyé i mama. La majoria

d’aquests casos endémics sén EBV positius (Jaffe ES et al., 2011).

b) BL esporadic: aquesta variant es pot trobar en qualssevol part del mén, afectant
sobretot a nens o adults joves; suposa entre un 30% i un 50% dels limfomes pediatrics.
No és frequent en adults, representant entre I'1% o 2% dels limfomes de I'Europa
occidental i Nord América (Harris NL et al., 1994). La mitjana d’edat dels pacients és
d’'uns 30 anys, amb un predomini masculi de 2:1 o 3:1 (Boerma EG et al., 2004).
L’afectacidé del tracte gastrointestinal és comuna en el BL esporadic, mentre que la

presentacio de la mandibula o de I'0rbita ocular no és frequent. Entre el 80% i el 90%
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dels casos presenten una afectacié d’estructures intrabdominals. La regi6 més comuna
de presentacié sol ser la ileocecal perd també es pot detectar a I'apéndix, al colon
ascendent i al peritoneu. Els organs extra-abdominals de presentacioé solen ser I'ovari,
el rony6 i la mama. L’aparicié bilateral a les mames sol estar associada amb el
comengament de la pubertat, 'embaras o bé amb la lactancia. L’afectacié de moll d’os
és freqient i la podem trobar sobretot en aquells casos de progressié de la malaltia. Tot
i que la presentacié del BL en el sistema nervios central (SNC) no és freqient en el
moment del diagnostic, es pot presentar, excepte que es doni una quimioterapia
efectiva pel SNC juntament amb la que es doni a nivell sistémic. L’afectacié ganglionar
s’observa només entre un 10% i un 15% dels casos i es detecta més en adults que en
nens. Els pacients en un estadi avancgat de la malaltia o amb una massa “bulky” poden
presentar cel-lules neoplasiques en una extensié de sang periférica. La preséncia del
EBV esta descrita al voltant d’'un 30% dels casos, pero aquest percentatge és encara

més baix en paisos occidentals (Jaffe ES et al., 2011).

c) BL associat a immunodeficiéncia: aquesta variant de BL es va descriure primerament
en aquells casos associats amb la infecci6é pel VIH, representant entre el 30% o 40%
dels limfomes relacionats amb el virus. La infeccio per VIH s’observa entre un 25% i un
40% de tots els casos. Molts d’aquests casos poden presentar unes caracteristiques
morfologiques lleugerament atipiques que sovint estan acompanyades de diferenciacio
plasmocitoide. Aproximadament un ter¢ dels limfomes associats al VIH sén BL. Els
factors que predisposen al desenvolupament d’'un BL associat a immunodeficéncia
inclouen un recompte de céllules CD4 menor que 0.2x10%L; llarg estadiatge de la
infeccid per VIH, sobretot en aquells pacients que no han rebut una terapia
antiretroviral altament activa (HAART); i en pacients molt joves (entre 10 i 19 anys).
Aquesta variant de BL es sol presentar en estadis molt avancats en el moment del
diagnostic, amb preséncia de simptomes B i en un estatus de la malaltia molt pobre, en
aproximadament el 70% dels casos. La presentaci6 extranodal és frequent,
normalment afectant el tracte gastrointestinal, el moll d'os o el SNC. Els factors
pronostics adversos més importants inclouen: un baix recompte de cél-lules CD4,
preséncia de la SIDA abans del desenvolupament del BL, estatus pobre de la malaltia i
en estadi IV, com també l'afectacié del SNC o infiltracié al moll d’os (Raphael M et al.,
1991; Jaffe ES et al., 2011).

Tots els casos de BL endémic, la majoria de casos de BL esporadic i molts casos de BL
associat a immunodeficiencia comparteixen les mateixes caracteristiques morfologiques
descrites com a tipus classic. L’arquitectura és clarament difusa, amb evident patré de “cel
estrellat” detectable a baix augment (veure figura 5). Les cél-lules s6n de mida mitjana amb un
nucli d’aparenga mondtona i uniforme. El nucli sol presentar de dos a cinc nucléols petits i

agrupats. El citoplasma d’aquestes cél-lules en molts casos poden contenir vacuoles lipidiques,
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detectables en extensions de moll d’ds o improntes de gangli limfatic (Swerdlow SH et al,
2008).

Figura 5. Imatge en hematoxilina-eosina d’'un limfoma de Burkitt. La imatge inferior dreta és un

detall augmentat dels nombrosos macrofags que donen I'aspecte caracteristic de “cel estrellat”.

La causa del BL és desconeguda. Com a possibles factors causals s’han suggerit
I'estimulacié antigénica cronica pel virus de I'Epstein-Barr, la immunosupressio associada a la
infeccio persistent de la malaria i també la infecci6 pel VIH.

La infeccié pel EBV representa el segon factor més freqiient en la patogénesi del BL.
L’EBV és un herpesvirus huma que tant és capa¢ de transformar les cél-lules B com de
mantenir-les en un estadi de laténcia. L'estadi de laténcia de 'EBV esta caracteritzat per tres
patrons d’expressioé genica diferents. El patré de laténcia caracteristic del BL és el de tipus I, on
els gens virals que s’expressen son EBER-1, EBER-2 i EBNA-1. Aquest patr6é de laténcia esta
més associat al tipus endémic de BL, tot i que no esta present en tots el casos. Aixd suggereix
que la infeccié pel EBV no pot ser del tot critica per a la patogénesi i que potser podrien estar
implicats altres virus encara no identificats. La infeccié per EBV també s’ha vist en menys d'un
30% de casos de BL esporadics que presenten unes caracteristiques morfologiques i
immunofenotipiques molt similars a BL endémics (Jaffe ES et al., 2011).

Estudis genétics recents en el BL han demostrat la preséncia de noves mutacions en
alguns gens com TCF3 i ID3 que es descriuen en més profunditat en I'apartat 4 (L’'oncogen

MYC en el desenvolupament de la cél-lula B i en la limfomagénesi).
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2.3.- Limfoma de cél-lules B, no classificable, amb caracteristiques intermédies entre

limfoma difus de cél-lula gran i imfoma de Burkitt (BCLU).

Els limfomes inclosos en la categoria provisional de la OMS definida com BCLU, sén
limfomes agressius que presenten caracteristiques morfologiques i genétiques caracteristiques
del DLBCL i també del BL, perd que per raons bioldgiques i cliniques no han de ser inclosos en
aquestes dues entitats (Swerdlow SH et al, 2008). L’objectiu de la creacié d’aquesta categoria
en I'tltima edicié de 'OMS va ser la de generar coneixement i intentar definir millor el subgrup
de limfomes usualment classificats com “limfomes de Burkitt-like”, que de manera classica han
suposat una “zona gris” entre BL i DLBCL. Aquests tumors han tingut un comportament biologic
molt agressiu i han estat tipicament refractaris als tractaments convencionals.

Els casos inclosos en aquesta nova categoria tenen caracteristiques morfologiques
intermédies entre DLBCL i BL, amb tumors constituits per algunes cél-lules que s6n més petites
que les tipiques del DLBCL, semblants a les del BL, o per tumors constituits per cél-lules més
grans que les del BL, semblants a les del DLBCL, que també presenten un elevat index
proliferatiu, un patré de creixement en “cel estrellat’, i un immunofenotip concordant amb el del
BL. Alguns casos poden ser morfologicament més tipics de BL pero tenen un immnunofenotip o
caracteristiques genétiques que I'exclouen d’aquest diagnodstic. Alguns limfomes fol-liculars
transformats es poden incloure en aquesta nova categoria. Aquesta categoria és heterogénia i
no es considera una entitat diferent, perd és util per a la classificaci6 de casos que no tenen
uns criteris de DLBCL o de BL classic. En la practica diaria, la utilitzacié d’aquesta categoria
diagnostica no ha estat facil.

Aquests limfomes son relativament infreqlients i es solen presentar en adults. En més
de la meitat d’aquests pacients la malaltia es presenta de manera generalitzada i sovint amb
una afectacié extraganglionar. A diferéncia del BL, en aquesta nova categoria no hi ha una
localitzacio preferencial a la regi6 ileocecal o oral. El moll d’os i la sang periférica també es
poden veure implicats. Els pacients debuten amb limfoadenopaties i masses tumorals en
regions extranodals, i d’altres poden tenir una presentacié leucémica (Swerdlow SH et al,
2008).

Morfoldgicament estan tipicament formats per a una proliferacié difusa de cél-lules
transformades de mida mitjana a gran amb limfocits petits barrejats i sense reacci6é estromal de

fibrosis. Es tipica la preséncia de macrofags constituint un patré de creixement en “cel
estrellat”, com també Il'alt nombre de figures mitotiques i apoptosis prominents que i
confereixen al tumor una aparenca de BL. La morfologia cel-lular és variable. En alguns casos
les cél-lules sén similars a les del BL, perd6 amb més varietat en la mida i contorn del nucli;
alguns casos sbén concordants amb el BL perd tenen un immunofenotip i/o caracteristiques
genétiques atipiques; altres casos tenen un immunofenotip que és concordant amb el BL perd
que tenen una mida nuclear variable que és intermédia entre el BL i el DLBCL, sovint també
amb un contorn nuclear irregular (veure taula 3). En alguns casos perd, d’'una manera més

ocasional, el nucli pot ser relativament petit i finament granular, semblant als nuclis del limfoma
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limfoblastic. Algun d’aquests Ultims casos han estat classificats com a “blastics”. Es necessaria
la tincié per a TdT per excloure aquests ultims casos dels casos de limfoma limfoblastic. Cal
remarcar, que els DLBCLs amb una morfologia més convencional i elevat index proliferatiu no
han de classificar-se dins aquesta categoria (Swerdlow SH et al, 2008).

La definicié genética d’aquests tumors tampoc és precisa. Entre un 35 i 50% de casos
tenen reordenaments del gen MYC, en molts casos no associat a reordenaments /Gs sino a
altres gens no definits. Al voltant d’'un 15% dels casos amb MYC reordenat poden presentar
reodenaments adicionals dels gens BCL2 i/o BCL6 reordenat. Aquests casos s’anomenen
“doublef/triple-hits”. El diagnostic d’aquesta nova categoria no s’hauria de fer en aquells casos
on la morfologia és tipica de DLBCL i existeix un reordenament de MYC; tampoc en els casos
tipics de BL en el quals no s’ha pogut demostrar el reordenament de MYC. De manera
contraria, 'OMS suggereix que si que hi haurien d’estar inclosos els DLBCLs que presenten el
reordenament de MYC amb un gen de les immunoglobulines com a Unica anomalia genética
(com és caracteristic en el BL) perd que presenten una morfologia atipica. Els estudis
citogenétics en casos de limfomes amb “dobles i triples-hit” han mostrat cariotips complexes, de
manera similar als tumors amb reordenaments de MYC amb gens diferents de les /Gs.
(Swerdlow SH et al, 2008). Els estudis d’expressidé génica han mostrat que alguns casos amb
“double-hit” tenen un perfil intermedi entre el BL i el DLBCL, o més similar al BL (Dave SS et al.,
2006; Hummel M et al., 2006).

Fenotipicament, aquests limfomes es caracteritzen per presentar expressié de
marcadors de linia B com CD19, CD20, CD22 i CD79a i també immunoglobulines, pero els
casos que reben el nom de “double-hit” poden no tenir expressié per a les 1Gs. En general, els
casos que entrarien en aquesta nova categoria son els que presenten un immunofenotip
suggestiu de BL (CD10+, BCL6+, BCL2- i IRF4/MUM1- o débilment positiu). Els casos que
morfoldgicament s’assemblen al BL poden ser col-locats ens aquesta categoria quan BCL2 és
moderat o altament positiu. L’index proliferatiu mostrat per Ki-67 és normalment elevat, la qual
cosa augmenta el diagnostic diferencial de BL, pero que en els casos publicats pot variar entre
un 50% i un 100% (veure taula 3)(Swerdlow SH et al, 2008). Aquests limfomes sén agressius i

les estratégies terapéutiques no estan del tot establertes.
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Taula 3. Caracteristiques morfologiques i immunofenotipes principals del BL, DLBCL i
d’aquesta nova categoria provisional.
BL BCLU DLBCL

Morfologia cel-lular

Tamany cel-lular

“Cel estrellat”

Citologia

Forma i mida del nucli

Nucleol

Citoplasma

Nomeés cél-lules de
mida petita o mitjana
Normalment present

Monomorfica

Rodona, oval i
intermédia
Multiple. de 2 a 5,
basofi

Basofil i sovint vacuolat

Barreja de cél-lules de mida
petita, mitjana/gran
Pot esser present
Minimament pleomarfica

Algunes irregulars de mida
intermédia/gran

Pot ser dnic, central i
prominent

Basofil, possible abséncia
de vacuoles

Frequent la preséncia
de cél-lules de mida
gran

Normalment absent
Variable

Predomini centreblastic
gran

Variable

Basofil i abséncia de
vacuoles

Immunchistoquimica

Proliferacia (Ki-67)

Expressia de CC10

Expressid de BCL2
Expressid de BCL6

EBV-EBER

>90% i homogenia

Paositiva

Negativa

Positiva

Positiu (segaons la
variant)

Al valtant d’'un 90%. pot ser
homa o heterogénia

Positiva

Variable; els cascs amb
dable hit solen ser positius

Positiva

Negatiu

Normalment <80% o
heterogenia

Variable; defingix el
subtipus GCB

60-70% positius
Majoria de casos

Narmalment negatiu

Els limfomes amb “double-hit” sovint tenen implicacié del moll d’os, de la sang periférica

i del sistema nervids central; i la gran majoria sén resistents a les terapies actuals, les quals
semblen ser independents de la complexitat de les altres anomalies citogenétiques i tenen un
mal pronostic (Tomita N et al., 2009; Snuderl M et al., 2010; Johnson NA et al., 2009). A més la
seva incidéncia s’ha relacionat amb un augment de l'edat, més del 30% dels pacients

presenten “double o triple-hits” en edats avangades (Swerdlow SH et al, 2008).
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2.4.- Limfoma plasmablastic.

El limfoma plasmablastic (PBL) és un DLBCL amb caracteristiques
immunofenotipiques similars als plasmablastes. En aquesta entitat no estan inclosos aquells
DLBCLs amb morfologia plasmablastica perd amb fenotip de DLBCL madur (expressant CD20 i
CD79a), els limfomes de cel-lula gran B ALK positius, ni els limfomes limfoproliferatius herpes
virus 8 (HHV-8) positius (Jaffe ES et al., 2011).

El PBL fou descrit per primer cop per Delecluse i collaboradors com un limfoma
agressiu de cél-lula B present a la cavitat oral en el context d’una infeccié pel VIH (Delecluse HJ
et al., 1997).

El PBL és rar i sol apareixer en el context d’'una immunodeficiéncia, sobretot en
pacients VIH positius, perd també en aquells pacients amb immunosupressio iatrogénica com a
consequiencia d’'un transplantament d’organs i en pacients amb malalties autoimmunes. El
limfoma plasmablastic €s un tumor principalment d’aparicié extraganglionar i té predilecci6é per
a la cavitat oral, perd també poden estar implicats altres regions, com la cavitat nasal, el tracte
gastrointestinal (incloent I'anus), la pell, I'os, teixits tous i el pulm6. L’afectacié ganglionar no és
frequent i no sol estar associada a la infeccié pel VIH (Colomo L et al., 2004)

Hi ha una notable predominanga masculina, on la majoria de pacients es troben entre la
quarta i la cinquena década de la vida. S’han descrit pocs casos en nens amb
immunodeficiéncia. La presentacié de la malaltia és en estadis avangats (Ill o IV) en la majoria
de pacients. L'IPI és de risc mig o elevat. EI PET pot mostrar implicacié dssia disseminada. Els
tumors amb caracteristiques de limfoma plasmablastic poden presentar-se en pacients amb
una historia préevia de neoplasia de cél-lula plasmatica, incloent el mieloma de cél-lula
plasmatica, o d’altres neoplasies de baix grau (Martinez D et al., 2013). Aquests casos
s’haurien de considerar transformacions plasmablastiques de mieloma o d’altres limfomes de
baix grau i distingir-los del limfoma plasmablastic primari (Jaffe ES et al., 2011).

El curs clinic de la malaltia és molt agressiu, i més de tres quartes parts dels pacients
moren a causa de la malaltia i tenen una supervivéncia mitja de sis o set mesos. Tot i aquest
comportament tant agressiu, la supervivéncia global dels pacients ha augmentat recentment a
causa dels nous tractament del VIH.

Histologicament, el limfoma plasmablastic es caracteritza per un infiltrat difus de
cél-lules cohesives amb un patr6é similar als casos amb mieloma de céllula plasmatica. Les
cél-lules solen presentar un unic nucli excéntric, nucléol prominent o periféric multiple, amb un
abundant citoplasma basofil. Pot presentar un patré de creixement forca cohesiu i és un
limfoma que pot donar lloc a un diagnostic de carcinoma. També es poden veure cél-lules
plasmatiques madures barrejades. Hi ha una alta activitat mitotica i les figures apoptotiques sén
nombroses. Es poden reconéixer dos subtipus morfoldgics diferents: els casos amb un citologia
monomorfa, blastics purs, i els casos que es caracteritzen per una diferenciacié plasmacitica,
en els que es barrejen cél-lules tumorals amb major diferenciacié plasmacitica (veure figura 6).
Aquests aspectes morfologics tenen interés donat que els casos amb una citologia monomorfa

s6n més freqlients en pacients VIH positius i son casos amb afectacio de la cavitat oral, nasal i
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area paranasal (tipus mucosa oral). Contrariament, els casos amb una diferenciacié
plasmacitica tendeixen a presentar-se en altres regions extranodals i en els ganglis limfatics i
poden associar-se a la preséncia de mieloma/plasmacitoma sincronic o metacronic. La
preséncia d'un elevat index proliferatiu, la localitzaci6 extranodal, un context
d'immunodeficiencia i la preséncia del virus Epstein-Barr sé6n marcadors utils per a fer un

diagnostic de limfoma plasmablastic (Colomo L et al., 2004).

Figura 6. Imatges de dos casos de PBL. La imatge A es correspon a un cas amb morfologia

monomorfa i la imatge B es correspon a un cas de PBL amb diferenciaci6 plasmacitica.

L'immunofenotip és similar al de les cél-lules plasmatiques, i usualment s’observa
negativitat o expressié débil de CD45, CD20, i PAX5. CD79a pot expressar-se de manera
variable en un 50% a 85% dels casos. El tumor expressa marcadors associats a la diferenciacié
plasmocel-luar, com CD38, CD138, IRF4/MUM1, XBP-1, BLIMP1. Les immunoglobulines
citoplasmatiques s’expressen entre un 50% i un 70% dels casos, la majoria de les quals sén
IgG i la cadena lleugera és kappa o lambda. CD56 és normalment negatiu a la mucosa oral,
perd també es poden observar en els casos amb diferenciacié plasmacitica, en particular
associats a neoplasia de cél-lules plasmatiques. L'expressi6 dEMA i de CD30 també és
frequent. El limfoma plasmablastic esta associat amb un elevat index proliferatiu (Ki-67>90%).
L’expressi6 de BCL6 és basicament negativa o focalment positiva. El reordenament de les
immunoglobulines és clonal. La hibridaci6 in situ pel virus Epstein-Barr és positiva en el 75%
dels casos i el patr6 de laténcia d’infeccié per VEB en les cél-lules tumorals és de tipus I. El rati
de positivitat per EBV és proxim al 100% en el tipus mucosa oral, associat amb la infeccié de
VIH. La preséncia de HHV-8 és absent (Colomo L et al., 2004; Jaffe ES et al., 2011).

Estudis amb aCGH han detectat que més del 40% dels casos presenten guanys
d’alguna regié6 cromosomica. Les regions cromosomiques més freqientment guanyades
inclouen: 1p36, 1p34, 1921-923, 7q11, 11q i 22g. Les regions cromosomiques que es perden
en aquestes neoplasies es presenten al voltant d’'un 23% dels casos i sbn més heterogénies
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(Chang C et al., 2009). El coneixement des de el punt de vista genétic d’aquests tumors és

baix.
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2.5.- Limfoma de cél-lula gran B ALK positiu

El limfoma de cel.lula gran B ALK positiu (ALK+ LBCL) és una variant agressiva del
DLBCL amb expressié d’ALK que va ser descrita per primera vegada per Delsol i col-laboradors
a lany 1997. Les cél-lules neoplasiques d’aquest limfoma es caracteritzen per la seva
semblanga a céllules transformades amb diferenciacié terminal B i fenotip de ceél-lula
plasmatica (Delsol G et al., 1997).

Es un limfoma amb una molt baixa incidéncia i a la literatura hi ha menys de 50 casos
publicats (Reichard KK et al., 2007). L’edat mitja dels pacients és al voltant dels 36 anys i de
predomini masculi. Es sol manifestar en estadis avangats i la localitzacié6 majoritaria és la de
territoris ganglionars. No hi ha associaci6 amb immunosupressio. Els pacients tenen una
esperanca de vida baixa que sol estar al voltant dels 11 mesos (Laurent C et al., 2009).

La morfologia de les céllules tumorals té una aparenga immunoblastica o
plasmablastica on la infiltracié sinusoidal és frequent (veure figura 7). Degut a la seva
morfologia falsament cohesiva, de vegades es pot confondre amb un carcinoma, perd a
diferéncia d’aquests ultims, no presenta positivitat per a les citoqueratines. Practicament no
expressa marcadors de cél-lula B; I'expressié de CD20 sol ser negativa o débilment positiva i
focal, de la mateixa manera que I'expressid de CD30. La practica totalitat dels casos son
positius per marcadors de ceél-lula plasmatica com CD138 i també EMA. La majoria de casos
expressen la cadena pesada IgA. L'expressio d’ALK és present en tots els casos, donat que és
el marcador que el defineix com a entitat (veure figura 7). Tots els casos sén EBV negatius
(Swerdlow SH et al, 2008).

Figura 7. Imatge A corresponen a la hematoxilina-eosina d'un cas ALK+ LBCL. Imatge B

corresponent a I'expressié d’ALK on s’evidencia un patré citoplasmatic granular.

La sobreregulacié del gen ALK esta deguda principalment al seu reordenament. La

parella més comuna del reordenament és el gen de la Clatrina (CLTC) en la t(2;17)(p23;923).
També s’ha descrit com a parella del reordenament el gen de la nucleofosmina (NPM1)
1(2;5)(p23;935), el qual esta associat a una sobreexpressié d’ALK nuclear i citoplasmica. En

total a la literatura fins ara s’han descrit 7 regions cromosomiques i/o gens implicats en el
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reordenament d’ALK en els casos d’ALK+ LBCL (veure figura 8) (Shi M et al.,, 2011; Van
Roosbroeck K et al., 2010; Stachurski D et al., 2007; Onciu M et al., 2003; Adam P et al., 2003;
Rudzki Z et al., 2005; Gascoyne RD et al., 2003; Cerchietti L et al., 2011; Zhang D et al., 2009;
De Paepe P et al., 2003; Chikatsu N et al., 2003; McManus DT et al., 2004; Bubala H et al.,
2006; Isimbaldi G et al., 2006; Reichard KK et al., 2007; Momose S et al., 2009). Donada la
baixa incidéncia d’aquest tumor, la seva biologia no es coneix massa bé.

Figura 8. Les diferents parelles de reordenament d’ALK que hi ha descrites en ALK+ LBCL a la

literatura. Entre paréntesi figuren el nombre de casos publicats amb aquesta translocaci6.
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3.- MYC: gen i proteina

El gen MYC (antigament conegut com a c¢-MYC) esta localitzat al bra¢ llarg del
cromosoma 8 (8g24) i és membre d’una familia de gens que inclou MYCN i MYCL, els quals
varen ser dels primers gens descrits amb capacitat de transformaci6 cel-lular. MYC esta format
per tres exons: I'exd |, que no és codificant, i pels exons Il'i lll, que presenten multiples pautes
obertes de lectura que el codifiquen com a factor de transcripcié (Dang CV, 2012) (veure figura
9). La senyal de comencament de la traduccié de I'ex6 2 genera una proteina nuclear de 439
aminoacids (64KDa).

Figura 9. Localitzaci6 i estructura del gen MYC
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MYC pot activar i reprimir molts gens diana a través de diversos mecanismes, pero el
millor caracteritzat és I'activacioé de les dianes per mitja de la caixa E de MYC (MYC box E) que
conté un domini d’'unié al DNA CACGTG. La caixa E de MYC es troba en el domini C-terminal
juntament amb la regi6é basica, la regié “helix-loop-helix” i la regié “leucine zipper” (b/HLH/LZ)
(Dang CV, 2012). El domini C-terminal li permet formar un dimer amb la proteina MAX. MYC-
MAX pot activar o reprimir la transcripcié génica a través del reclutament de complexes
especifics que modifiquen la cromatina. Tant el domini C-terminal com el domini de transcripcié
N-terminal sén essencials per a l'activacio i repressié del gens diana de MYC. ElI domini N-
terminal inclou tres regions conservades anomenades caixes MYC (MYC boxes): MYC |, MYC
II'i MYC Ill, que s6n necessaries per a la completa activitat transcripcional (Meyer N et al.,
2008). Aquest domini conté dues regions de fosforilacié que estan implicades en I'estabilitat de
la proteina: la Serina 62 i la Treonina 58 (Klapproth K et al., 2010). Es a dir, que l'activitat
transcripcional de MYC esta regulada per la fosforilaci6 de la Serina 62 seguida per la
fosforilacié de la Treonina 58 i la subseqiient degradacié pels proteosomes un cop que ja ha
realitzat les seves funcions (veure figura 10).
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Figura 10. Representacidé esquematica de les regions de la proteina MYC.

Dominmi de transactivacio Dimeritzacid
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E box: 5’-CACGTG

MB: dominis Myc box; NLS: senyal de localitzacié nuclear; B: seqiiencia d'unid especifica del DNA4; LZ: leucine zipper; HLH:
helix-loop-helix; T58: regié de fosforilacid a Treonina 58; S62: regid de fosforilacid a Serina 62.

L’activacié oncogenica de MYC succeeix quan MYC es sobrexpressa o es desregula en
els tumors. Aquesta activaci6 oncogénica causa transformacié de cél-lules en cultiu i
tumorogénesis en models animals. MYC regula I'expressio de més del 15% de gens cel-lulars.
Promou el creixement cel-lular activant gens que augmenten el metabolisme i la biogénesi
mitocondrial, i la biosintesi d’acids nucleics, ribosomes i proteines. MYC també és un mediador
important de la progressio del cicle cel-lular, activant gens proliferatius que codifiquen per
proteines tals com la ciclina D1, i inhibint proteines anti-proliferatives tals com inhibidors
quinases dependent de ciclina. Aixi, MYC condueix la cél-lula des de la fase G0/G1 a la fase S
del cicle cel-lular. MYC també juga un paper important a I'apoptosi, estabilitzant la proteina pro-
apoptotica i supressora de tumors p53 i, de manera indirecte, inhibint les proteines anti-
apoptotigues com BCL2, induint I'expressié de la proteina pro-apoptotica BIM i estimulant la
sortida del citocrom C de la mitocondria (Slack GW et al., 2011).
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4.- L’oncogen MYC en el desenvolupament de la cél-lula B i en la limfomagénesi

Es ben conegut en estudis de biologia tumoral que I'activacié d’oncogens individuals o
bé la pérdua individual de gens supressors de tumors no és suficient per a induir la formacié de
tumors o tumorogénesi. Per a iniciar un procés tumoral es necessita més d’'una mutacié per
cél-lula. El primer model transgeénic animal que es va utilitzar per estudiar la cooperacié de
diferents processos mutagénics en la formacié de tumors va ser el gen MYC en la formacié de
limfomes o limfomagénesi. En aquests ratolins transgénics, MYC s’expressava sota el control
de “'enhancer” o activador del gen de la cadena pesada de les immunoglobulines(“ratolins Eu-
MYC”). La sobreexpressié de MYC en ratolins transgénics comporta una expansio policlonal de
cél-lules B precursores, pero no s’arriba a desenvolupar una neoplasia monoclonal fins que no
apareixen altres anomalies genétiques acompanyants al reordenament de MYC. En estudis
posteriors que utilitzaven sistemes de mutagénesi d'insercié retroviral varen identificar
oncogens que col-laboraven amb MYC i que acceleraven la limfomagénesi (Van Lohuizen M et
al.,, 1991). Aquests estudis van mostrar I'existéncia d’'una cooperacié de diferents oncogens
amb MYC, el que conduia a una desregulacié de la seva expressid i una conseqient
proliferacié cel-lular; al mateix temps aquesta desregulacié induia alteracions en els
mecanismes de la mort cel-lular o apoptosi (Naud JF et al., 2007). Diversos estudis en aquesta
linia han suggerit que la supressi6é de I'apoptosi induida per MYC és el mecanisme principal a
través del qual els oncogens cooperen amb MYC durant la limfomagénesi.

En els organs hematopoétics, MYC és necessari per als estadis primerencs de
desenvolupament de la cél-lula B i T en el moll d’'os i en el timus, respectivament. En els
centres germinals, MYC és un regulador clau ja que és essencial per a la seva formacié i
manteniment (Vallespin6s M et al., 2011; Douglas NC et al., 2001). Després de la trobada de
'antigen en els teixits limfoides secundaris, les cél-lules B activades actuen conjuntament amb
les cel-lules folliculars dendritiques (CFD) i les cél-lules T fol-liculars que constitueixen els
centres germinals, els quals donen lloc a dues arees: la zona clara, on les céllules B
interactuen amb I'antigen, amb les CFD i amb les cél-lules T antigen-especifiques, i la zona
fosca, on les cél-lules es divideixen rapidament. L’expressiéo de MYC en el desenvolupament
dels centres germinals esta restringida a I'inici de I'expansié de les cél-lules B després de la
presentacié antigénica i en els estadis immediats de transici6 entre les zones del centre
germinal. Estudis recents han localitzat I'expressié de MYC en una petita fraccié de cél-lules B
de la zona clara i han demostrat que aquesta expressié depén de I'antigen i de les interaccions
de les cel-lules T afins. Les cél-lules B de la zona clara del centre germinal que expressen MYC
presenten un fenotipus activat i s’estan dividint, la qual cosa suggereix que es troben sota una
seleccié positiva (tipificada per I'expressid del factor de transcripcié IRF4). Pel contrari, les
cél-lules B proliferatives perd de la zona fosca els manca aquesta expressié, com a la majoria
de céllules B de la zona clara (Calado DP et al., 2012) (veure figura 11 12).

En els centreblastes, I'expressié de MYC es veu reprimida per la transcripcio del factor
BCL6, i consequientment les cél-lules de la zona fosca del centre germinal que sobrexpressen

BCL6 els manca expressié6 de MYC. Contrariament, les cél-lules B de la zona clara que
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expressen MYC generalment els manca expressié de BCLG6, la qual cosa facilita I'expressi6é de
'oncogen. La uni6 de BCL6 a la regié promotora del gen MYC contribueix a la relacié inversa
entre I'expressioé de MYC i I'expressié de BCL6 (Dominguez-Sola D et al., 2012). Tot i aixi, quan
MYC es reordena es poden perdre els llocs d’uni6 de BCL6 en el gen MYC, i si el
reordenament de MYC és amb un dels gens de les IGs, els poderosos activadors (“enhancers”)
de les IGs que promouen la sobrexpressi6 de MYC també estarien vencent aquest efecte
represor de BCL6 sobre MYC. Les cél-lules B del centre germinal a més, necessiten canviar
rapidament els estadis funcionals entre la zona clara i la fosca, i MYC és un candidat idoni per a
regular aquest canvi dinamic.

El patré especific d’expressio de MYC durant el desenvolupament del centre germinal
té implicacions per a I'enteniment de la limfomagénesi conduida per MYC. Les translocacions
cromosomiques que impliquen el gen MYC succeeixen en quasi tots els casos de BL i en
aproximadament un 10% dels DLBCL. Aquestes translocacions semblen ser processos inicials
del BL perd processos progressius en el DLBCL. El descobriment de que en condicions
normals les cél-lules B de la zona clara expressen MYC suggereix que els reordenaments de
MYC en el BL es podrien donar en aquestes cél-lules de la zona clara, malgrat que les cél-lules
neoplasiques del BL tinguin un patrd d’expressié génica similar al de la zona fosca. A més, s’ha
pogut comprovar que I'expressié d’AID, I'enzim responsable d’induir trencaments de la doble
cadena del DNA, és més elevada en les cél-lules B de la zona fosca que en les de la zona clara
que expressen MYC, la qual cosa assegura que els reordenaments de MYC en la zona clara
siguin fets rars (Dominguez-Sola D et al., 2012).

En els BLs humans succeeixen una varietat d’'anomalies genétiques que s’associen als
reordenaments de MYC. Recentment, s’han descrit mutacions que afecten el factor de
transcripcio TCF3 (E2A) i el seu inhibidor el gen /D3, la majoria de les quals disminueixen la
inhibicié de ID3 sobre TCF3 (Schmitz R et al., 2012). El resultat és I'activacié del programa
d’expressio génica de TCF3 en el BL, el qual és una caracteristica inherent de les cél-lules B
normals del centre germinal. Una conseqiiéncia principal de l'activitat de TCF3 en el BL és
promoure l'activitat de PI3K, en part deguda a I'augment de senyalitzacié del receptor de
céllula B (BCR). En cél-lules B de ratolins la coexpressio de MYC i la de la subunitat catalitica
de PI3K dona lloc a limfomes agressius amb fenotipus igual al de BL huma (Sander S et al.,
2012). Aixi doncs, les senyals de PI3K semblen ser necessaries per a permetre a les cél-lules B
del centre germinal tolerar la prolongada sobrexpressié de MYC, la qual se sap que és toxica
en les cel-lules normals en abséncia de factors de creixement. En cél-lules normals de la zona
clara que expressen MYC, l'abundant activitat de la via de NF-kB mitiga aquesta toxicitat
(Dominguez-Sola D et al., 2012; Victora GD et al., 2012). Per altra banda, TCF3 té una major
expressiod en les cél-lules de la zona fosca, la qual cosa podria explicar perqué les cél-lules del
BL malgrat expressar MYC tenen un fenotipus de cél-lula de zona fosca (Schmitz R, Nature
2012).

Figura 11. El paper de MYC en els centres germinals i en alguns limfomes derivats del centre
germinal. Adaptacié de Arthur L. Shaffer AL et al., 2012.
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Malgrat que els estudis recents han incrementat el coneixement sobre la biologia de
'oncogen MYC, encara desconeixem molt quin és l'impacte de la seva implicacié en la

patogenesi i comportament bioldgic dels limfomes B agressius
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5.- Desrequlacié de MYC en els limfomes B agressius.

La preséncia del reordenament de MYC, tant com una primera alteraci6 citogenética o
al mateix temps que d’altres alteracions genétiques, ha estat descrita en diferents neoplasies
limfoides com el limfoma de Burkitt classic, el DLBCL, el limfoma no classificable amb
caracteristiques intermédies entre BL i DLBCL (BCLU), el limfoma limfoblastic (LBL) TdT positiu
i la leucémia de cél-lula B limfoblastica aguda i leucémies de B madures (veure figura 13). El
reordenament de MYC també pot ocoérrer com un procés secundari essent un mecanisme
involucrat en la transformacié de limfomes més indolents a limfomes d’alt grau. Les alteracions
secundaries de MYC han estat descrites en el limfoma fol-licular, en el limfoma de cél-lules del
mantell, en el mieloma de cél-lules plasmatiques i en el limfoma esplénic de cél-lules velloses
(Jaffe ES et al., 2011).

Figura 13. Esquema de la implicacié del reordenament de MYC en els limfomes de cél-lula B.
Adaptacio de Jaffe ES et al, 2011)

Leucémies de cél-lules B

madures |G positives amb Michmizisil st SRS

5 amb reordenament de
reordenament de MYC i BCL2 MYC i BCLZ
DLBCL: \ / BL classic:
CD10+/-, CD10+,
BCLG +/-, +<—— Reordenament de MYC ——* BCLé+,
BCL2 +/-, BCL2-,
Ki67<100% Ki67~100%

/

Limfoma inclassificable d’alt grau:

CD10 +/-,
BCL6 +/-, Leuceémia de Burkitt o
BCL2 + L3-ALL
Ki67~70-95%

Reordenament de mMYC 1 BCLZ

En la present tesi em centraré en la desregulaci6 de MYC en el DLBCL, BL, BCLU,
PBL i ALK+ LBCL.
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5.1.- MYC en el limfoma difus de cél-lula gran B

El reordenament del gen MYC s’ha descrit entre el 6% i el 14% de casos amb DLBCL
(Akyurek N et al., 2012; Barrans SL et al., 2010; Green TM et al., 2012; Horn H et al., 2013;
Hummel M et al., 2006; Johnson NA et al., 2012; Klapper W et al., 2008; Niitsu N et al., 2009;
Savage KJ et al., 2009). Aquesta freqliéncia és més alta en pacients VIH positius i en casos de
presentacio extranodal (Jaffe ES et al., 2011). Existeix una certa tendéncia de I'associacié del
reordenament de MYC amb un perfil fenotipic GCB, donat que entre un 50-80% dels casos
amb MYC reordenat expressen aquest fenotip (Niitsu N et al., 2009; Savage KJ et al., 2009,
Barrans SL et al., 2010). Aquest reordenament forma part de la preséncia d’altres alteracions
genétiques, és a dir, els casos de DLBCL amb reordenament de MYC solen formar part de
cariotips complexes. MYC en aquests casos acostuma a reordenar-se amb els gens de les /Gs
en un 60% i en un 40% de casos es reordena amb gens no-IGs (Hummel M et al., 2006).

La preséncia del reordenament del gen MYC és un indicador de mal pronostic en
DLBCL tant en I'era pre-Rituximab (Kramer MH et al., 1998; Hummel M et al., 2006; Le Gouill S,
Haematologica 2007; Tibiletti MG et al., 2009; Obermann EC et al., 2009) com a 'era Rituximab
(Savage KJ et al., 2009; Barrans SL et al., 2010; Stasik CJ et al., 2010; Yoon SO et al., 2008).
Estudis d’expressié génica han demostrat que els casos de DLBCL amb reordenament de MYC
presenten un mal pronostic (Dave SS et al., 2006; Hummel M et al., 2006). EI mal pronostic
d’aquests pacients no es deu Unicament als reordenaments de MYC. La preséncia d’elevada
activitat transcripcional del gen o 'augment en el nombre de copies del gen, independentment
del reordenament de MYC, també sembla conferir menor supervivéncia dels pacients (Kluk MJ
et al., 2012; Schrader A et al., 2012; Stasick CJ et al., 2010; Yoon SO et al., 2008).

L’aplicacié d’un nou anticos monoclonal validat en mostres en parafina, esta associant
la preséncia d’aquest reordenament amb la sobrexpressié de la proteina (Ruzinova MB et al.,
2010; Tapia G et al., 2011; Green TM, Nielsen O et al., 2012). S’ha suggerit que una elevada
sobreexpressié de MYC pot estar associada amb una inferior supervivencia global en pacients
tractats amb R-CHOP (Kluk MJ et al., 2012).
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5.2.- MYC en el limfoma de Burkitt

El factor més important implicat en la patogénesi del BL és el reordenament de
'oncogen MYC (Dalla-Favera et a., 1982). En el BL classic la 1(8;14)(q24;q32) esta present en
aproximadament del 75% al 80% dels casos, mentre que les seves variants la t(8;22)(q24;q911) i
la t(2;8)(p12;924) s6n menys freqients. A nivell molecular la t(8;14) i les seves variants
col-loquen el gen MYC localitzat a la regi6 8924 al costat d'un dels gens de les
immunoglobulines /G: el gen de la cadena pesada (IGH) localitzat a la regié 14932, el gen de la
cadena lleugera kappa (/GK) localitzat a 2p12, o bé el gen de la cadena lleugera lambda (/GL)
a la regi6 22q11 (veure figura 14). Com a resultat d’aquestes translocacions amb els gens de
les IGs, es perd el control de d’expressié normal de MYC conduint a I'expressié constitutiva de

la proteina a través del cicle cel-lular (Au WY et al., 2004).

Figura 14. Esquema representatiu de les diferents translocacions de MYC amb els gens de les

cadenes pesades i lleugeres de les immunoglobulines.
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Els punts de trencament del gen MYC a la regi6 8924 depenen de les parelles de la
translocacio i presenten una considerable variaci6 inter-individual. En el cas de la 1(8;14)
classica, els punts de trencament de la regié 8924 succeeixen a la regié centromérica (5’) del
gen MYC. Aquests punts de trencament s’han classificat segons la seva posicié respecte al
gen. Les translocacions amb punts de trencament en el primer ex6 o intr6 de MYC (5’) s’han
anomenat de classe |, aquelles translocacions que impliquen els punts de trencament
immediatament després de les anteriors han rebut el nom de classe Il, i aquelles que presenten
punts de trencament més distants sén les anomenades de classe lll. En els casos de BL
esporadic o associat a immunodeficiéncia, les translocacions de classe | i Il sén les més
predominants, mentre que en els casos de BL endémic les més comuns sén les de classe |l
amb punts de trencament que poden separar-se centenars de kilobases del gen MYC. La
t(8;14) comporta I'activacié de MYC en el derivatiu del cromosoma 14 mantenint intacte la regié
codificant del gen. Les variants de la 1(8;14) classica, tant la t(2;8) com la 1(8;22) comporten la

desregulacié de MYC en el derivatiu del cromosoma 8, degut a la juxstaposici6 dels gens IGK o
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IGL. Els punts de trencament del cromosoma 8 en aquestes variants estan localitzats a I'extrem
(38’) de MYC i poden localitzar-se a més de 2 Mb en el sentit telomeéric del gen. Aquests punts
de trencament reben el nom de regié variant de Burkitt tipus 1 (BVR1) i regi6é variant de Burkitt
tipus 2 (BVR2) (veure figura 15) (Manolov G et al., 1986; Henglein B et al.,1989; Joos S,
Haliska FG et al., 1992; Joos S, Falk MH et al., 1992; Zeidler R et al., 1994; Siebert R et al.,
1998; Cario et al., Ratsch A et al., 2002; Haralambieva E et al., 2004; Einerson RR et al., 2006).

Figura 15. La regi6 8924, el gen MYC i els diferents punts de trencament descrits en el BL.
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Els reordenaments de MYC amb les /Gs en el BL es consideren fets primaris en aquest
limfoma. Aquests reordenaments formen part d’'un cariotip simple, és a dir, d’un cariotip sense o
amb poques alteracions addicionals. Aproximadament en més de la meitat d’estudis de
citogeneética convencional en BL no s’han trobat alteracions secundaries al reordenament de
MYC. En aquells casos on s’han detectat alteracions secundaries, s’ha observat que les més
freqlients son els augments en el nombre de copies que implica 1q, el cromosoma 7 i el 12, i
les pérdues de 6q, 13q i 17p. L’augment de la complexitat cromosomica esta associada a un
pitjor prondstic en el BL (de Souza MT et al., 2011; Toujani S et al., 2009).

El gen MYC podria realitzar com a minim dues funcions principals en el BL: participar
en la proliferacié cel-lular i en la desregulacio de I'expressio de les molécules HLA de classe |, a
més d’ajudar a les cél-lules tumorals a evadir el control immunitari de I'hoste (God JM et al.,
2010). El gen MYC també esta implicat en la induccié al dany al DNA; I'aturada de la reparacié
de la doble cadena de DNA comporta 'augment de translocacions cromosomiques. L’expressio
constitutiva de MYC també s’ha descrit en 'augment de I'angiogénesi i la limfangiogénesi
(Ruddell A et al., 2003).

Les respostes a la sobreexpressié de MYC no només augmenten la proliferacié cel-lular
sind que també promouen l'apoptosi. Les alteracions genétiques addicionals que poden
aparéixer poden transformar les senyals d’apoptosi associades a MYC, incloent alteracions
d’altres gens que es solen trobar en casos de BL, mutacions del propi gen que anul-len la
senyal d’apoptosi, o bé la infeccié per EBV (Thorley-Dawson DA et al., 2008). Tot i que la
sobreexpressié de MYC és una troballa freqlent en els casos de BL, aquesta sobreexpressié
per si sola és insuficient per a induir el limfoma. Com s’ha descrit a l'apartat 3, la
sobreexpressié de MYC en ratolins transgénics comporta una expansio policlonal de cél-lules B
precursores perd no un desenvolupament de neoplasia monoclonal fins al cap d’un temps i per

a l'aparicio d’altres anomalies genétiques. Aquestes troballes suggereixen que tot i que el gen
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MYC és important per al desenvolupament del BL, aquest pot ser més un cofactor o un pas
inicial que requereix d’alteracions genétiques addicionals per a desenvolupar el fenotipus
maligne complet.

S’ha demostrat que I'AID és necessaria per al trencament de la doble cadena de DNA
en la regié promotora del gen MYC; aquest fet juntament amb la formacié de trencaments en el
gen de I'lGH, estableix el paper de I'AID en la translocaci6 IGH-MYC en les céllules B
neoplasiques. La proximitat espaial d’aquests dos gens en el nucli podria també participar en la
formacid de la translocacié (Ramiro AR et al., 2004). Es dificil poder determinar una funcié
especifica de 'oncogen MYC en el BL donat que també podem trobar alteracions del gen en
altres limfomes B.

L’oncogen MYC es troba desregulat en la practica totalitat de casos de BL, tant a través
de mecanismes de reordenament com de mutacio del gen. La preséncia de mutacions del gen
MYC so6n molt frequents sobretot en els casos de BL endémic amb la t(8;14) (Albert T et al.,
1994). Aquestes mutacions de MYC poden alterar la transcripcié del gen o influenciar en la
fosforilaci6, estabilitat i activitat de la proteina (Niklinski J et al.,2000). Tot i aixi, al voltant d’un
10% de casos amb BL o amb un perfil molecular de Burkitt, no es detecta el reordenament de
MYC (Haralambieva E et al., 2004; Hummel M et al., 2006). Algunes investigacions
suggereixen l'expressio alterada d’alguns micro-RNAs com a possibles contribuents a la
patogenesi (Leucci E et al., 2008; Onnis A et al., 2010).
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5.3.- MYC i el limfoma de cél-lules B, no classificable, amb caracteristiques intermédies

entre limfoma difus de cél-lula gran i imfoma de Burkitt.

Aproximadament entre el 35% i el 50% dels casos presenten un reordenament de la
regié 8q24/gen MYC. Tot i aixi, mentre el gen MYC en el BL es reordena amb un dels gens de
les immunoglobulines, molts dels casos d’aquesta nova categoria ho fan amb altres gens que
no pertanyen a les immunoglobulines. En aquestes translocacions els punts de trencament de
MYC es troben a la regié més telomérica i s6n similars als punts de trencament de les variants
de les IGs de cadena lleugera del BL (Jaffe ES et al., 2011).

Un 15% del casos tenen BCL2 reordenat, algunes vegades juntament amb el
reordenament de MYC (els anomenats limfomes amb “double-hit”). La positivitat de BCL2 en un
cas que d'una altra manera podria ser classificat de BL pot suggerir la possibilitat d’'un limfoma
amb “double-hit”. Els limfomes que préviament havien estat classificats com a limfomes “Burkitt-
like”, poden tenir una elevada freqiiencia de casos amb reordenament de MYC i BCL2 o amb
“double-hit”. D’'una manera menys freqiient també trobem el reordenament de MYC amb BCL6
o CCND1. També es poden donar casos amb reordenament de MYC, BCL2 i BCL6, els

anomenats “triple-hits”.

Taula 4. Resum del trets genétics caracteristics de la nova categoria i de BL i DLBCL.

BL BCLU DLECL
Reordenament de MfYC Present FreqUent Rar
IG-MYC Present Sovint Rar
No IG-IFYC Absent Sovint Rar
“Daoble-hit” Absent Sovint Rar
Cariotip Simple Sovint complex Frequent complex
Reordenament de BCL2? o
BCL6 perd sense Absent Rar Frequent
reordenament de MYC
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5.4.- MYC en el limfoma plasmablastic.

La desregulacio del gen MYC en el limfoma plasmablastic fou descrita per primer cop
per Dawson i col-laboradors en un pacient VIH positiu amb presentacié de la neoplasia a la
cavitat oral (Dawson MA et al., 2007). Altres casos aillats o petites séries han descrit també la
preséncia d’aquest reordenament en PBLs (veure taula 5).

Malgrat el baix nombre de casos de PBLs amb reordenament de MYC descrits a la
literatura, la parella del reordenament era el gen de les /Gs, sobretot el gen de la cadena
pesada IGH. En aquells casos en els quals es va poder realitzar estudis de citogenética
convencional es va observar un cariotip complex acompanyant al reordenament de MYC en la
majoria d’ells (Seegmiller AC et al., 2010; Bogusz AM et al., 2009; Chuah KL et al., 2009;
Yotsumoto M et al., 2009; Taddesse-heath L et al., 2010).

Taula 5. Estudis de citogénetica convencional en els PBLs publicats a la literatura que presenta

reordenament de la regi6é 8q24.

Autor Cariotip
Chuah KL &f al. 48, XY, t(8:14)(q24:;932), t(20;22)(q13.3;q13) [20]
Yotsumoto M et al. 48, XY, t(8:14)(g24,;932), add({14)(q32),der(21)t(1:21){q12;p11) [20]

47 XY add(6)(p23),+7,add(8)(p23),t(8;14)(q24.1;q32),der(13)t(13;15)(p12;q13),
der(21)t(1;21)(q12;922) [13)/46,XY [7]

48-49 XX del(1)(p34.1p36.3),add(2)(p11.2), add(2)(q31).der(@)t(8;8)(p23;911.2),
der(8)t{8;14)(24.1;G32), add(9)(p22), der(12)t(1;12)(g21;p13)ins(12,2)(p13:7)

add(12)(q24.1), add(13)(p11.2), add(14)(q32), der(14) add(14)(p11.2)
t(8:14)(024.1;932),+15,add(16)(q22),add{17)(p11.2), add(21)(¢22),43-4 mar [cp4]

Bogusz AM ef al.

Seegmiller AC of af. 46, XY, t(8;14)(q24.1,432) [20]

83-85,0(-Y,+1,der(1)t(1;1)(p32;q25),+2,+3,+4,+6 del(B)(q25)x2,+7 +7 t(8;14)
Taddesse-Heath L ef al. (024.1;932p2,+10,+12,2dd(13)(q34),+16,psudic(16;1)(q12;p13),
+17,+18,+19,+20,+22,+mar{cp20]

47-49 X, +X -, der(1)t(1;4)(q21;p12),+3,del(3)q(13.2q23)x2,+5,+6 der(6)psu
dic(6;13(p25;p36.3) ins (6;?)(p257), t(7;10)(q22;g22).t(8;22) (q24.1;q11.2), add11
(923),-13,-20[cp20]

46X, 1(2;8)(p12;024.1),-4.der(B)t(5:6)(p12,025),+7,+15, der(15;17)(q10:910),
+20[6]/46,XY[14]
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5.5.- MYC en el limfoma de cél-lules grans B ALK positiu

Es coneix ben poc sobre la preséncia d’alteracions genétiques de MYC en els ALK+
LBCLs, en part deguda a la poca freqiiéncia d'aquests limfomes. De la literatura publicada
sobre aquests limfomes fruit de técniques de citogenética convencional o a partir de CGH s’han
descrit alteracions numériques de la regié 8924 en un context de cariotip complexe, i la majoria
de les vegades aquestes alteracions implicaven a tot el cromosoma 8 (veure taula 6) (Cerchietti
L etal, 2011 ; Shi M et al., 2011; Zhang D et al., 2009;De Paepe P et al., 2003 ; Adam P et al.,
2003; Stachurski et al., 2007 ; Ishii K, et al., 2005).

Taula 6. Recull de les alteracions del cromosoma 8 descrites en ALK+ LBCLs.

Autor Cariotip o CGH

Cerchietti L ef a/. 74-91, JO00K, del(1)(p10g35), t{Z;17)(p23;q23)x2, add(2)(p11),
der(t(4;15)p14;q15), add{7)(q34-q35x2, add{17)(p11)%2, inc [cp15] # guanys:
1q, 3913.31-qtel, 8, 11p13, 19p. Perdues:1p, 2q22.1-qgtel, 4q12-gtel, 7936.3, 10,
13911-921.32, 13921.33-q22.2, 17ptel-p13.1, 17922, 19q, Xp21.1-921.31, Xq21.33-
022.1, Xq22.3-qtel.

Shi M et af. 76-79, der(Xt(X;2)(q21;p23)x2, -Y, -Y, -1, dic (1;14)(p36.1;p11.2), del(2)(p23)x2,
del(3)(q27)x2, add(4)(q21), -5, add(5)(p13), add(B)(q21), del(B)(q21),
add(7)(q11.2)x2, -8, der(8:3)(q10:q10), add(8)(q24)x2, -9, -10, -11, add(12)(q13),
del(12)(p11.2), der(12)t(2;12)(p23:924.1), +13, -14, -14, -15, add (15)(p11.2), -17, -
17, +19, add(19)(p13)x2, 22, -22,-22, +1-2 mars

Zhang D e ai. 85-87 XXY, i(1)(q10), add(2)(p23), +3, dic(3)t(3:7)(p23;q11.2), +3, +deli4)(q21),
+del(53(q13), +der(5)t3:5)(p13:q22), +6, +del(7)g11.2), +8, add(9)(q34.1),
1(9:14)(q13;932), add(11)(p14), i(11)(g10), der(13;13)(g10;q10),
der(15)t(1;15)(q21;p13), -16, 17x2, +18, +18, +20, +21

De Paepe P efal. | 46-47 XX, i(1)(q10),der(2) add(2)(p131(2;3)(q37:921), der(5)t(3:5)(q25:934),
add(6)(q10), +der(B)t(6;14)(p21:q11), +8, del(10)(p12), 7inv(12) (q15q24), -
14,add(17)(p11), add(17)(q15), +19, inc[cp7]

Adam P ef al. 35-48,XY,~1 t(1:14)(q210r23:¢32), {(2:5)(p23:935), -4, +der(8), inv(11)(p11p15),
der(11)t(7:11)(q220r31;921), =11, der(14)t(1;14)(q210r23;932),+21

Stachurski D ot af. 87, X, -X, =Y, -Y, + 1, add(1){p13)2, +6, add(6)(q12)x2, -8, add(8)(p11.1), -9, -10, -
18, + mar

Ishii K ef af. 82, XY, add (X){(g22), +1, add(1){p11)x2, -2, add (2), +3, add(5)(q31)x2, +del(6)(q?),
+8, +add (11)(p15), +12, -14, +186, del (16)(p13)x2, +18, +mar1, +mar2, +mar3,
+mar4x2, +marS, +marg, +mar7 [cp6] // 83, idem, +add (3)(p13), -4, del (6), +7,
t(7;8)(p15;p23), 79, -del(18), +17, add(18)(p11), +21, -mar2, +mar [1] # 81, idem, +
add(3)(p11), add(3)q12), -6, -15, -del(16), -18, -mar2, -marS, -mar?, +Smar [1] /
46, XY [4]
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Es ben conegut a la literatura que MYC s’expressa prototipicament en totes les variants
de BL (endémica, esporadica i associada a immunodeficiéncia), i normalment succeeix com a
resultat de translocacions equilibrades. La preséncia del reordenament de MYC és part
essencial en el diagnostic de Burkitt, perd no és especific d’ell. Els limfomes de cél-lula B amb
preseéncia del reordenament de MYC perd que no sén BL solen ser clinicament agressius, més

resistents a terapies estandard, i associats a una mortalitat més elevada.

Sobre aquestes premises, aquesta tesi es planteja d’acord amb les segients
hipotesis:

1.- Les alteracions genétiques de MYC poden tenir impacte prondstic en pacients amb DLBCL
de novo tractats amb R-CHOP (Treball 1).

2.- La repercussi6 a nivell proteic de les alteracions genéetiques de MYC no estan ben definides.
Els reordenaments de MYC donen lloc a una sobreexpressidé de la proteina. L'expressio
proteica de MYC no s’ha correlacionat amb les seves alteracions genetiques. La implicacié
pronostica de I'expressi6é proteica de MYC en DLBCL de novo tractats amb R-CHOP no esta
ben establerta (Treball 1).

3.- Les alteracions genetiques de MYC i altres oncogens alterats en el DLBCL poden estar
presents també en els PBL amb freqiéncies diferents i jugar un paper important en la seva

patogenesis (Treball 2).

4.- Els ALK+ LBCLs soén limfomes B agressius amb diferenciacié plasmocel-lular, infreqlents,

poc definits, en els que no es coneix el paper de MYC en la seva patogénesi (Treball 3).

L’objectiu general de la present tesi és estudiar la implicacié del gen MYC en la
patogénesi d’'una série de limfomes B agressius analitzant la desregulacié i activacié de
'oncogen a nivell genétic i a nivell proteic mitjangant técniques d’hibridacié in situ fluorescent i

de immunohistoquimica i avaluar el seu impacte prondstic a la supervivéncia.

De forma particular, s’han plantejat els segiients objectius especifics:
1.- Determinar si les alteracions genétiques de MYC tenen un impacte prondstic en una série
llarga de pacients amb diagnostic de DLBCL de novo i tractats amb immunoquimioterapia.
(Treball 1).
2.- Estudiar la sobreexpressié proteica de MYC i la correlacié amb el seu estatus genétic, aixi

com el seu valor pronostic en els pacients amb DLBCL de novo tractats homogéniament
(Treball 1).
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3.- Avaluar les alteracions genétiques i proteiques de BCL2, BCL6 i MALT1 en la mateixa série
de pacients amb DLBCL, la seva associacié amb les troballes genétiques i proteiques de MYC

i el seu impacte pronostic (Treball 1).

4.- Definir si les alteracions genétiques de MYC, BCL2, BCL6, MALT1, PAX5 i IGH estan

presents en el PBL i altres limfomes agressius amb diferenciacio plasmablastica (Treball 2).

5.- Avaluar i estudiar les correlacions entre les alteracions genétiques i les variables

clinicopatologiques en els PBLs (Treball 2).

6.- Estudiar I'estatus genetic i la sobreexpressié proteica de MYC en una série de casos d’ALK+
LBCL i comparar-los amb altres limfomes B agressius amb caracteristiques plasmablastiques
(Treball 3).

7.- Determinar les proteines implicades en el programa de diferenciacié plasmocel-lular en els
ALK+ LBCL (Treball 3).

8.- Determinar l'activaci6 d’'STAT3, un factor de transcripcié implicat en la diferenciacié de

cél-lula plasmatica, analitzant I'expressié de la seva forma fosforilada i avaluar la possible

correlacié amb la desregulacié de MYC (Treball 3).
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Treball 1
L’expressid proteica i les alteracions genétiques de MYC tenen
impacte pronodstic en el limfoma difus de cél-lula gran B tractat amb
immunoquimioterapia

(Haematologica 2013; May 28: Epub ahead of print)
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Resum

Les alteracions de MYC tenen influéncia sobre la supervivéncia dels pacients amb
DLBCL. La majoria d’estudis s’han centrat en els reordenaments de MYC perd en canvi no es
coneix bé I'impacte pronostic de les alteracions numeériques i de I'expressiod proteica. En aquest
estudi vam analitzar les alteracions geneétiques i I'expressié proteica de MYC, BCL2, BCL6 i
MALT1 en 219 DLBCLs. El reordenament de MYC com a unica anomalia (MYC “single-hit”) es
va observar en un 3% dels casos, el reordenament de MYC alhora que el de BCL2 i/o BCL6
(MYC “doubleftriple-hit”) en un 4%, les amplificacions de MYC en un 2% i els guanys en un
19% dels casos. MYC “single-hit’, MYC “double/triple-hit” i les amplificacions de MYC es van
associar amb una pitjor supervivéncia global i progressio lliure de malaltia. L’expressi6 proteica
de MYC, es va avaluar mitjangant un sistema d’analisis d’imatges. Es va observar una
correlacié entre les alteracions genétiques i I'expressid proteica de MYC. Tanmateix, I'estudi
immunohistoquimic de MYC va identificar un subgrup de pacients amb un pronostic
desfavorable. A més, la combinacié de I'expressié6 de MYC i BCL2 millorava l'avaluacié del
pronostic. Els tumors que presentaven expressio tant de MYC com de BCL2 a nivell proteic
eren els que mostraven pitjor supervivéncia, mentre que els tumors doble negatius eren els de
millor resultat. L’expressié elevada de MYC es va associar amb un supervivéncia global més
curta independentment de I'Index Prondstic Internacional (IPl) o de I'expressio de BCL2. En
conclusié, I'expressié proteica de MYC identifica un subtipus de DLBCL amb un pronostic molt

desfavorable independentment de les alteracions genétiques o d’altres parametres pronostics.
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ARTICLE

MYC protein expression and genetic alterations have prognostic
impact in patients with diffuse large B-cell lymphoma treated with
immunochemotherapy
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Santiago Mercadal,® Ifigo Espinosa,* Silvana Novelll,* Javier Briones,* José L. Mate,® Olga Salamero,® Juan M. Sancho,®
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Barcelona, Spain; *Hospital Germans Trias | Pujol, Badalona, Spain; “Hospital del Mar, Barcelona, Spain; "Althia
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ABSTRACT

MYC alterations influence the survival of patients with diffuse large B-cell lymphoma. Most studies have focused
on MYC translocations but there is little information regarding the impact of numerical alterations and protein
expression. We analyzed the genetic alterations and protein expression of MYC, BCL2, BCLé, and MALTY in 219
cases of diffuse large B-cell lymphoma. MYC rearrangement occurred as the sole abnormality (MYC single-hit) in
3% of cases, MYC and concurrent BCL2 and/or BCLé rearrangements (MYC double/triple-hit) in 4%, MY C ampli-
fications in 2% and MYC gains in 19%. MYC single-hit, MYC double/triple-hit and MYC amplifications, but not
MYC gains or other gene rearrangements, were associated with unfavorable progression-free survival and overall
survival. MYC protein expression, evaluated using computerized image analysis, captured the unfavorable prog-
nosis of MYC translocations/amplifications and identified an additional subset of patients without gene alterations
but with similar poor prognosis. Patdents with tumors expressing both MYC/BCL2 had the worst prognosis,
whereas those with double-negative tumors had the best outcome. High MYC expression was associated with
shorter overall survival irrespectively of the International Prognostic Index and BCL2 expression. In conclusion,
MYC protein expression identifies a subset of diffuse large B-cell lymphoma with very poor prognosis independ-

ently of gene alterations and other prognostic parameters.

Introduction

MYC is a pleiotropic transcription factor involved in many
different cellular processes. The oncogenic activation of MYC
may occur by direct gene alterations such as translocations
and amplifications or by dysregulation of upstream signaling
pathways. MYC translocation is a recurrent genetic alteration
in aggressive B-cell lymphomas such as Burkitt's lymphoma
(BL}, diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) and B-cell lym-
phoma, unclassifiable with features intermediate between
DIBCL and BL (BCLU). BCLU is a provisional category
recently introduced in the World Health Organization
(WHO) classification to identify a group of poorly character-
ized, very aggressive lymphomas. These tumors have vari-
able morphology, most are CD10-positive and carry second-
ary MYC translocations frequently associated with addition-
al genetic alterations."” Approximately, 40 to 80% of these
cases have additional rearrangements of BCL2 and/or 8CLé
genes, and have been referred to as double- or triple-hit lym-
phomas.** However, the precise borders of BCLU are not
well-defined yet’

DLBCL is a heterogeneous disease with varied clinical,
morphological and genetic features. MYC translocations have

v

been observed in 6% to 14% of cases.” The additon of rit-
uximab (R) to the classic CHOP (cyclophosphamide, doxoru-
bicin, vincristine and prednisone) chemotherapy has signifi-
cantly improved the outcome of these patients, Nevertheless,
30% to 40% of them die of the disease usually within 1-2
years after the diagnosis and it is necessary to identify such
poor-risk patients who may benefit from alternative treat-
ment strategies. The International Prognostic Index (IPI) as
well as most of the gene-signatures that classify DLBECL into
prognostically significant groups have retained their signifi-
cance after the use of R-CHOP schemes."” However, to date
a molecular classification is not feasible in routine clinical
practice and translational results of gene expression profiling
(GEP) data are necessary.”

GEFP studies also recognized a subset of DLBCL with
molecular signatures resembling BL and an unfavorable out-
come if treated with non-intensive chemotherapy. Most of
thesze cases carried a MY translocation but corresponded to
classical DLECL by morphology and immunophenotype and
were unidentifiable by these methods, increasing the need of
methods to recognize such tumors." Furthermare, studies
using gene set enrichment analysis showed that high MYC
transcriptional activity confers a poorer survival to patients
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with DLBCL independently of the presence of MYC
translocations ™ Other studies have demonstrated higher
levels of MYC mRNA in DLBCL with increased gene copy
numbers and correlated these results with an unfavorable
prognosis.™* In brief, all these studies indicate the impor-
tance of identifying MYC genetic changes in DLBCL.
However, most of these studies evaluated only the impact
of isolated changes of the MYC gene, were performed in
small series of patients, or considered patients treated
with CHOP and R-CHOF chemotherapy."*# At the pro-
tein level, high expression of MYC detected by immuno-
histochemistry may be useful to identify cases with MYC
translocations "+

In this study we investigated the clinical impact of the
spectrum of MYC gene alterations and MYC protein
expression in DLBCL in comparison to that of other gene
alterations.

Methods

The methods are fully described in the Ownline Supplanentany
Appendix. Briefly, data regarding 219 patents (125 males, 94
females; median age, 61 years) consecutvely diagnosed with o
tovo DLBCL between 2002 and 2007 were retrieved from the files
of five institudons of the Grup per I'Estudi dels Limformes de
Catalunya ¢ Balears (GELCAB). All tumors were classified as
DLBCL according to the curremt WHO cdlassification and no
immunodeficiency-assodated lymphomas or mansformed low-
grade lymphomas were included. Informed consent was obtained
from all the patients according to the guidelines of the different
Ethic Committees.

The diagnostic samples were reviewed by expert
hematopathologists (LC, FC, JLM, S5, IE, EC) from the five hospi-
tals involved in the study. Tissue microarrays were constructed
and the immunchistochemical studies included CD10 (clone
56C6), MUMU/TRF (cdone MUMIp), BCL2 (clone 124), and Ki-6/7
(clone MIB-1) (all from Dako), BCL6, kindly provided by Do
Roncador (Centro Nacional de Investigaciones Oncologicas,
Madnd, Spain), and MYC {clone Y69, Epitomics, USA). The con-
ditions for all these antibodies and their evaluaton were as previ-
ously described and followed the guidelines recommended for
their interpretation by the Luneburg lymphoma Biomarker
Consorium™” The cut-off used to determine BCL2 expression
was 50%, similar to that used in other studies.” MYC was evalu-
ated using computerzed image analysis with Apeno ImageScope
software, version 9.0.0.1521 (Aperio Technologies, Vista, CA,
USA). A mean number of 7000 cells were evaluated per case
(range, B50-50000 cells). To select the optdmal cut-off of the quan-
dtative MYC assessment for predicting survival, a maximally
selected rank statistics test was performed using the Maxstat
package (R stadstical package, version 2.8.1, Vienna, Austna)™
The best threshold obtained was 10% of positive cells, as shown
in Owldine Supplementary Figure 51.

Fuorescence m siw hybrdizadon (FISH) using split signal
probes for BCL2Z, MALTY, BCLé and MYC genes was performed
as previously described®™ and the cut-off values for the interphase
FISH analyses were established following the cnteria of Ventura.™®
Gains were considered when three or four copies of the gene stud-
ied were identified, whereas more than four copies were consid-
ered as amplifications.™ However, as we did not use a centromer
probe in this study, we cannot distinguish between true
paolysomies and partal chromosomal gains.

Categorical data were compared using Fisher's exact test and a
owo-sided P value, whereas non-parametric tests were used for
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ordinal data. Standard definitions of complete response, progres-
sion-free survival and overall survival were used.” The actuaral
survival analysis was carmmied out according to the method
described by Kaplan and Meier and the curves compared by the
log-rank test™ The multivadate analyses for survival were per-

formed using the stepwise proportonal harards model (Cox).®

Results

Clinical features

The patients’ main clinical features at diagnosis are pre-
sented in Table 1. Eleven patients who received no treat-
ment were excluded from the survival analyses. All the
remaining patients received immunochemotherapy,
including adriamycin-containing regimens in 196 cases
(185 received R-CHOE, and 11 patients received R-high
dose-CHOP/ R-ESHAP schemes; etoposide, methylpred-
nisolone, high-dose cytarabine and cisplatin). One hun-
dred forty-three of 202 patients (71%) with assessable
response reached a complete response. The median pro-
gression-free survival was 7.5 years. After a median faol-
low-up of 5.2 years for surviving patients, 87 patients had
died, with a 5-year overall survival rate of 60% [95% con-
fidence interval (CI): 53-67.

Morphology and immunohistochemistry

One hundred fifty-three out of the 219 cases (70%)
were classified as centroblastic, 20 (9%) as immunoblastic
and 46 (21%) as other variants. The phenotype of these
tumors included CD10-positivity in 54/199 (27 %), BCL6-
positivity in 112/197 (57 %) and MUM1/IRF4-positivity in
93/185 (50%). BCL2 was expressed in 95/164 cases (58%).

MYC protein immunostaining was studied by a com-
puterized method in 168 cases and the protein was found
to be expressed (cut-off 10%) in 81/168 (48%) cases. In all
positive cases, MYC was expressed only in the nucleus.
Since the cut-off for MYC immunohistochemistry was
40% in other studies, we also performed the same analy-
ses using this value; with this cut-off, only 21 cases (13%)
showed MYC overexpression (Online Supplementary

Table 1. Clinical features of 219 patients with de novo DLBCL

Clinical features N. of cases

Median age (range) 61 (19-91)
= it years 123/216 (57%)
Gender
Female S4/219 (43%)
Male 125/219 (57%)
Extranodal involvement 82182 (43%)
Ann Arbor stage (H1-1V) 120208 (58%)
High serum LDH 95/187 (51%)
High serum f2 microglobulin o151 (5096)
International Prognostic Index (risk)
Low B9/200 (35%)
Low/intermediate 40/200 (2095)
Highfintermediate 45200 (23%)
High 46200 (23%)
Response
Complete response 143,202 (T1%)
Partial response 18/202 (%)
No response/progression 40202 (2096)
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Material).*"™" In addition we also evaluated MYC
immunostaining in a semi-quantitative manner finding a
good correlation with the digital method. All the informa-
tion on the semi-quantitative approach, the relationship
with the digital method and the impact on the outcome of
the patients is shown in the Online Supplementary Material
(Online Supplementary Table 54, Online Supplementary
Figures 52, 53C and S3D, and Omline Supplementary
Methods).

MYC, BCL2, BCL6 and MALT1 genetic alterations

Table 2 presents a summary of the genetic alterations.
The highest incidence of alterations was detected for
BCLs, 71/165 (43%) cases, followed by BCLZ 65/172
(38%), MYC 49/176 (268%) and MALTY 37/164 (23%). In
117 of 167 (70%) cases with complete information at least
one genetic alteration was recognized using these probes.

Twelve of 176 (7%) evaluable cases had MYC
rearrangements, present in a median of 90% of the neo-
plastic cells (range, 20-100%). Four cases had MYC
rearrangement as the sole abnormality (MYC single-hit).
One additional case with ATYC rearrangement had only
gains of BCLé and was also included in this group.
Simultaneous rearrangements of MYC and BCL2 or BCLe
{(MYC double-hit) were identified in five cases: four had

Table 2. Genetic alterations detected by FISH.

MYC and BCL2 rearrangements and one had MYC and
BCLé. Two additional cases presented triple-hit MYC-
BCIL2-BRCLé; one case had a non-MYC double-hit, simul-
taneously involving the BCL2 and BCLé genes. Among ten
evaluable MYC rearranged tumors, eight cases were
IGH/MYC and two non-[GH/MYC. Gains and amplifica-
tions of MYC were identified in 34/176 (19%) and 3/176
(2%) cases, respectively.

Based on the type of alterations of MYC we classified
the tumors into Hve groups, which had particular clinic-
pathological and genetic characteristics summarized in
Tables 3 and 4. These groups were MYC negative (MYC
without alteradons), MYC gained, MYC amplified, MYC
single-hit, and MYC double/triple-hit. The correlations
between morphological and immunophenotypic features
are shown in Table 3. The 12 tumors with MYC breaks
were classified as centroblastic in eight cases (5 MYC dou-
ble/triple-hit and 3 MYC single-hit), immunoblastic in two
cases (both MYC single-hit) and not otherwise specified in
the other two cases (MYC double/triple-hit). MYC dou-
ble/triple-hit lymphomas were more frequently CD10 and
BCL6-positive (5/7, 71%) and MUMI1-negative (5/7,
71%). Of note, all double/triple-hit cases overexpressesd
BCL2, usually very strongly, whereas MYC single-hit

cases had lower or no expression of BCL2.

Gene Rearranged Gained Amplified
MYC

Cases 12176 (%) 34176 (19%) 176 (2%)

Cells with genetic alteration | median (range) | 90% (20-100%) 8% (66-07%) 7% (91-100)

Mean copy number (S0) - 33 (2140 6.5 (4.6-10)

Cases 26172 (15%) 26172 (155) 13172 (3%)

Cells with genetic alteration [median (range) | 969% (65-100%) 1% (57-100%) 100% (82-100%)

Mean copy number (3D} - 33(343) 62 (44-8.9)
BCLs

Cases 46/165 (28%) 227165 (13%) 37163 (2%)

Cells with genetic alteration [median (range)] B84% (15-100%) 9% (54-100%6) 100% (37-100%)

Mean copy number (S0} - 3.3 (28-39) 5.0 (43-5.6)
MALTT

Cases 1164 (1%6) JR/164 (17%) 164 (5%)

Cells with genetic alteration [median (range)] e 861 (54-1009%) 100% (T7-100%)

Mean copy number (8D) - 3.3 (2.84.0) 6.0 (47-8.6)
Table 3. Morphological and immunophenotypic features related to MYC alterations.

MYC negative MYC gained MYC amplified MYCSH MYC-DH/TH

Morphology

Centroblastic B4/127 (74%) 26/34 (T6%) 23 (67%) 3/5 (60%) 5T (T1%)

Immunoblastic TI2T (6%) 334 (9%) 13 (33%) 15 (40%) 07

Other 26027 (20%6) 5/34 (15%) 03 5 T (29%)
Immunohistochemistry

CDI0+ 30121 (25%) 1032 (31%6) 03 144 (25%;) T (T1%)

BCL6+* 7121 (58%) 24731 (TT%) 33 (100%) 24 (50%) 7 (100%)

MUMI+*# SWI1T (49%6) 18431 (58%) 03 1/ (20%) 47 (29%)

BCL2+* 56110 (51%) 2026 (T7%) 173 (33%) 5 (40%) T (10096)
MYC overexpression

Quantitative assessment® 43104 (41%) 15732 (47%) 22 (100%) 55 (100%) 67 (BE%)

Median (range}) 13.3 (0.05-72) 143 (0.3-62.8) 137 (12.3-15) 56.9 (26.8-82) 37.6 (4.3-80)

MY negative: MYC with no alerations, MYC-SH: MYC single kit MYC-D-TH. double and triple fut; BOLU: Breell bnphoma. endassifioble, with features intermediare betieen DLBCL
and AL "P<l. 05 **P<lt i considering MYC- vs. MYC gained vs. MYC amplified and/or rearmnged (SH and DH}
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Table 4. Clinical features and survival of patients according to MYC alterations.

MYC negative MYC gained MYC amplified MYC-SH MYC-DH/TH

Age = 6l years 68/125 (55%) 15734 (56%) 273 (6T%) 45 (B%) 417 (5T%)
Gender (male:female) 6562 2512 2 13 7

Extranodal 44/114 (39%) B/21 (38%) 273 (6T%) 34 (75%) 27 (29%)
Stage IV T4/124 (60%) 20731 (B5%) 33 (100%5) 45 (8196) A6 (6T%)
Elevated LDH 62/116 (53%) 12/26 (46%) 273 (67%) 45 (B0%) 415 (B0%)
IP-IIAV hight* 5311 (443) 14729 (45%) 23 (67%) 4 (T5%) 5/ (83%)
Complete response® BA/110 (T6%) 20/32 (83%) 13 (33%) 5 (40%) 475 (B0%)
Median overall survival (vears)* NR a7 11 14 L7

Median origression-{ree survival (years)* 89 11 08 17

MYC negative: MYC with no alleratons; MYCSH WYC single hit: MYCILTH: dowbile ard imiple fit; NR: not reoched, *P<ll05; ** P<005 MYT and MYC gained ve. MYC amplified
andor rearranged (SH and DH} 9The anahsiz of response, progressiondree survival and overall suroival was limited 1o the 1596 pakents reated usth adriarmyeis-containing

irmurochernatherapy with curative imfertiorn,

Cases with MYC rearrangements or amplifications had
MYC overexpression more frequently than the remaining
cases {13/14 versus 58/136; P<0.005; Table 3}. Ten of 12
cases with MY breaks had at least 30% or more positive
cells, whereas only two cases expressed MYC protein in
19% and 4% of the neoplastic cells. The mean percentage
of cells expressing MYC in the former cases was 53%
(range, 30-82%). Among cases with amplifications or
gains of MYC gene, MYC protein expression was
observed in an average of 14% of cells in each group
(range, 12- 15% for amplifications and 0-63% for gains).
However, there were cases with no MYC gene alterations
that had high expression of MYC protein. Thus, 20/104
(19%) MYC-negative cases and 6/32 (19%) MY C-gained
cases had more than 30% positive cells expressing MYC
protein (Oulie Supplementary Table 51).

Rearrangements of BCL2 were as common as gains of
the gene (15%). A significant correlation was observed
between gene alteration and protein expression: 91%
cases with rearranged BCL2 and 69% with gains/amplifi-
catons had high expression of BCL2 (P<0.005). Among
BCL2-translocated cases 19/26 (73%) were CD10-positive
(P<0.005). BCLps was more commonly rearranged than
gained or amplified (28%, 13% and 2%, respectively).
BCL6 protein was expressed in 91% of translocated cases
and 74% of gained and amplified tumors (P<0.005). Gains
were the most common gene alterations detected for
MALTA. Notably, 28/36 (78%) cases with gains or amplifi-
cation of BCL2 also presented gains or amplifications of
MALTH.

Clinical impact of MYC genetic alterations
and MYC expression

The correlations of MYC genetic abnormalities and the
main clinical data are detailed in Table 4. Patients with
MYC rearrangements or amplifications mare frequently
had high/intermediate- or high-risk IF] scores than the
other patients (77 % versus 46%; P=0.03). The initial clini-
cal features of patients with MYC gains were completely
similar to those with no MYC alterations. Table 5 shows
the clinico-pathological features of the patients according
to MYC expression. Padents with MYC overexpression
were more frequently older and more frequently had
advanced stage disease, high serum lactate dehydrogen-
sase (LDH) concentration and high-risk IF] score. Onfine
Supplementary Tables 52 and 53 and Online Supplementary
Figure 53 show the results considering the 40% cut-off for
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Table 4. Main clinico-pathological data according to MYC expression.

(n=87) (n=81)
Immunohistochemistry
CDI0+ 13/83 (28%) 247 (31%)
BCLE+* 46/82 (56%) 55/74 (T4%)
MUMI+ 38760 (63%) 3841 (55%)
BCLI+ 40172 (56%) 37464 (58%)
FISH
BCL2 alterations: 2877 (36%) 2872 (39%)
BCLE alterations 28775 (39%) JH68 (49%)
MALT] alterations 15/76 (20%) 15/67 (22%)
Clinical data
Age = 60 years * 41/85 (49%) STRI (T0%)
Gender (male:female) 4839 4536
Extranodal 2371 (32%) 280 (40%)
Stage MV * 46/82 (56%) S1/81 (T0%)
Elevated LDH * 3375 (44%) 5215 (69%)
IPI-NLV high * 29/79 (37%) 507 (85%)
Complete response * S8/B2 (T2%) ARTT (62%)
Median overall survival (vears) * 467 6.0
Median progression-free survival (vears) *  NR 43

* Pl 050; NR: ot reached

MYC expression.

Genetic alterations or MYC expression were not taken
into consideradon to decide the patients’ therapy. Among
the 196 patients treated with curative intention, the medi-
an progression-free and overall survival were 7.5 and 9.7
years, respectively. All the following results refer to these
patients.

Progression-free survival according to MYC genetic
alterations is detailed in Table 4 and plotred in Figure ZA.
The 5-year progression-free survival rates for patients
with no alterations, MYC gains, and MYC rearrangements
were 60%, 41%, and 15 %, respectively (P=0.003). In
addition, 5-year progression-free survival rates according
o MYC protein expression were 65% and 49% for nega-
tive versus positive cases, respectively (P=0.003), as shown
in Figure 2C. Other variables predicting poor progression-
free survival were advanced stage, age >60 years, high
serum LDH, and intermediate/high or high IPI score
(P=0.05 in all cases). In the multivariate analysis, including
MYC gene status, MYC protein expression and IFl, the
Cox model with 141 cases showed that IPI (relative risk:
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1.5; P<(0.001) was the only variable predicting progression-
free survival.

Overall survival according 1o MYC genetic alterations is
shown in Table 4 and plotted in Figure 2B. Five-year over-
all survival rates for patients with no alterations, MYC
gains, and MYC rearrangements were 69%,; 59%, and
31%, respectively (P=0.021). OF note, no differences were
found in overall survival rates between patients who were
MYC negative and those with ATYC gains. Maoreover, 5-
year overall survival rates according to MYC protein
expression were 75% and 52% for negative versus positive
cases, respectively (P<0.001), as shown in Figure 2D.
Other variables predicting overall survival were stage, age,
serum LDH and IPI (P<0.05 in all cases). In the multivari-
ate analysis, including ATYC gene status, MYC expression
and [Pl the Cox model with 141 cases showed that IPI
(relative risk: 1.5; P=0.001) and MYC protein expression
(relative risk: 1.95; P=0.023) were the most important vari-
ables for predicting overall survival.

MYC protein expression was analyzed along with the
presence of MYC genetic alterations. Figures 2E and 2F
show the progression-free and overall survival curves
according to the combination of MYC gene alterations
and MYC expression. We observed that the presence of
MYC protein expression had an unfavorable impact on
both progression-free survival and overall survival
(P=0.007) (Figure 2E and 2E, respectively).

Clinical impact of BCL2, BCL6 and MALT1 genetic
alterations and protein expression

Genetic changes involving BCL2, BCLé and MALTY, as
well as BCLG protein expression did not influence the out-

s
et
A

Ty

75

come of the patients (data nor showw). With regards to
BCL2, patients with tumors expressing BCL2 had shorter
progression-free survival and overall survival than those
who were BCL2-negative (5-year progression-free survival
49% versus 69%, respectively; P=0.009 and 5-year overall
survival: 57% versus /3%, respectively; P=0.09).

The impact of MYC and BCL2 expression was also eval-
uated in the present series, since recent studies have
shown a remarkable impact of the expression of both pro-
teins on the outcome of patients with DLBCL."**** Figures
3A and 3B illustrate the progression-free and overall sur-
vival curves plotted according to the different combina-
tions of MYC and BCL2 protein expression. As can be
seen, patients with tumors positive for both MYC and
BCL2 had the worst outcome, whereas those with dou-
ble-negative tumors had the best outcome. Isolated BCL2
or MYC expression conferred intermediate prognosis. A
multivariate analysis was performed including BCL2 and
MYC expression as co-variables. Both BCL2 (HR: 2.1;
P=0.009) and MYC (HR: 2.1; P=0.009) maintained prog-
nostic importance for progression-free survival in a model
with 120 cases, whereas only MYC expression (HR: 3.0;
P<0.001) showed a prognostic impact on overall survival.
Finally, when BCL2 expression was included in the muld-
variate analyses for progression-free survival and overall
survival along with the main clinico-pathological vari-
ables, it did not reach independent prognostic value.

Discussion

In this study we analyzed the clinical impact of AIYC

Figure 1. Hematoxylin-
eosin  stain  (x400),
MYC  immunohisto-
chemistry (x400) and
FISH in DLBCL cases
(x1000). DLBCL with
MYC protein expres-
sion in 82% of tumor
cells and MYC
rearrangements (1A-
1C); MYC expression in

of cells in a case
with MYC gains (1D-
1F); MYC expression in
15% tumor cells and
MYC  amplifications
(1G-11).

| ———
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genetic alterations and protein expression in a large cohort
of patients with DLBCL treated with immunochemother-
apy. Since MYC dysregulation can occur by different
mechanisms, our study focused on the analysis of both
gene alterations and protein expression, and their influ-
ence on the clinical behavior of the tumors. Using FISH we
observed that changes involving MYC, as well as those of
BCL2, BCLé and [MALTY, were events occurring in maost
tumor cells, independently of the type of alteration. MYC

Progression frae survival Progression free survival

Pragression free survival

alterations occurred either at gene or protein level in 41%
cases (18 and 43%, respectively). The incidence of the
genetic changes is similar to that found in other seres in
which the same methods of detection were used.”'""**
The relative higher number of cases overexpressing MYC
protein in our study is due to the computerized method
used to quantify the expression and the different cut-off
obtained using a statistical method.™ With this approach
we obtained the most significant cut-off value at 10%.
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Figure 2. Kaplan-Meier
analysis of de novo DLBCL
patients  treated  with
immunochemotherapy with
curative intent in different
settings. (A) Progression-
free survival (PFS) and (B)
Overall survival (0S) accord-
ing to MYC gene alterations
as assessed by FISH. (C)
PFS and (D) OS5 of patients
according to MYC expres-
sion as assessed by quanti-
tative immunohistochem-
istry (IHC); a threshold of
10% was obtained by the
Maxstat test. (E) PFS and (F)
05 of patients according to
MYC gene alterations and
MYC expression.
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Recent studies have focused on the significance of MYC
rearrangements in DLBCL, but there is very little informa-
tion regarding the clinical impact of gains and amplifica-
tions in series of patients homogeneously treated with
regimens including immunotherapy. In our study the inci-
dence of gains and amplifications was 19% and 2%,
respectively. Patients with MYC gains had similar clinical
features as those with no detectable MYC alterations.
Gains were usually associated with additional genetic
alterations in the other genes studied and only 13% cases
had MYC gains as the unique alteration. Two previous
studies have evaluated the impact of gains of MYC gene
in DLBCL. Testoni et al. studied 166 patients treated with
R-CHOF by array comparative genetic hybridization and
found that cases with gains had additional alterations and
expressed high levels of MYC mRNA. MYC gains only
had an impact on overall survival when they were associ-
ated with deletions of 8p.% Yoon et al. studied 156 patients
and observed that cases with increased copy number and
translocations had a shorter survival. However, in that
study only 23 of 129 patients with available follow-up
were treated with immunochemotherapy. Moreaver, in
the same study cases with gains were analyzed along with
the cases with MYC amplification.” In our study we con-
sidered the presence of three or four copies as gains, and
more than four gene copies as amplifications: with this
approach we identified a small group of patients with
MYC amplifications who had a very unfavorable outcome
similar to that of double/triple-hit DLECL. Mossafa er al,
also reported that MYC amplification was an unfavorable
alteration in a group of patients with high-grade B-lym-
phomas, including 12 with transformed low-grade B-cell
lymphomas and three DLBCL."

MYC rearrangements have been detected in 6 to 14% of
de nove DLBCL. In our study, 12 (7%} cases showed MYC
rearrangement and 7/12 (58%) had additional rearrange-
ments of BCL2 and/or BCLé. This is consistent with pre-
vious FISH studies showing that 40-80% of DLBCL with
MYC rearrangements have concurrent BCL2 and/or BCLs
translocations, and also with conventional genetic studies
indicating that MYC genetic alterations are usually associ-
ated with additional chromosomal changes in these
tumors.” Recent studies have shown a dismal prognosis
for double/triple-hit DLBCL, even in patients treated with
immunochemotherapy. However, only a small number of

71

Time (years)

these studies analyzed the impact of concurrent
double/triple-hit compared to MYC single-hit cases.
Green et al. studied a series of 191 DLBCL by FISH for
MYC and BCLZ, as well as the protein expression of these
markers by immunohistochemistry.’” After excluding con-
current double-hit lymphomas, they did not find that
MYC gene breaks had a significant impact on the survival
of their patients. Similarly, Johnson et al. observed a very
unfavorable impact of MYC rearrangements only when
they were associated with either BCL2 breaks or protein
overexpression.” In our series the behavior of single-hit
MYC and doubleftriple-hit was similar. These findings
suggest that single-hit MYC should not be underestimat-
ed, particularly when associated with high protein expres-
sion. It seems clear that BCL2 and or BCLé breaks confer
a very unfavorable behavior to MYC rearrangements. The
differences berween studies may be due to the very low
number of cases showing single-hit MYC. Further studies
are needed to clarify the prognostic value of single-hit
MYC.

MYC protein expression was detected in 81/168 (48%)
of cases. In our series a high average of cells (over 30%)
with MYC protein expression was observed in 83% of
tumors with MYC rearrangement, 19% of cases with
MYC gains and in 19% of cases with no MYC gene alter-
ations. Thus, the presence of MYC rearrangement corre-
lated with MYC protein expression in this series and our
results were similar to those of other studies using the
same antibody™* The MYC protein expression studies
also identified a subset of tumors with levels of expression
over 30% without gene alterations (19%) indicating that
mechanisms other than gene alterations may cause over-
expression of the protein. "

‘We observed that high MYC protein expression had an
unfavorable prognostic impact in patients with DLBCL.
Maximally selected log-rank statistics were applied for
MYC protein expression to determine the most appropri-
ate cut-off values capable of separating two subgroups
with different survival distributions. Establishing the most
appropriate cut-off is of critical importance For the transla-
tion of new biomarkers into the clinical practice, and this
approach has been found to be useful by us and other
groups in the identification of the most suitable cut-off
points for markers as prognosticators.™* The threshold
that best captured the unfavorable impact of MYC alter-

- haematalogica | 2013; 98(10)
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ations in our series was 10%. Using a digitally determined
cut-off of 40% and an observational cut-off of 25% MYC
alterations still had a significant prognostic impact on
overall survival but not on progression-free survival.
Moreover, high MYC protein expression but not the
genetic alteration maintained the prognostic impact on
survival in the multivadate analysis, together with the 1P,
when the cut-off value was 10%, but not the 40% by dig-
ital analysis or the 25% by the manual approach (Chline
Supplementary Table 52). Three recent studies evaluated
the impact of MYC protein expression in patients with
DLBCL treated with R-CHOP. Notably, a cut-off of 40%
was coincidentally used in all, and only in the study of by
Hom er al. did MYC protein expression have a significant
prognostic impact in the univariate survival analyses.**"
The impact of MYC and BCL2 coexpression was also
evaluated in these studies. Green et al. and Hom et al.
described scores predicting outcome and observed that
patients with MYC'/BCL2' scores had an unfavorable
prognosis.*"” Johnson er al. found that patients with simul-
taneous expression of both markers had inferior overall
and progression-free survival.” We performed the same
analysis and obtained similar results, emphasizing the
impact of MYC and BCL2 proteins in DLBCL. Notably,
none of the previous studies used the same cut-off value
for BCLZ. Differently from these studies, in our study
MYC-positive cases with no BCL2 overexpression
retained an unfavorable prognosis. This difference may be
attributed to the different cut-offs used for BCL2 in the
four studies, and the different threshold for MYC in ours,
in addition to the different methodological approaches
used to evaluate MYC and BCL2. During the process of
the review of our paper a new study reinforcing the unfa-

vorable impact of MYC'/BCL2" cases has been pre-pub-
lished.42

In summary, in this study we have shown the prognos-
tic impact of MYC gene rearrangements, amplifications
and protein overexpression in DLBCL, particularly when
these alterations are associated with BCL2/BCLe
rearrangements or BCL2 protein overexpression. The
immunohistochemical detection of MYC protein may be
a screening method to identify a subgroup of DLBCL
patients with poor prognosis. However, further studies
with larger cohorts of patients are needed to clarify
whether the immunohistochemical detection may substi-
tute the genetic analysis of MYC, BCL2 and BCLé for the
identification of “double-hit” genetic tumors.
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Online supplementary Methods

Case Selection

Two hundred and nineteen patients (125M/94F; median age, 61 years)
consecutively diagnosed with de novo DLBCL between 2002 and 2007 were retrieved
from the files of 5 institutions of the Grup per 'Estudi dels Limfomes de Catalunya i
Balears (GELCAB) with the only criterion of the availability of adequate histological
material. All the tumors were classified as DLBCL according to the current WHO
classification. Patients with previous indolent lymphoma, immunodeficiency-associated
lymphomas, post-transplant lymphoproliferative disorders, intravascular, central
nervous system, primary effusion lymphomas and primary mediastinal lymphomas
were excluded from the study. Patients with BL were also excluded. Formalin-fixed

and paraffin-embedded tissue was available in all cases.

Morphology and immunohistochemistry

The diagnosis of DLBCL was based on the criteria established in the World
Health Organization (WHQO) classification, and the tumors were classified into the more
common morphological variants. Immunohistochemical (IHC) studies were performed
with a panel of monoclonal and polyclonal antibodies reactive in paraffin-embedded
sections using a peroxidase-labeled detection system, standard antigen retrieval
protocols, and automated immunostainers (Dako autostainer, Denmark; Bond-Max,
Leica Microsystems, Germany). Tissue microamrays (TMAs) were constructed using a
tissue arrayer (MTA |; Beecher Instruments) and included two 1-mm representative
cores of each case. Standard methods for tissue fixation (10% buffered formalin) and
processing were used in the participating centers. The panel of antibodies included
common B and T-cell markers as well as CD10 (clone 56C6), MUM1/IRF4 (clone
MUM1p), BCLZ (clone 124), and Ki-67 (clone MIB-1) all from Dako, and BCLG, kindly
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provided by Dr. Roncador (Centro Nacional de Investigaciones Oncologicas, Madrid,

Spain).

MY C antibody (clone Y69, Epitomics, USA) was used at dilution 1/40, with
incubation of the primary antibody for 1 hour and antigen retrieval at pH 6 for 30
minutes. A MYC TMA that included tonsil sections, Burkitt ymphomas and Burkitt cell
lines Raji and Namalwa was used as external control. MYC immunostaining was
evaluated using a computerized image analysis method. Digitalized images were
acquired with the ScanScope CS System at 20x magnification and then quantified
using a nuclear algonthm with the Aperio ImageScope software version 9.0.0.1521
(Aperio Technologies, Vista, CA) in TMA sections. Cases with small biopsy samples
and cores that dropped off of the TMAs were studied as whole-tissue sections, and a

mean number of 7000 cells were evaluated per case (range 850-50000 cells).

We also evaluated MY C immunostaining in a semi-quantitative manner, and the
samples were stratified into 5 groups based on the estimated percentage of positive
cells: 1 (=10% positive tumor cells), 2 (11-25%), 3 (26-50%), 4 (51-75%), 5 (=75%).
With this approach the distribution of MYC expression was: group 1, 43 (25%); 2, 42

(25%); 3, 37 (22%): 4, 25 (15%), and 5, 23 (13%).

Fluorescence “In Situ” Hybridization (FISH)

FISH was done on 3 to 4 pm thick sections of TMA, using split signal DNA
probes from Dako specific for the following loci: 18921 (BCL2), 18q21 (MALTT1), 3q27
(BCL6E) and 8924 (MYC). Tonsil sections were used as controls. For each tumor and
tonsil sample a minimum of 100 evaluable nuclei were scored. The cut-off value used
to detect rearrangements was 3%. Moreover, the mean number of numerical and
structural genetic alterations was evaluated in each case, in order to assess the

incidence of the genetic events in the tumors.
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Supplementary Figure 1. Optimal cut-off of the quantitative MYC assessment for

predicting survival (R statistical package, v. 2.8.1, Vienna, Austria; ref. 28)
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Supplementary Figure 2. Correlation between computernized and semiquantitative
methods evaluating of MYC protein expression
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Progression Free Survival

Progression Free Survival

Supplementary Figure 3. Kaplan-Meier analysis of de novo DLBCL patients freated
with immunochemotherapy with curative intention. A) Progression-free survival (PFS)
and B) Qverall survival (OS5) according to MYC expression using a computerized
method and a threshold of 40%; C) Progression-free survival (PFS) and D) Overall
survival (O5) according to MYC expression using a manual method with a threshold of

25%
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Supplementary Table 1: MYC gene and protein expression in cases with genetic
alterations.

Cases MYC gene MYC prntein
Rearranged
1 15% 19%
2 79% 30%
3 80% 47%
4 80% 49%
5 90% 51%
6 90% 82%
7 93% 75%
8 > 95% 4%
) =>95% 30%
10 >95% 33%
11 >95% 80%
12 >95% 51%
1 91% 12%
2 97% Not determined
3 >95% 15%
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Supplementary Table 2: Main clinico-pathologic data according to the MYC expression
using a cut-off of 40%

MYC negative MYC positive

(n=144) (n=21)

Immunohistochemistry
CD10+" 36/140 (26%) 11/20 (55%)
BCL6+ 86/138 (62%) 1518 (83%)
MUM1+ 701132 (53%) 7119 (37%)
BCL2+ 65/120 (54%) 1216 (75%)
FISH
BCLZ alterations 481131 (37%) 8/18 (44%)
BCLE alterations 55M27 (43%) 7116 (44%)
MALT1 alterations 28/126 (22%) 2117 (12%)
Clinical data
Age =z 60 83/145 (57%) 16/21 (76%)
Gender (M:F) 80:67 13:8
Extranodal” 400123 (33%) 1118 (61%)
Stage IV 87142 (61%) 16/21 (76%)
Elevated LDH" 68/129 (53%) 17121 (81%)
IPI-1I/IV high* B63/137 (46%) 16/19 (84%)
Complete response 94/140 (67%) 13/19 (68%)
Median OS (years)* 9.67 1.46
Median PFS (years) 841 1.14
* P<0.050

86



Resultats

Supplementary Table 3: Summary of multivariate analyses according to the MYC
expression using a cut-off of 10% or 40% obtained by a computerized method, and
25% obtained using a semi-quantitative approach.

MYC 10% MYC 40% MYC 25%
N=141 N=141 N=141

P value | Relative | Pvalue | Relative | Pvalue | Relative
risk risk risk

Overall survival

MYC gene status NS - NS - NS -
MYC expression 0.023 1.95 NS - NS -
IPI 0.001 15 <0.001 22 «<0.001 47
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Treball 2

Els reordenaments IG/MYC son la principal alteracié citogenética en
els limfomes plasmablastics

(American Journal of Surgical Pathology 2010; 34(11): 1686-1694)
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Resum

El limfoma plasmablastic (PBL) és un limfoma agressiu que esta caracteritzat per un
fenotip de céllula B amb diferenciacié terminal que normalment ocorre en pacients
immunosuprimits o d’edat avangada. Tot i que les caracteristiques cliniques i patoldgiques
d’aquests tumors ja han estat definides, les alteracions genétiques implicades en la seva
patogénesi no sén ben conegudes. En aquest estudi, hem investigat les alteracions
cromosomiques dels gens MYC, BCL2, BCL6, MALT1, PAX5 i IGH utilitzant hibridacié in situ
fluorescent en 42 PBLs i en 3 limfomes primaris de cavitats (PEL). El reordenament de MYC es
va identificar en 20 de 41 (49%) PBLs i els gens de les IGs varen ser les seves parelles en els
reordenaments de la majoria de tumors. El reordenament de MYC va ser més comu en els
casos Epstein-Barr (EBV) positius (14 de 19, 74%) que els tumors EBV negatius (9 de 21, 43%)
(p<0.05). En cap PBL es van detectar reordenaments de BCL2, BCL6, MALT1 o PAX5 pero
guanys d’aquests gens es van observar entre un 31% a un 41% dels casos examinats. Dotze
dels 40 PBLs on es va poder estudiar 3 0 més gens, presentaven multiples guanys simultanis
en 3 o més. No es van trobar diferéncies a la supervivéncia dels pacients respecte MYC perd
els 4 pacients amb una supervivéncia més llarga (> 50 mesos) no tenien o presentaven un
nombre baix de guanys (< 3). No es van trobar reordenaments de cap d’aquests gens en els
PELs. En conclusio, els PBLs estan genéticament caracteritzats per freqiients translocacions
IG/MYC i guanys en multiples regions cromosomiques. L’activacié oncogénica de MYC en
aquests limfomes podria ser un important element patogenétic associat amb la infeccié per
EBV.
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ORIGINAL ARTICLE

IG/MYC Rearrangements are the Main Cytogenetic
Alteration in Plasmablastic Lymphomas

Alexandra Valera, BSc* Qlga Balague, MD,* Luis Colomo, MD.* Antonio Martinez, MD*
Jan Delabie, MD,+ Lekidelu Taddesse-Heath, MD,} Elaine S. Jaffe, MD.§ and Elias Campo, MD*

Abstract: Plasmablastic lymphoma (PBL) is an aggressive
lymphoma characterized by a terminally differentiated B-cell
phenotype that usually occurs in the immunocompromised or
elderly patients. Although the clinical and pathologic character-
istics of these tumors have been defined, the genetic alterations
involved in their pathogenesis are not well known. In this study,
we have investigated the chromosomal alterations of MYC,
BCIL2, BCL6, MALTI, PAXS, and IGH loci using fluorescence
in situ hybridization in 42 PBL and 3 extracavitary primary
effusion lymphomas. M ¥C rearrangements were identified in 20
of 41 (49%) PBL and the immunoglobulin (/G) genes were the
partners in most tumors. MYC rearrangements were more
common in Epstein-Barr virus (EBV)-positive (14 of 19, 74%)
than EBV-negative (9 of 21, 43%) tumors (P <0.05). No
rearrangements of BCL2, BCLS, MALTI, or PAX5S were
detected in any PBL but gains of these loci were observed in
31% to 41% of the cases examined. Twelve of the 40 PBL in
which 3 or more loci could be investigated had multiple
simultaneous gains in 3 or more loci. No differences in the
survival of the patients according to M¥C were observed but the
4 patients with the longest survival (> 50mo) had no or low
number of gains (< 3). No rearrangements of any of these loci
were seen in the primary effusion lymphomas. In conclusion,
PBL are genetically characterized by frequent IG/M¥YC translo-
cations and gains in multiple chromosomal loci. The oncogenic
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activation of MY¥C in these lymphomas may be an important
pathogenetic element associated with EBY infection.

Key Words: plasmablastic lymphoma, MYC, FISH
{Am J Surg Pathol 2010;34:1686-1694)

lasmablastic lymphoma (PBL) is an aggressive lym-

phoma. characterized by a diffuse proliferation of
large B cells usually with immunoblastic morphology
and the immunophenotype of a terminally differentiated
B-cell with loss of mature B-cell markers and expression
of plasma cell related antigens.?? This tumor was initially
recognized by Delecluse et al'® and proposed as a subtype
of diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) presenting in
the oral cavity of HIV-infected individuals. Subsequent
studies have recognized that PBL may present in other
locations, mainly extranodal sites, and in patients with
other immunodeficiency conditions such as iatrogenic
immunosuppression associated with posttransplant ther-
apy or chronic treatments for autoimmune diseases and
aging,”‘?'j

The clinical and pathologic features of PBL have
been well defined. and this tumor is now recognized in the
current WHO classification. It is distinguished from usual
diffuse large B-cell lymphomas. NOS (DLBCL). and
other forms of large B-lymphomas expressing a termin-
ally B-cell differentiation phenotype such as ALK positive
large B-cell lymphoma, primary effusion lymphoma, and
large cell lymphoma arising in multicentric Castelman
disease.”* However, the genetic and molecular mechan-
isms that may be involved in the pathogenesis of PBL are
not well known. One important element in the develop-
ment of the tumor is the infection of the neoplastic cells
by Epstein-Barr virus (EBV). which is present in most of
the cases with a latency type L'*'%!'2! Immunohisto-
chemical studies have observed the lack of expression of
the cell cycle inhibitors p27 and pl6 and strong expression
of p33 in a number of cases suggesting that inactivation of
these genes may contribute to the high rate of prolifera-
tion commonly seen in the PBL.*

Conventional and molecular cytogenetic studies
have identified a number of primary and secondary
chromosomal aberrations associated with many types of
lymphoid neoplasms including large B-cell lymphomas.*
but the genetic alterations of PBL have not been fully

Am | Surg Pathol * Volume 34, Number 11, Novernber 2010



Resultats

Am | Surg Pathol * Volume 34, Number 11, Novernber 2010

IG/MYC Rearrangements in Plasmablastic Lymphoma

TABLE 1. Clinical and Pathologic Features of Plasmablastic Lymphomas and Plasma Cell Neoplasms With Plasmablastic Features

All PBL Cases PBL Monomorphic PBL Plasmacytic PEL
in=42) {n=28) Differentiation {n = 14) {n=3)
Age (range) 48 (11-86) 47 (11-86) 49 (35-82) 56 (49-62)
Sex (M:F) 338 22:6 n:2 30
Immunodeficiency
HIV+ 27/37 (73%) 20/26 (77%) 8/11 (72%) 3/3 (100%%)
Other 2037 (5%) 1/26 (4%)* LALT (9% )t 0/3
Location
Nodal 12/42 (29%) 6/28 (21%) 6/14 (43%) 3/3(100%)F
Extranodal 30/42 (71%) 22/28 (79%) 814 (57%) 0
Oral & URT 11/30 (37%) 822 (36%) 3/8 (38%) 0
GI tract 6,30 (20%) 5122 (23%) 1/8 (13%) 0
Skin 3/30 (10%%6) 3/22 (14%) 0 0
Soft tissues 6730 (20%) 3/22 (14%) 3/8 (38%) 0
Other 4/30 (13%) 3/22 (14%) 1/8 (13%) 0
THC
CD20+ 0/39 025 /14 1/3 (33%)I
CD79a+ 14/32 (66%)§ 821 (67%)0% 6/14 (50%% )5 1/3 (33%)
PAX5+ 1/38 (3%) 126 (4%%) 0/13 0/3
MUMI + 20/20 (100%) 16/ 16 (100%:) 4/4 1/1
CDI38+ 26/32 (81%) 17/22 (TT%) 9/10 (90%) 2/3 (67%)
CD56+ 737 (19%) 2{23 (9%) 5014 (36%) 03
Viral status
EBER + 24/41 (59%) 17/27 (63%) 7/14 (50%) 2/3 (67%)
LMPI1 + 2/31 (6%) 2/22 (9%) 09 0/3
EBNA2+ 0/18 014 0/4 =
HHVE+ 027 016 o/l 33

*Crohn disease.

tRidney tmnsplant.

§1 case had simoltaneous ascites.

§Seven additional cases had weak and Focal expression.
l'Weak expression.

G.L indicates mstroinlestinal rsct; PBL, plesmablastic lvmphoma PEL, primary efusion lvmphoma URT, upper respiratory racl mucoss.

explored. Some studies have identified complex karyo-
types including the presence of MYC rearrangements in
occasional cases. However, these reports have included
only isolated cases or small series of tumors, 131556 Thus,
the goal of this study was to more fully characterize the
cytogenetic alterations that may be involved in the
pathogenesis of PBL. We have investigated a large series
of these tumors by fluorescence in situ hybridization
(FISH) using probes covering genes and chromosomal
regions frequently altered in the aggressive B-cell
lymphomas.

MATERIALS AND METHODS

Case Selection

Forty-two cases of PBL were retrieved from the files
of the laboratories of Pathology of the Hospital Clinic of
Barcelona. Spain, National Cancer Institute. Bethesda.
MD, Howard University Hospital of Washington, DC,
and Rikshospitalet-Radiumhospitalet Medical Center of
Oslo. Norway. The 2 cases from Howard University were
earlier published in part.™*53¢ All the tumors were
classified as PBL according to the WHO classification®
and further typified as PBL. monomorphic or “oral type.”
and PBL with plasmacytic differentiation as earlier
described.™ We also included in the study 3 extracavitary
primary effusion lymphomas (PEL).'? Formalin-fixed and

o 2000 Lippincott Williams & Wilkins
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paraffin-embedded tissue was available in all the cases.
Clinical information. including earlier medical history,
clinical presentation, and follow-up of the patients, was
obtained to the extent possible from the referring
pathologists and clinicians (Table 1).

Immunohistochemistry and In Situ
Hybridization

Immunochistochemical studies were carried out with a
panel of monoclonal and polyclonal antibodies reactive in
paraffin-embedded tissue sections using a peroxidase-
labeled detection system, standard antigen retrieval proto-
cols, and an automated immunostainer (Ventana Medical
System, Tucson, AZ or Dako Autostainer, Dako. Copen-
hagen. Denmark), as earlier described.!® The panel of
antibodies used included common B-cell markers such as
CD20 (clone L26), CD79%a (clone JCBI17) and PAXS
(clone 24), MUMI1/IRF4 (clone MUMI1p), CD138 (clones
MI15, 5F-7, B-A38), and CD36 (clones 123C3, NCF-
CD56-1B6). from DAKO and Ventana suppliers.

The presence of the EBV genome was examined by in
situ hybridization (ISH) to detect EBV-encoded early
nuclear RNAs (EBER | and EBER?) as earlier described.”
The EBV antigens LMP-1 and EBNA-2 were examined by
immunohistochemistry using the CS1-4 (Dako) and NCL-
EBV-Pe2 (Novocastra) antibodies. respectively. The anti-
gen of latency (LANA-1) of HHV-§ was also studied by

www.ajsp.com | 1687
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immunochistochemistry using the clone LN353 (Advanced
Biotechnologies).

Conventional Cytogenetics

Conventional cytogenetics was available in 3 cases.
of them (cases 33 and 36) earlier published, and the
studies were carried out as described.*®

2

Fluorescence “In Situ™ Hybridization (FISH)

FISH was done on 3 to 4-um thick sections of
formalin-fixed paraffin-embedded tissues, using split-
signal DNA probes (Dako) specific for these foci: 8q24
(MYC), 18q21 (BCL2), 1821 (MALTI), 9pl3 (PAX3),
3q27 (BCL6). and 14932 (IGH). In the cases with MYC
rearrangements, we carried out additional studies with a
dual color-dual fusion MYC/IGH/CEPS translocation
probe (Abbott Molecular, Illinois).

The FISH technique was carried out according to the
guidelines of the Euro-FISH project as earlier described
(www.euro-fish.org).® In brief. a dewaxing step was
followed by a pretreatment process at 95°C, digestion with
pepsin. washes with wash buffer. and dehydration with
gradual ethanol dilutions. For the split probes, the slides
were air dried and 10 uL of the probe was applied in every
sample. For the fusion probe, a mix of 7puL of buffer
solution, 2 uL of distillated water, and 1 pL of probe were
used. Denaturation at 82°C for 5 minutes and incubation
at 45°C overnight were carried out for the split probes. For
the fusion probe. the denaturation step was 3 minutes at
90°C, and the incubation 37°C overnight. The slides were
then transferred to a stringency buffer at 65°C. washed in
buffer solution. dehydrated. air dried. and mounted with
Fluorescent Mounting Medium containing DAPI ( Dako).
The slides were stored in the dark at 2°C to 8°C until read.
An Olympus BX51 microscopy (Olympus, Tokyo, Japan)
was used.

The cut-off values for the interphase FISH analyses
were established according to the criteria of Ventura
et al.*! Tonsil sections were used as controls, and for each
sample 100 to 200 evaluable nuclei with complete FISH
signals were scored. For the break-apart probes, the cut-
off values were 3% for the detection of the rearrange-
ments. and 6% to detect gains. For the dual fusion probe,
we considered a cut-off of 11% for both structural and
numeric abnormalities.

Statistical Analysis

Categoric data were compared using Fisher exact
test, 2-sided P value, whereas for ordinal data nonpara-
metric tests were used. The actuarial survival analysis was
done according to the method described by Kaplan and
Meier. Statistical analysis was done using the SPSS
software package version 15 (SPSS, Chicago, IL).

RESULTS

Clinical Characteristics

The main clinical data of the 42 PBL and 3 extra-
cavitary variants of PEL are summarized in Table 1 and
Table 2. Patients with PBL were predominantly males

1688 | www.ajsp.com
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{81%) and had a median age of 48 vears (range 11 to 86).
HIV was positive in 27 (73%) of 37 patients with
available information. Two HIV negative patients devel-
oped PBL after iatrogenic immunosuppression for Crohn
disease and renal transplantation, respectively. Five
patients were older than 65 years, HIV negative. and
did not have other recognized causes of immunodefi-
ciency. Thirty (71%) of the 42 PBL were presented in
extranodal sites. The most common single site was the
oral mucosa (37%) followed by the gastrointestinal tract
(20%). soft tissue (20%). and skin (10%). The clinical
presentation in monomorphic PBL and tumors with
plasmacytic differentiation was relatively similar with a
tendency of the latter to have nodal involvement (43% vs.
21%) but the difference was not statistically significant
(Table 1). The clinical follow-up was available in 16
patients, 8 monomorphic PBL and 8 showing plasmacytic
differentiation (Table 2). No significant differences in the
overall survival of the patients with these 2 variants were
observed.

All the patients with PEL were HIV positive. One
patient had a solitary paravertebral mass from T12 to L2
(case 44). No other sites of involvement were detected and
the patient was alive with no evidence of disease 3 vears
later. Two patients (cases 43 and 45) presented with a
large cervical lymphadenopathy (case 43) and simulta-
neous axillary and retroperitoneal enlarged lymph nodes
(case 45). In case 45. the clinical information was
available, and the patient died rapidly after the diagnosis
(2mo).

Pathologic Features

The 42 PBL were further subclassified as mono-
morphic PBL (28 cases) and PBL with plasmacytic
differentiation (14 cases) as earlier defined.'® All cases
were negative for CD20 whereas CD79% was expressed in
14 cases (Table 1). PAX-5 was only positive in 1 case that
also expressed focal CD79a. All the other cases were
PAX-5 negative or weakly positive. MUM-1 and CD138
were positive in 20 (100%) and 26 (81%) of the tumors
examined. respectively. with a similar proportion in
monomorphic PBL and tumors with plasmacytic differ-
entiation. CD56 was expressed in 5 (36% ) of the 14 PBL
with plasmacytic differentiation, but only in 2 (9%) of the
23 monomorphic PBL examined (P < 0.05). EBV was
positive in 24 (59%) of the 41 PBL with a similar
distribution in the monomorphic and plasmacytic var-
iants (Table 1). Most of the cases had a latency type 1
with the expression of EBER but negative for LMP1 and
EBNA2. Only 2 monomorphic PBL showed occasional
cells positive for LMP1.

The extracavitary PEL were eytologically composed
of large immunoblasts and plasmablasts admixed with
more occasional anaplastic cells. One nodal case (case 43)
showed a predominantly sinusoidal involvement, whereas
the other had a tumoral and destructive pattern of
growth. All cases expressed the HHV-8 latency antigen
LANA-1 and EBV was present in 2 of the 3 cases with a
type I latency.

© 2010 Lippincon Williams & Wilkins
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TABLE 2. Clinical Features and FISH Results

Case  Age/Sex Immuno Defiency Sites Involved Follow-up (mo) MYC IGH MYC[IGH BCL2 BCL6 MALTI PAXS
Monomorphic PBL
1 41/M HIV+ Oral mucosa N N Ns N N N N
2f &M HIV+ Oral mucosa R R R N N N N
3t 56/F HIV+ Oral mucosa G N MNs G G G N
4t 55/M HIV+ Oral mucosa Dead (T) R R R G G £ G
5t 2/M HIV+ Oral mucosa R G Ns (& G G Nv
6 H¥3/M HIV— Oral mucosa G Nv Ns Ny Nv Nv Ny
7 42'M HIV+ Hypopharynx N N MNs N N N N
g SIM HIV+ Gall bladder R R R N N N N
9 46M u Gastric mucosa N N Ns N Nv N N
10 42/M HIV+ Small bowel R R R N N N N
1§ 86/F HIV— Large bowel Dead (4) G G Ns G G G Ny
12f  47M HIV+ Anal mass R R R N N N N
13¢ 1/F HIV+ Skin of gastrostomy R R R N N N N
14 M Crohn Skin N N Mg N N N N
15 40/M HIV+ Skin R R Ms N N N N
16 T’M HIV— Soft tissue (Thorax) N N Ns N N N N
17 MM HIV— Soft tissue (Thorax) Alive (22) N N Mg N G N N
18 39™M HIV+ Soft tissue (Abdomen) Dead (< 1) R R R N G N G
19 42/F HIV+ Breast Dead (= 1) R R Ns N N N N
0 w/F HIV— Vulva Alive (50) R R R N N N N
21 53M HIV— Thyrowd gland R R R N Nv N N
2 5M u LN G N Ns G G G N
23 49M HIV+ LN N N Mg N ™ Nv N
24 S0M HIV+ LN R R R N N Nv N
25 4M HIV+ LN Dead (6) R R R N N N G
26 34/M HIV+ LN R Ny R Nv G G 3
7 “F HIV+ Gingiva-jawbone Alive (83) R N Ns Nv Nv Nv G
|/t 4TM HIV+ LN N N Ns N N N Ny
PBL with plasma ccll diffcrentiation
ot 42 'M HIV+ Oral mucosa Alive (4) R N Ms G N N N
30 48'M u Nasopharynx N N Ns N N N N
3l 67'M HIV— Tonsil N N Ms N N N G
32 M HIV+ Rectum Dead (15) N N Ns N N N N
13 45M HIV+ Soft tissue Dead (= 1) R G N+ &G G G G
34 u/u u Soft tissue (temporal lesion) N R Ns N G N N
a5 49/F u Soft tissue (Forchead) G I Ns G G G 3
36 ITIM HIV+ Testes, pleural effusion Diead (24) R R R o G (€] G
37 53M HIV+ LN R R R N G N ™
3R ELThY | HIV+ LN Alive (55) Nv Ny Ns N N Nv N
¥ 2M HIV— LN Dead (41) G G Ns G G G G
40 u/™M Transplant* LN Dead (14) G G Ns G G G G
41 3TM HIV+ LN G G Ns G G G G
42 S/F HIV+ LN Alive (105) N N Mg N N Ny Nv
Primary effusion lymphoma
43 u/M HIV+ LN N N Ns N Nv N
4 49'M HIV+ Soft tissues Alive (36) G N Ns N N N N
45 62/M HIV+ LN Dead (2) N N Ns G N G G

t . case with ((28); IGH/MYC negative, but JGH gained.
*Kidney transplant.

fAR included in Taddesse-Tleath et 2l All the patients alive at the last follow up were free of disease.
BM indicates bone marrow; G, gains; LN, lvmph node; N, no alterations; Ns, not studied; Nv, not evaluable; R, rearrangement; u, unknowre.

Conventional Cytogenetics

Conventional cytogenetics were available in |
monomorphic PBL (case 21) and 2 PBL with plasma cell
differentiation (cases 33 and 36). Two of these cases were
earlier reported (cases 33, 36).°° All had complex
karyotypes with MY rearrangements. In case 16, the
partner of the 8q24.1 rearrangement was the 2pl2 region
in which the immunoglobulin k light chain locus is
located, whereas in the other 2 cases the MYC was
rearranged with the immunoglobulin heavy chain locus.

@ 2000 Lippincott Williams & Wilkins

The complete karyotypes of the cases are shown in
Supplementary Table 1. Supplemental Digital Content 1.
http://links. lww.com/PAS/A 56.

FISH Analysis in Plasmablastic Lymphomas

The results of the FISH studies are summarized
in Table 3. We first studied the MY locus with a dual-
color break-apart probe. MYC rearrangements were
observed in 20 (49%) of the 41 PBL evaluable. These
rearrangements were more frequent in monomorphic

www.ajsp.com | 1689
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TABLE 3. Frequency of the Genetic Alterations Detected by FISH

PBL Plusmacytic

Prohe Alteration All PBL Cases (%) PBL Monoemorphic (%) Differentiation (%) PEL (%)
MYC Gain /41 (20) 4/28 (15)* 4/13 (31)* 1/3 (33)
Rearrangement 20/41 (49) 16/28 (5T) 4/13 (31) 0/3
BCL2 Gain 12/39 (31) 5/25 (20) T/14 (50) 1/3 (33)
Rearrangement 0/39 0/25 /14 03
BCLS Gain 16/38 (41) 8/24 (33) 814 (57) 0/3
Rearrangement 0/38 0/24 0/14 0/3
MALTI Gain 12/36 (33) 6/24 (25) 6,12 (50) 1)2(50)
Rearrangement 0/36 0/24 0/12 02
PAXS Gain 12/37 (32) 5/24 (21) T/13 (54) 1/3(33)
Rearrangement 0/36 0/23 0/13 03
IGH Gain T/3R(18) 2/25(8) 5/13 (38) 0/3
Rearrangement 16/38 (42) 13/25 (52) 3/13 (23) 0/3
=3 gains 12/40 (30) 6/26 (23) 6/14 (43) 0/3

*One case with MY translocated and gained is included in the miegory of rearranpements.

PBL (16 of 28, 57%) than in PBL with plasmacytic
differentiation (4 of 13, 31%). but this difference was not
statistically significant.

To determine whether the IGH gene was the
possible partner of the rearranged M YC, we investigated
the MYC/IGH dual color-dual fusion probe in 15 cases
(Table 2). MYC was translocated with the IGH locus in
14 cases. 12 monomorphic PBL, and 2 PBL with
plasmacytic differentiation (Fig. 1). Two monomorphic
PBL in which the fusion probe could not be examined had
both MYC and IGH rearrangements with the respective
split probes and a normal pattern of the other loci (BCL2,
BCL6, MALTI, PAXS) suggesting that /GH could also
be the MYC partner in these cases. Four cases had a
non-IGH MYC rearrangement and 1 of them had the
1(2:8) detected by conventional cytogenetics. Thus, MYC
rearrangements with IG gene loci were confirmed in 15
cases and suggested in 2 additional tumors. Only 1 case
with a split in the FfGH locus did not have MYC
rearrangements (case 34). No rearrangements of the other
loci studied were observed in this case.

The MYC rearrangement was the unique genetic
alteration observed in 10 of the 39 PBL in which at least 3
of the other loci (BCL2, BCL6, MALTI, and PAXS)
could be examined (Table 2). All cases with M¥YC
rearrangement as a single alteration were monomorphic
PBL. MYC rearrangements were more commonly found
in the EBV-positive cases (14 of 19. 74%) than in the
EBV-negative cases (9 of 21, 43%) (P<0.05). The
median overall survival of patients with and without
MY rearrangements was 7 and 15 months, respectively.
This difference was not statistically significant.

No rearrangements of BCL2, BCLA6, MALTI, or
PAXS5 were detected in any PBL but gains of these loci
were observed in 31% to 41% of the cases examined
(Table 3). Gains of PAXS were significantly more
common in PBL with plasmacytic differentiation (7 of
13, 54%) than in monomorphic tumors (5 of 24, 21%)
(P = 0.041). No other associations were observed. Twelve
of the 40 PBL in which 3 or more loci could be
investigated had multiple simultaneous gains in 3 or
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more loci, whereas single gains were detected only in 3
tumors (Fig. 2). Multiple gains were more [requent in
PBL with plasmacytic differentiation (43%) than in the
monomorphic variant (23%), but the difference was not
statistically significant (Table 3). BCL2 and MALT! loci
were evaluable simultaneously in 31 cases. Coamplifica-
tion of both loci was observed in 11 tumors and only 1
additional case had gains of BCL2 but not of MALTI.
The median overall survival of patients with 3 or more
gains was 7 months. whereas it was not reached in patients
with fewer than 3 gains. The difference was not statistically
significant, probably owing to the low number of patients.
Of note. however. the 4 patients with the longest survival
(> 50 months) had no or fewer than 3 gains.

FISH Analysis in Primary Effusion Lymphomas
No rearrangements in any of the loci examined were
observed in the 3 extracavitary PEL. One case had
concomitant gains in BCL2, MALT, and PAX3. Isolated
gains of MYC were observed in an additional tumor.

DISCUSSION

Plasmablastic lymphoma is recognized as a distinct
category of aggressive lymphoma with specific clinical
and pathologic features.”> However. little is known about
the molecular and cytogenetic abnormalities of this
tumor. The incidence of PBL is low and conventional
cytogenetics or other techniques are difficult to carry out
because of the frequent lack of availability of fresh or
frozen samples. For these reasons, we have conducted a
genetic study of these lymphomas using FISH and a panel
of probes covering the genes and chromosomal regions
most frequently altered in aggressive large B-cell lym-
phomas.

MYC rearrangements were the most common
recurrent structural chromosomal alteration identified in
PBL. They occurred in almost 50% of the cases and the
immunoglobulin (/G) genes were the M YC partners in
most tumors. We identified the 1(8;14) using the fusion
MYC/IGH probe in the 14 cases that could be examined.
In 2 additional tumors simultaneous split signals of the
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FIGURE 1. HE and FISH images of case 13 (A) monemorphic PBL. B, MYC rearranged (break-apart probe). C, IGH/MYC dual fusion
probe; yellow signals indicate the IGH/MYC translocation, the green signal is the normal IGH locus, the red signal is the normal
MYC locus, and the blue signals are the CEP8. D, IGH rearranged (break-apart probe).

MYC and IGH loci were observed. with the break-apart
probes suggesting the presence of the MYC/IGH re-
arrangement also. In | of the 4 cases in which the MYC
rearrangement was associated with a nonrearranged IGH
locus, a #(2;8) translocation was shown by conventional
cytogenetics. Thus. these results indicate that /G genes
were the partner of M YC rearrangements in at least 17 of
the 20 (85%) PBL. These findings are consistent with the
earlier observations of M YC rearrangements in single
case reports of PBL'*'** or small series.”*® IG/MYC
rearrangements were detected in the 9 cases in which both
the loci were examined. Conventional cytogenetic studies
in PBL are very limited. but the earlier 7 cases pub-
lished and our new reported case have been concordant
with the FISH observations and show that the MYC
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translocations occur in the context of very complex
karytotypes.’-13-36:42

In addition to MYC translocations, the PBL had
frequent gains of the other loci examined with 30% of the
cases showing gains in 3 or more of them. These findings
are consistent with the complex karyotypes observed in
the few conventional cytogenetic studies available. MYC
rearrangements were seen more frequently in EBV + PBL
and tumors with a monomorphic morphology. but this
latter difference was not statistically significant. Although
the number of patients with follow-up information was
limited, no differences in the survival related to these
genetic alterations were observed. Interestingly. some of
our patients exhibited long survival and all of them had
no or very few gains in the loci studied. Although the
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FIGURE 2. HE and FISH images of case 35. A, PBL with plasmacytic differentiation. B, MYC gained. C, BCL6 gained. D, PAXS

gained. Break-apart probes were used in these images.

initial descriptions of PBL highlighted the aggressive
behavior and poor outcome, some recent reports have
observed longer survivals similar to some of our patients.!!
This improvement in outcome has been related to new
antiretroviral treatments, better immunologic status of the
patients, and improvements in the supportive care and
delivery of chemotherapy.

MYC rearrangement is a genetic feature character-
istic of Burkitt lymphoma (BL) and more recently has
also been recognized in the subsets of DLBCL with very
aggressive clinical behavior ***!** Qur results indicate
that the M YC translocations are also a common finding
in PBL. Although all 3 of these lymphomas share the
presence of MYC rearrangements, the incidence. MYC
partner. and the genomic context in which this transloca-
tion emerges are different. Thus. the BL MYC transloca-
tion is present in virtually all cases, the partner is an IG
gene. usually IGH and less frequently /GK or IGL, and
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the translocation is the sole genetic alteration or is
associated with very simple karyotypes. By contrast, an
MYC translocation has been reported in 4% to 10% of
DLBCL, usually associated with complex karyotypes,>-*
and in around 40% of the cases, the M YC is rearranged
to a non-IG partner.® MYC rearrangements have been
also associated with the 1(14:18) or BCL6 rearrangements
in a subset of very aggressive lymphomas now recognized
in the WHO classification as the provisional category of
B-cell lymphoma unclassifiable with features intermediate
between the DLBCL and BL."* These translocations
are associated with very complex karyotypes. ™23
Interestingly, a majority of the subtypes of lymphoma
with MY translocations have a germinal center pheno-
type. Thus, PBL carrying the MYC translocation show
significant differences from other tumors that are M¥YC-
translocation positive. The translocation is relatively
common in PBL (50%). it is associated with complex
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karytotypes but without other translocations considered
as “double hits,” the partner is an JG locus, and the
translocation occurs in a lymphoma with a terminal B-cell
phenotype.

In addition to the MYC translocation, we found
gains in 3 or more lod in 30% of the PBL. These gains
tended to be more common in tumors with plasmacytic
differentiation than in the monomorphic variant. Although
3q27 (BCL6) and 18q21 (BCL2 or MALT]) translocations
are common in the other types of DLBCL and are
associated with the MY translocation in the “double hit”
tumors,*® PBL do not have rearrangements in any of these
loci. Gains of chromosome 3, particularly 3q, and 18q are
common features of DLBCL of the GCB and ABC types.
respectively.” However, these alterations are mutually
exclusive in most of these tumors.” On the contrary, PBL
have frequently simultaneous gains of these loci, reinforcing
the idea that these tumors are genetically distinct from
conventional DLBCL. Moreover, a recent study shows a
different profile of gains in DLBCL arising in the HIV-
positive patients. This study, based on SNPs amray-CGH.
obtains a very low frequency of gains of the genes included
in our series. '’

Plasmablastic lymphoma, particularly the plasmacy-
tic variant, has morphologic and immunophenotypic
features overlapping with extramedullary plasmablastic
transformation of the plasma cell neoplasms.'#**4 The
clinical context, immunodeficiency status of the patient,
and the EBV infection of the tumor are characteristics that
may help to distinguish these 2 entities. MYC transloca-
tions in primary extramedullary plasmacytomas are un-
common but polysomies and /G gene breaks not associated
with MY are frequent.® In multiple myeloma (MM), the
MYC rearrangements have been detected in (0% to 15% of
unselected cases®2%%7 but they may be seen in 45% of the
advanced MM and in 65% of MM cell lines,'*" indicating
that this may be an acqured alteration associated with
progression of the disease. However. about 40% of these
MYC translocations involve a non-IG partner, a finding
different from the frequent IG/MYC rearrangements
observed in PBL. In contrast. the MM have frequent
rearrangements of the /GH locus with partner other than
MYC (ie. CCNDI, FGFR3, CCND3. MAF)"“2" whereas
IGH rearrangements in PBL seem to occur almost
exclusively with the MYC.

Primary effusion lymphomas also share morphologic
and immunophenotypic characteristics with PBL but the
clinical context and the tumor infection by HHVS are
distinctive features. Genetic studies of PEL have shown
complex karyotypes but not rearrangements of MYC,
BCL2, BCL6, or other recurrent alterations.'®? MYC
translocations have been detected. however, in some cases
of DLBCL, presenting clinically as primary effusion
lymphomas but the mature B-cell phenotype and lack
of HHVS in these tumors rule out the diagnosis of PEL.'#%

The high frequency of IG/MYC translocations in
PBL suggest that MYC activation must play an im-
portant role in the pathogenesis of these tumors. Most
lymphomas with MYC rearrangements have a germinal

w 2010 Lippincot: Williams & Wilkins

center B-cell phenotype. whereas in PBL the activation of
this gene occurs in the context of a terminal B-cell
differentiation stage. One of the master regulators of
plasma cell differentiation is the transcription factor
BLIMP! and this transcription factor is highly expressed
in the PBL.#22-30 BLIMPI represses genes that maintain
mature B-cell identity such as PAXS, and promotes the
expression of genes such as YBP/ involved in the plasma
cell differentiation program. BLIMP1 also represses genes
related to cell proliferation and growth including MY .2
The frequent incidence of MYC translocation in PBL
may be an oncogenic mechanism that overcomes the
repressor effect of BLIMPI on M YC expression.

The IG/MYC translocations in PBL were [requently
associated with the EBV infaction. This finding is similar to
BL in which EBV is also a common finding, particularly in
endemic and immunodeficiency-associated tumors. ' The
cooperative mechanisms between MYC and EBV in
lymphomagenesis are not clear.”” Interestingly, experimen-
tal studies in the tumor cell lines have shown that the full
latency I11 program of EBV infection is incompatible with
MY C-driven proliferation.”® Consistent with this in vitro
observation. EBV infection in both PBL and BL has a
latency | program. Further studies will be required to
clucidate the relationship between EBV and MYC activa-
tion in PBL.

In conclusion, our study shows that MY transloca-
tions occur in 50% of the PBL, suggesting that it may play
an important role in the pathogenesis of these tumors.
MYC is usually rearranged with IG genes and the
translocation occurs in the context of complex karyotypes.
BCL2, BCL6, MALTI, and PAXS loci are frequently
gained but not rearranged in these tumors. These findings
indicate that PBL hawve a specfic profile of genetic
alterations that differs from that seen in other aggressive
B-cell malignancies.
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Treball 3

Els limfomes de cél-lula gran B ALK positiu expressen el programa
de diferenciacio terminal de cel-lula B i activacié d’'STAT3 pero els hi
manca reordenament de MYC

(Modern Pathology 2013;April 19, Epub ahead of print)
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Resum

El limfoma de cél-lula gran B ALK positiu (ALK+ LBCL) és una neoplasia limfoide
agressiva caracteritzada per una proliferaci6 monomorfica de cél-lules de tipus immunoblastic
que expressen un fenotipus plasmablastic i que presenten reordenament del gen ALK. Els
reordenaments de MYC sén frequents en els limfomes plasmablastics, en els mielomes de
célllula plasmatica avancgats i en un subgrup de DLBCL, perd la seva preséncia en ALK+
LBCLs és desconeguda. L’expressié de MYC esta downregulada per BLIMP1, un dels més
importants moduladors de la diferenciacié de la cél-lula plasmatica. BLIMP1 i MYC estan
sobreregulats per STAT3, un transductor de senyal activat per ALK. Per a determinar el paper
de BLIMP1, MYC i STAT3 en la patogénesi dels ALK+ LBCLs, varem estudiar el reordenament
i expressio de MYC, STATS fosforilat, BLIMP1, PAX5 i XBP1 en 12 ALK+LBCLs. Tots els casos
expressaven ALK amb un patrd citoplasmatic i granular. Nou casos van presentar una senyal
de trencament corresponent a un reordenament d’ALK. Tres casos addicionals varen presentar
una delecié de I'extrem 5 o 3’ de la sonda d’ALK associada amb una translocaci6 criptica.
PAX5 fou virtualment negatiu en tots els casos analitzats, mentre que BLIMP1 es va expressar
en tots els tumors i XBP1 en 11 de 12. STAT3 fosforilat es va observar en tots els casos amb
un patré d’expressid nuclear intens i difus. No es va identificar reordenament de MYC en cap
tumor, pero si que es van detectar guanys de MYC en 6 casos i amplificacions en un. Es va
observar expressio proteica de MYC en tots els tumors independentment de les alteracions
genétiques de MYC. Aquests resultats indiquen que els ALK+ LBCLs tenen un programa de
diferenciacioé plasmablastic complet pero, contrariament al limfoma plasmablastic, careixen de
reordenament de MYC. STAT3 esta constantment activat i podria ser un mecanisme alternatiu
per a promoure I'expressié de MYC en aquests tumors. La rellevancia de la via ALK/STAT3 a la

patogénesi d’ALK+ LBCL podria oferir una diana atractiva per a noves terapies.
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ALK-positive large B-cell lymphomas express
a terminal B-cell differentiation program and
activated STAT3 but lack MYC rearrangements

Alexandra Valera!, Lluis Colomo?, Antonio Martinez!, Daphne de Jong?, Olga Balagué?,
Gabriel Matheu?®, Mdnica Martinez?, Lekidelu Taddesse-Heath?, Elaine S Jaffe®,
Carlos E Bacchi” and Elias Campo'

'Hematopathology Section, Laboratory of Pathology, Hospital Clinic de Barcelona, Insititut d’Investigacions
Biomédiques August Pi i Sunyer (IDIBAPS), Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain; ?Department of
Pathology, Netherlands Cancer Institute/Antoni van Leeuwenhoek Hospital, Amsterdam, The Netherlands;
IDepartment of Pathology, Hospital de Manacor, Manacor, Mallorca, Spain; *Laboratorio de
Hematopatologia, Mendoza, Argentina; *Department of Pathology, Howard University Hospital, Washington,
MD, USA; 8Department of Pathology, National Cancer Institute, National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA and Consultoria em Patologia, Botucatu, SP, Brazil

ALK-positive large B-cell lymphoma is an aggressive lymphoid neoplasm characterized by a monomorphic
proliferation of immunoblast-like cells expressing a plasmablastic phenotype and carrying ALK rearrange-
ments. MYC rearrangements are frequent in plasmablastic lymphomas, advanced plasma cell myelomas and a
subgroup of diffuse large B-cell lymphomas, but their presence in ALK-positive large B-cell lymphomas is
unknown. MYC expression is downregulated by BLIMP1, a master modulator of plasma cell differentiation.
BLIMP1 and MYC are upregulated by STAT3, a signal transducer activated by ALK. To determine the role of
BLIMP1, MYC and STAT3 in the pathogenesis of ALK-positive large B-cell lymphomas, we investigated MYC
rearrangement and the expression of MYC, phosphorylated STAT3, BLIMP1, PAX5 and XBP1 in 12 ALK-positive
large B-cell lymphomas. All cases expressed ALK with a granular cytoplasmic pattern. Nine cases had a split
signal consistent with an ALK rearrangement. Three additional cases showed a deletion of the 5’ or 3’ end of the
ALK probe consistent with cryptic translocation. PAX5 was virtually negative in all cases tested, whereas
BLIMP1 was expressed in all tumors and XBP1 in 11 of 12. Phosphorylated STAT3 was observed in all cases
with a strong and diffuse nuclear pattern. MYC rearrangements were not identified in any tumor, but MYC gains
and amplification were detected in six cases and one case, respectively. MYC protein was expressed in all
tumors independently of MYC gene alterations. These results indicate that ALK-positive large B-cell lymphomas
express a complete plasmablastic differentiation program but, contrary to plasmablastic lymphomas, do not
have MYC rearrangements. STAT3 is constantly activated and may be an alternative mechanism to promote
MY C expression in these tumors. The relevance of the ALK/STAT3 pathway in the pathogenesis of ALK-positive

large B-cell lymphomas may offer an attractive target for new therapies.
Madern Pathology advance online publication, 19 April 2013; doi:10.1038/modpathol.2013.73

Keywords: ALK-positive large B-cell lymphoma; ALK; MYC; plasmablastic lymphoma; STAT3

ALK-positive large B-cell lymphoma was initially

and aggressive subtype of diffuse large B-cell
described by Delsal ef al' in 1997 as an uncommon

lymphoma with frequent immuneblastic morpho-
logy, a plasma cell phenotype and expression of the
ALK protein. This protein is detected in most cases
with a granular cytoplasmic pattern, which is
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commonly associated with the rea.rrangamnnt of
ALK with the clathrin gene CTCL, 1(2;17).> However,
other genetic partmers as well as other patterns
of cell localization of the ALK protein have been
described.* % In addition to the ALK rearrangements,
conventional cytogenetic studies have reported
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the presence of frequent complex karyotypes with
multiple structural and numerical alterations in
other chromosomes. >4

The oncogenic mechanisms involved in the
pathogenesis of human ALK-positive large B-cell
lymphomas are not well known. ALK protein is a
cytoplasmic receptor with tyrosine kinase activity
that is not normally expressed in lymphoid cells.
ALK rearrangements upregulate oncogenic fusion
proteins in which the ALK fragment contains the
catalytic domain and the fused partner provides a
dimerization domain that activates the receptor
without the need of the ligand.'®'® ALK activation
has the oncogenic potential in different types of cells
including B and T lymphocytes, and in transgenic
mice, it induces the development of plasma cell
tumors. 718 The dimerization of ALK leads to the
activation of different downstream signaling path-
ways, one of the most relevant being the STAT3
pathway. 92" STAT3 is an important signal transducer
that triggers the program of plasma cell differentia-
tion through BLIMP1 activation, XBP1 and IRF4
expression.”! ALK-positive large B-cell lymphomas
have a phenotype similar to that of plasma cells, being
negative for CD20 and positive for CD138. However,
whether these tumors express a complete terminal
B-cell differentiation program with the upregulation of
BLIMP1 and XBP1 is not well known.** STAT3 also
regulates many proteins involved in tumor cell
proliferation including MYC that may have an impor-
tant role in the pathogenesis of these tumors.®?

The aggressive behavior of some B-cell lympho-
mas has been correlated with the presence of MYC
rearrangement. This genetic alteration has been
observed frequently in lymphoid neoplasms with
plasma cell differentiation, such as plasmablastic
plasma cell myelomas and plasmablastic lympho-
mas.?*%% On the other hand, MYC protein
expression has been recently described in some
aggressive B-cell lymphomas, not always related to

Table 1 Clinical and pathological features of ALK+ LBCL

the presence of MYC gene alterations.’ %" The
presence of MYC alteration and protein expression,
as well as the activation of STAT3 in ALK-positive
large B-cell lymphomas are not well known.

The aims of this study were to determine whether
ALK-positive large B-cell lymphomas express a
complete terminal B-cell differentiation program with
the upregulation of BLIMP1 and XBP1 and whether
MYC genetic alterations and STAT3 activation may
play a role in the pathogenesis of these tumaors.

Materials and methods
Case Selection

Twelve ALK-positive large B-cell lymphoma cases
were retrieved from the files of the Pathology
Department of the Hospital Clinic of Barcelona;
Netherlands Cancer Institute (Amsterdam, The
Netherlands); Laboratoric de Hematopatologia
(Mendoza, Argentina) and Consultoria em Patologia
(Botucatu, Brazil). The patients were predominantly
males (92%) with a median age of 33 years (range
22-42 years). Ten patients (83%) presented with
nodal disease and two had extranodal presentation:
one in the right colon and the other one in the soft
tissues of the thigh (Table 1).

For comparison purposes, we also studied 11
plasmablastic lymphomas and 16 diffuse large
B-cell lymphomas that were selected because they
were of the activated B-cell subtype by gene
expression profiling (11 cases) or had been classified
immunochistochemically as non-germinal center-like
subtype using the Hans' algorithm (5 cases).*!

Immunohistochemistry

Immunochistochemical studies were carried out with
a panel of monoclonal and polyclonal antibodies

Age
Case (years| Sex Location

CD79a  PAXs  IGHIGL IRF#* BLIMP1* XBP1* ALK FISH

1 34 M Lymph node - ND IgA+, lambda - ++ + ++ R
2 42 M Lymph node ND IgA+, lamhda ND ++ — DS + ALK extra copies
3 30 M Lymph node - - Lambda ++ +++ +++ R+4+ALK exira copies
4 ag M Rightcolon mazs ND = IgA+. kappa - NV ++ R+ ALK extra copies
5 29 M  Lymph node ND - IgA + . lambda + ++ + + R
[ 28 M Soft tissue of - - TgA+, lambda +++ +++ + D %' end + ALK

the thigh exira copies
7 3z M Lymph node - IpA+ . kappa +++ +++ +++ R
8 22 M Lymph node - - = ++ ++ +++ DS
g 38 M Lymph node - - - - + + D 5 end
10 34 M Lymph node ND  Weak + IgA+,[gG+, lambda +++ 4+ 4+ + R
11 Un. F Lymph node - - IpA -+, IpG+, lamhda + +++ +++ D5 end+AIK

extra copies

12 40 M Lymph node — = IgA+ ++ + ++ R

R. rearrangement; DS, double split; D, deletion; ND, not determined; NV, not valuable: Un, unknown.
All cases showed positivity for EMA and CD138 and were negative for CD20.

B 1 25-50%; + -+ : B0=75%: and + + 4+ =75%.
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reactive in paraffin-embedded tissue sections using
a peroxidase-labeled detection system, standard
antigen retrieval protocols and an automated
immunostainer (Dako  Autostainer, Glostrup,
Denmark and Bond-Max, Leica Microsystems.
Wetzlar, Germany). The panel of antibodies used
included CD20 (clone L26; Dako), CD79a (clone
JCB117; Dako), PAX5 (clone 24; BD Biosciences),
CD30 (clone Ber-H2; Dako) and EMA (clone E29;
Dako). Polyclonal antibodies for IgA, IgG, kappa and
lambda were applied (all from Dako). ALK expres-
sion was determined using the monoclonal ALK1
antibody (Dako).The terminal B-cell differentiation
program was evaluated using antibodies anti-TRF4
(clone MUM1p; Dako) and CD138 (clone MI15;
Dako), PRDM1/Blimp1 (clone Sc13206; Santa Cruz
Biotechnology) and XBP1 (clone Se7160; Santa Cruz
Biotechnology). The conditions for all these anti-
bodies were the same as described previously.??
A cutoff of 25% was used to interpret the results
as positive.

MYC expression was assessed using the mono-
clonal Y69 antibody (Epitomics), at dilution 1/40,
with incubation of the primary antibody for 1 h after
antigen retrieval at pH 6 for 30 min. The activation
of STAT3 was analyzed using the monoclonal
phosphorylated-STAT3 (pSTAT3, phosphorylation
on tyrosine 705) antibody (clone D3A7; Cell Signal-
ing Technology). The samples were incubated with
this antibody at a dilution of 1:100 for 2h at 37 "C.
MYC and pSTAT3 immunostaining were evaluated
in a semiquantitative manner and a normal tonsil
tissue was used as the control. A cutoff of 25% was
also used to interpret the results as positive.

The presence of Epstein—Barr virus was examined
by in situ hybridization to detect Epstein—Barr virus-
encoded early nuclear RNAs. The latency-associated
nuclear antigen 1 of human herpes virus type 8
was studied by immunchistochemistry using the
clone LN53 (Advanced Biotechnologies), both as
described earlier.®?

Fluorescence In Situ Hybridization

Fluorescence in sifu hybridization was performed
on 3- to 4-um-thick sections of formalin-fixed,
paraffin-embedded tissues, using break-apart probes
(Vysis, Abbott Molecular) specific for ALK (2p13)
and MYC (8q24) as described previously.?

Tonsil sections were used as conftrols. For every
tumor and tonsil sample, a minimum of 100
evaluable nuclei were scored. The cutoff values for
the interphase FISH analyses were established
following the criteria of Ventura et al.*® To detect
rearrangements, the cutoff value was 3%. Moreover,
the mean number of numerical genetic alterations
was evaluated in each case to assess the incidence of
the genetic events in the tumors. Gains were
considered when three to four copies of the gene
studied were identified, whereas more than four
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copies were considered as amplification. A deletion
was considered when one of the alleles lost one of
their extremes in >40% of the neoplastic cells.

Results

Pathological Features of ALK-Positive Large B-Cell
Lymphomas

The clinical and immunophenotypic features of the
12 ALK-positive large B-cell lymphomas are sum-
marized in Table 1. All cases had a granular
cytoplasmic distribution of ALK expression. CD20
was negative in all of them. CD79a, PAX5 and CD30
were detected in isolated cells in 2/9, 1/10 and 2/12
cases, respectively, but none of the tumors had
positivity for more than one of these B-cell markers.
EMA was expressed in all cases. IgA was positive in
9/12 cases and two of them also expressed IgG. No
clear expression of immunoglobulin heavy chains
could be demonstrated in three cases. Lambda
restriction was detected in 7/12 and kappa restric-
tion in 2/12, and in 3 the study was not contributory.
Epstein—Barr virus and/or human herpes virus type
8 were negative in all the cases investigated.

(D138 was positive in all cases examined. IRF4
was positive in 8/11 (73%) cases:; two had weak
expression in 10-25% of the neoplastic cells and
one was negative. BLIMP1 was positive in all cases,
most of them with strong expression in > 50% of the
cells. Similarly, XBP1 was also expressed in 11 of
12, although the number of positive cells was
slightly lower than for BLIMP1.

The ALK break-apart probe showed different
patterns of rearrangement and alterations in all
cases (Table 1 and Figure 1). Seven of 12 (58%)
cases showed a split ALK signal consistent with a
chromosomal rearrangement (cases 1, 3, 4, 5, 7, 10
and 12). Two of these cases also had extra normal
copies of the normal allele (cases 3 and 4). A split
signal of both alleles was observed in two other
cases (cases 2 and 8) and one of them also showed
extra copy signals of normal ALK allele (case 8). Two
other cases exhibited isolated copies of 3" end
(telomeric region) (cases 9 and 11), one of them
with additional copies of the normal ALK (case 11).
One additional case showed isolated extra copies of
the 5’ end of ALK (centromeric region) and of the
normal allele (case 6). These three cases with
deletions of the 3’ or 5 ends had ALK protein
expression with the same granular cytoplasmic
pattern as the other cases.

MYC Gene Alterations and Protein Expression

The genetic alterations and protein expression of
MYC in ALK-positive large B-cell lymphomas,
plasmablastic lymphomas and diffuse large B-cell
lymphomas are summarized in Table 2 and Figure 2.
MYC analysis by FISH was successful in the 11
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Figure 1 Different ALK patterns detected by fluorescence in situ hybridization (FISH). (a) Normal ALK pattern observed in a reactive
lymph node; (b) case 1, simple rearrangement; (c) case 3, simple rearrangement and extra copies; (d) case 8, double rearrangement;
(e} case 2, double rearrangement and extra copies; (f) case 6, three loci with deletion ofthe 3’ end and extra copies; (g) case 9, deletion of
the 5" end; (h) case 11, three loci with deletion of the 5’ end and extra copies. Yellow arrow: normal signal of ALK; red arrow: split signal

of ALK, 3 end; and green arrow: split signal of ALK, 5 end.

ALK-positive large B-cell lymphomas cases studied.
Six cases showed an increased copy number of the
gene, 5 pgains (cases 4, 5, 10, 11 and 12) and 1
amplification (case 3), whereas 5 cases did not show
any genetic alteration. The mean copy number
gains per cell was 3.26 (range 2.76-3.87) and the

amplified copies 5.84. No evidence of MYC rearran-
gement was detected in any case.

MYC protein was expressed in the 12 cases. Six
tumors had MYC positivity in 25-50% of the cells and
three of them had MYC gains (cases 10, 11 and 12).
Three cases had MYC expression in 50-75% of the
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Table 2 MYC: Genetic alterations by FISH and protein
expression by THC

Case MYC IHC pSTAT2
no. Diagnosis %) MYC FISH (%)
1 ALK +LBCL >80 N =75
. ALK + LBCL =75 N 100
3 ALK+ LBCL =75 Amplifications 100
4 ALK+ LBCL 50-75 Gains 100
5 ALK +LBCL 50-75 Gains 100
B ALK+ LBCL 50-75 N 100
7 ALK + LBCL 25-50 N 100
il ALK+ LBCL 25-50 N 100
9 ALK+ LBCL 25-50 N 100
10 ALK+ LBCL 25-50 Gains 100
11 ALK+ LBCL 25-50 Gains 100
12 ALK+ LBCL 25-50 Gains 5075
13 PBL 50-75 Rearrangement 50-73
14 FBL 50-75 Rearrangement ND
15 PBL 25-50 Rearrangement 50-75
16 FBL 25-50 Gains NV
17 PBL —_ Gains ND
18 PBL 50-75 Rearrangement ND
19 FBL 25-50 Gains 50-75
20 FPBL — Gains —
21 FBL — Gains 100
22 PBL 25-50 N —_—
23 PBL —_ N ND
24 DLBCL >75 I 50-75
25 DLBCL 25-50 Rearranged ND
26 DLBCL 25-50 N ND
a7 DLBCL 25-50 N —_—
Z8 DLBCL —_ N 5075
29 DLBCL —_ N —_
30 DLBCL —_ N —_
31 DLBCL — N —
32 DLBCL —_ N P

33 DLBCL —-_ N ND
34 DLBCL —_ Gains —_
35 DLBCL >75 N —
36 DLBCL 5075 N —_
37 DLBCL 50-75% N 50-75
38 DLBCL —_ N 5075
39 DLBCL —_ N ND

ALK + LBCL, ALK-positive large B-cell lymphoma: PBL. plasma-
blastic lymphoma; DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma, all cases
were ABC subtype by gene expression profile or non-GCB by
immunohistochemistry; N, normal FISH pattern; NV, not valuable;
ND. not determined; Gains, 3-4 copies: amplification, =>4 copies.

neoplastic cells, and two of them had MYC gains
(cases 4 and 5). The other three tumors showed MYC
expression in >75% of the tumor cells and one of
them demonstrated amplification of the gene (case 3).
No gene alterations were observed in six cases.

In plasmablastic lymphomas, MYC genetic altera-
tions were observed in 9/11 cases, 4 rearrangements
and 5 gains. MYC expression was detected in 7/11
cases. Four cases were positive in 25-50% of the
neoplastic cells, two of them showed MYC gains
(cases 16 and 19), one had a gene rearrangement and
no gene alterations were observed in one. Three
tumors were MYC positive in 50-75% and all of
them had MYC rearrangement (cases 13, 14 and 18).
No MYC expression was observed in three plasma-
blastic lymphomas with MYC gains (cases 17, 20
and 21) (Table 2).
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In diffuse large B-cell lymphomas, MYC genetic
alterations were observed in 2/16 cases, one
rearrangement and one gain. MYC expression was
detected in 7/16 cases. Two cases showed MYC
expression in =75% of the neoplastic cells, both
without any MYC gene alteration (cases 24 and 35).
In two cases, MYC expression was observed in
50-75% of the tumor cells, but none of them showed
MYC gene alterations by fluorescence in situ
hybridization (cases 36 and 37). Three additional
cases showed MYC expression in 25-50% of the
neoplastic cells (cases 25, 26 and 27) and one of
them presented rearrangement of the gene (case 25).

pSTAT3 Expression

pSTAT3 expression in ALK-positive large B-cell
lymphomas, plasmablastic and diffuse large B-cell
lymphoma-activated B-cell subtype is detailed in
Table 2 and Figure 2. All ALK-positive large B-cell
lymphomas were strongly positive for pSTAT3. This
overexpression was observed in virtually all neo-
plastic cells, except in one case (case 12).

In plasmablastic lymphomas, pSTAT3 expression
was observed in 4/6 cases. Three of them (cases 13,
15 and 19) showed pSTAT3 expression in 50-75%
of the neoplastic cells. MYC expression correlated
with pSTAT3 expression in these cases. The fourth
case (case 21) showed pSTAT3 expression in
virtually 100% of the neoplastic cells, but MYC
expression was negative. Two cases were negative
for pSTAT3, one expressed MYC in 25-50% and the
other was negative.

pSTAT3 expression was detected in 4/11 diffuse
large B-cell lymphoma cases in 50-75% of the
neoplastic cells. Two of these cases (cases 24 and 37)
also showed MYC expression in a similar percentage,
whereas the other two cases were negative for MYC
(cases 28 and 38). None of them had MYC genetic
alterations. Three cases without pSTAT3 expression
(cases 27, 35 and 36) expressed MYC, but none of
them showed genetic alterations of the gene.

Discussion

ALK-positive large B-cell lymphoma is an uncom-
mon subtype of diffuse large B-cell lymphoma
carrying ALK rearrangement and protein expression.
The most common gene partner of ALK in these
tumors is CLTC at 17q23>8143421 fgllowed by
NPM1 at 5q35%'" and other genes identified in
occasional cases such as SQSTM1* and SEC31A.%
Genetic studies have recognized other ftrans-
locations between ALK and chromosomal regions
at 4q22, 12q24 or Xq21, but the corresponding gene
partner has not been identified.'™'? All these
translocations lead to the overexpression and
oncogenic activation of the ALK protein. The
CLTC-ALK fusion generates a protein recognizable
by immunohistochemistry with a cytoplasmic
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Figure 2 Phosphorylated signal tmnsducers and activators of transcription-3 (pSTAT3) and MYC in ALK + large B-cell lymphoma
(LBCL), plasmablastic lymphoma (PBL] and activated B-cell-like (ABC) diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL). (a) Case 3, MYD
amplified in an ALK + LBCL; (b) case 3, MYC protein expression in =>75% of the cells: (c) case 3, pSTAT3 expression in all mmor cells;
(d) casze 13, MYC rearranged in a FBL case; (e) case 13, MYC pmotein expression in 50-75% of the neoplastic cells; (f) case 13, pSTAT3
protein expression in 50-75% of the tumor cells. Immunchistochemistry (IHC) images (b, ¢, e and f) photographed at = 400. Yellow
arrow: normal signal of MYC: red arrow: split signal of MYC, 5’ end; green signal: split signal of MY, 3’ end.

granular pattern. However, this paltern is also
detected in other translocations, with the
exception of the nuclear and cytoplasmic pattern
of the NPM1-ALK fusion. All our cases had ALK
expression with a cytoplasmic granular pattern,
although the partmer involved could not be
determined since we used a break-apart ALK
probe. A split signal consistent with an ALK
translocation was detected in 7 of the 12 cases.
Intriguingly, two cases showed only a deletion of the
5" end of the probe. This FISH pattern has been
observed occasionally in ALK-positive large B-cell
lymphomas.*'*"'? The combination of FISH and
molecular studies have confirmed that this pattern
is due to cryptic translocations of the 3" end of ALK
fused with different partners and associated with
the deletion of the ALK 5 end. Similar to the
reported cases, our two tumors with the 5 end
deletion expressed ALK with the same granular
cytoplasmic pattern as the other cases with the
typical split signal. In addition to the rearranged
gene, our FISH study detected double splits in two
cases and extra copies of the normal ALK gene in
five cases. These findings are consistent with the
multiple chromosomal alterations and karyotypes
close to the tetraploidy detected in around 50% of
these tumors by conventional cytogenetics. 26-14
However, as we have not used centromer probe in
this study, we cannot distinguish between true
polysomies or partial chromosomal gains. We also
found a case with deletion of 3" end, which has not
been reported before in the literature. This case also
expressed ALK protein with the same granular and
cytoplasmic pattern of expression, suggesting that
ALK may have a cryptic rearrangement with a
similar functional effect upregulating ALK protein.

The oncogenic pathways involved in the patho-
genesis of ALK-positive large B-cell lymphomas are
not well defined. ALK rearrangements produce
fusion proteins with constitutive tyrosine kinase
activity, which activates several downstream path-
ways. One of them is the activation of STAT3
signaling that seems to be required for ALK-mediated
lymphomagenesis in different cell models including
murine and human B and T cells.'92%4 [n this study,
we have demonstrated that activated pSTAT3 is
strongly expressed in all ALK-positive large B-cell
lymphomas. These observations expand the previous
identification of pSTAT3 in two ALK-positive
large B-cell lymphomas** and suggest that this
pathway may be important in the pathogenesis of
these lymphomas. The relevance of STAT3 in
ALK-positive large B-cell lymphomas is highlighted
by its downregulation in cell lines derived from
these tumors treated with an ALK inhibitor.”-1?

The strong and constant expression of pSTAT3 in
ALK-positive large B-cell lymphomas contrasted
with the lower expression observed in non-germinal
center B-cell-like diffuse large B-cell lymphomas
(36%) and slightly Iower in plasmablastic lympho-
mas (67%). STAT3 has not been previously investi-
gated in plasmablastic lymphoma and our findings
suggest that this pathway may be also relevant in
these tumors. The expression of pSTAT3 observed in
our subset of non-germinal center B-cell-like diffuse
large B-cell lymphomas is similar to the frequency
observed in previous studies.*®*® Although the
prognostic significance of this finding in diffuse
large B-cell lymphoma is controversial, ¥ 4% studies
in cell lines and animal models suggest that STAT3
may be a relevant therapeutic target for this
subgroup of diffuse large B-cell lymphomas 54649
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The high expression of pSTAT3 in ALK-positive
large B-cell lymphomas may be relevant for the
plasmablastic phenotype of these tumors since
STAT3 promotes the upregulation of BLIMP1, a
master regulator of the plasma cell differentiation
program.?! Previous studies have characterized the
phenotype of ALK-positive large B-cell lymphomas
with CD138 positivity and lack of mature B-cell
markers such as CD20 and CD79a, but the expression
of BLIMP1 and other markers of the plasma cell
differentiation program was not known. Consistent
with the role of pSTAT3, we have demonstrated that
ALK-positive large B-cell lymphomas constantly
express BLIMP1 and it seems to be functional
because the tumors lack PAX5 and express XBP1,
two genes, respectively, repressed and upregulated
by BLIMP1, PAX5 is essential to maintain the mature
B-cell identity and its repression is required for
the development of the plasma cell differentiation
program, whereas XBP1 is an important trans-
cription factor that modulates the terminal B-cell
differentiation program.3%5! This complete plasma-
blastic phenotype observed in ALK-positive large
B-cell lymphomas is less common in plasmablastic
lymphomas. These tumors constantly express
BLIMP1 in virtually all cases, but XBF1 is only
expressed in approximately 50% of them 5257

MYC rearrangements have been observed in 50%
of plasmablastic lymphomas and plasmablastic plas-
ma cell myelomas. BLIMP1, constantly expressed in
these tumors, represses genes related to cell prolif-
eration and growth including MYC.5* The high
frequency of MYC rearrangements in these tumors
may be an oncogenic mechanism to overcome the
repressar effect of BLIMP1 on MYC expression.”® In
this study, we have observed that, contrary to
plasmablastic lymphomas, ALK-positive large B-cell
Ilymphomas do not have MYC rearrangements,
although one case had MYC amplifications. In spite
of the low incidence of genetic alterations, MYC
protein was expressed in all tumors, suggesting that
it may be important for the pathogenesis of the
tumor. Previous studies have shown that MYC is
downstream of ALK®® and may also be a target of
activated STAT3.%557 Therefore, MYC expression in
ALK-positive large B-cell lymphomas may be driven
by these alternative mechanisms that, as postulated
for plasmablastic lymphomas, may lead to overcome
the repressor effect of BLIMP1.

In conclusion, our study shows that ALK-positive
large B-cell lymphomas express markers associated
with a complete plasma cell differentiation program
and active STAT3, but contrary to other aggressive
neoplasms with plasmablastic phenotype lack MYC
rearrangements. These findings are consistent with a
model in which ALK rearrangements activate STAT3
that in turn promotes the plasma cell differentiation
program through BLIMP1, and upregulates the ex-
pression of MYC (Figure 3). The relevance of the ALK/
STAT3 pathway in the pathogenesis of these lympho-
mas may offer an attractive target for new therapies.
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Figure 3 Model of signal transducers and activators of transcrip-
ton-3 (STAT3) activation and BLIMP1 and MYC expression in
ALK+ large B-cell lymphoma (LBCL). ALK rearranged receplor
bound to a non-rearranged ALK recepior (ALK wild type. ALK
WT) triggers a STAT3? homodimer formation without the presence
of an external ligand. STAT3 dimerization results in the
phosphorylation of its tyrosine residues. This activation allows
the entrance of the STAT3 dimer into the nucleus of the cell,
where it promotes the activation of BLIMP1, which jointly with
interferon regulatory factor-4 (IRF4) and X-box binding protein 1
[XBP1) trigger the plasma cell differentiation, and the activation
of MYC in the cell prolifemtion.
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En el primer treball de la tesi hem analitzat I'impacte clinic de les alteracions
genétiques i de I'expressié proteica de MYC en una série llarga de pacients amb DLBCL
tractats amb immunoquimioterapia. Mitjancant la tecnica de FISH, hem observat que els canvis
que implicaven a MYC, i també els canvis que succeien a BCL2, BCL6 i MALT1, eren
alteracions que es donaven a la majoria de les cél-lules tumorals, independentment del tipus
d’anomalia. Varem detectar alteracions genétiques de MYC i de la seva expressié proteica en
un 41% dels casos (18% i 43%, respectivament). La incidéncia d’alteracions genétiques és
similar a les publicades en altres séries utilitzant els mateixos métodes de deteccié (Akyurek N
et a., 2012; Copie-Bergman C et al., 2009; Foot NJ et al., 2011; Green TM, Young KH et al.,
2012; Horn H et al., 2013).

Dotze (7%) casos van presentar reordenament de MYC, la meitat del quals (58%)
tenien reordenaments addicionals de BCLZ2 i/o BCL6. Aquestes troballes s6n coincidents amb
estudis previs de FISH que mostren que un 40-80% dels casos de DLBCL amb reordenament
de MYC presenten reordenaments simultanis de BCL2 i/o BCL6. Estudis amb citogenética
convencional també han demostrat que les alteracions genétiques de MYC estan normalment
associades amb canvis cromosomics addicionals en aquests tumors (Salaverria | et al., 2011).

Els casos amb MYC “single-hit” i els casos amb MYC “double/triple-hit” presentaven un
comportament similar respecte a la supervivéncia. Aquestes troballes suggereixen que el
reordenament de MYC com a Unica alteracié genética no hauria de ser infraestimat, sobretot
quan aquest reordenament esta acompanyat d’'una elevada expressio proteica de I'oncogen.
Tot i aixi, sembla evident que els reordenaments de BCL?2 i/o BCL6 acompanyants aporten un
empitjorament al comportament dels reordenaments de MYC. Green TM i col-laboradors varen
estudiar 191 casos de DLBCL mitjangant la técnica de FISH per MYC i BCL2, aixi com
I'expressi6 proteica d’aquests marcadors per immunohistoquimica (Green TM, Young KH et al.,
2012). Un cop exclosos els limfomes amb doble reordenament, no van trobar un impacte
significatiu dels reordenaments de MYC en la supervivéncia dels pacients. De manera similar,
Johnson NA i col-laboradors varen observar un impacte molt desfavorable dels reordenaments
de MYC només quan aquests casos estaven acompanyats per reordenaments o
sobreexpressio proteica de BCL2 (Johnson NA et al., 2012). Les diferéncies entre els estudis
previs publicats i el nostre podrien ser degudes al baix nombre de casos que presentaven MYC
“single-hit”.

La incidéncia de guanys de MYC fou observada en un 19% dels casos i les
amplificacions en un 2%. Els pacients amb guanys del gen han presentat caracteristiques
cliniques similars a les del DLBCL sense alteracions detectables de MYC. Els guanys
s’associaven amb alteracions geneétiques addicionals en els altres gens estudiats i només el
13% dels casos presentaven els guanys de MYC com a uUnica alteracié. En el nostre estudi,
hem considerat la preséncia de 3 o 4 copies com a guanys, i més de 4 coOpies com
amplificacions i amb aquestes aproximacions hem identificat un petit grup de pacients amb
amplificacions de MYC que presentaven un pronodstic molt desfavorable similar al dels pacients

amb MYC “double/triple-hit”. Mossafa i col-laboradors també han publicat les amplificacions de
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MYC com una alteracié desfavorable en un grup de limfomes B d’alt grau que incloien 12
limfomes de cél-lula B de baix grau transformats i 3 DLBCL (Mossafa H et al., 2006).

L’expressio proteica de MYC en els DLBCLs del nostre estudi es va detectar en 81/168
(48%) dels casos. La preséncia del reordenament de MYC es va correlacionar amb I'expressio
proteica de MYC, tal i com havien trobat altres treballs previs al nostre utilitzant el mateix
anticos (Green TM et al., 2012; Tapia G et al., 2011). A més a més, I'expressid proteica de
MYC va identificar un subgrup de tumors (19%) amb nivells d’expressié per sobre del 30% que
no presentaven cap alteracié genetica de MYC, indicant que podrien existir altres mecanismes
a més de les alteracions genétiques descrites que causessin aquesta sobreexpressio proteica
(Green TM et al., 2012; Horn H et al., 2013; Kluk MJ et al., 2012; Tapia G et al., 2011).

L'elevada expressié proteica de MYC té un impacte pronostic desfavorable en els
pacients amb DLBCL. El punt de tall establert mitjangant un sistema d’analisi digital va ser del
10%. Aquest llindar era el que millor copsava I'impacte desfavorable de les alteracions de MYC
en la nostra série i mantenia I'impacte pronostic en I'analisi multivariat en models que incloien
l'IP1.Tres estudis recents han evaluat I'impacte de I'expressié proteica de MYC en DLBCL
tractats amb R-CHOP. Cal destacar perd, que en els tres estudis es va fer servir un punt de tall
del 40%, i només en un dels estudis I'expressié proteica de MYC aconseguia un impacte
pronostic significatiu en I'analisi univariat (Green TM, Young KH et al., 2012; Horn H et al.,
2013; Johnson NA et al., 2012).

Per altra banda, I'impacte de la coexpressié de MYC i BCL2 també ha estat evaluada
en aquests estudis previs. Green TM i Horn H varen descriure uns criteris de prediccié de la
supervivéncia observant que els criteris que englobaven als casos de coexpressié de MYC i
BCL2 presentaven un pronostic desfavorable (Green TM, Young KH et al., 2012; Horn H et al.,
2013). Johnson NA per la seva banda també va trobar que els casos amb simultania
coexpressio d’aquests dos marcadors presentaven una inferior supervivéncia global i
progressié lliure de malaltia. En el nostre treball hem realitzat els mateixos estudis i hem
obtingut resultats similars, la qual cosa emfatitza I'impacte de I'expressio proteica de MYC i
BCL2 en el DLBCL. Tot i aixi, cap dels estudis previs ha fet servir el mateix punt de tall per
BCL2. Alternativament, en el nostre estudi, els casos que sobreexpressaven MYC encara que
no expressessin BCL2, mantenien el prondstic desfavorable. Aquesta diferéncia podria ser
atribuida a les diferents estratégies metodologiques utilitzades per evaluar la sobreexpressié de
MYC i BCL2.

En el segon treball de la tesi hem estudiat les alteracions genétiques de MYC, BCL2,
BCL6, MALT1, PAX5 i IGH en una série de PBLs. Varem identificar que el reordenament de
MYC és 'anomalia estructural cromosdmica més freqiient en els PBLs. Aquest reordenament
es dbna en quasi el 50% dels casos i les parelles de MYC en aquestes translocacions solen ser
els gens de les IGs en la majoria de tumors (85%). Aquestes troballes concorden amb les
primeres observacions del reordenament de MYC obtingudes en casos aillats de PBL on es
descriu la incidéncia del reordenament (Chuah KL et al., 2009; Dawson MA et al, 2007;
Yotsumoto M et al, 2009; Bogusz AM et al., 2009; Taddesse-Heath L et al., 2010).
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A més dels reordenaments de MYC, els PBLs presentaven de manera frequent guanys
dels altres gens estudiats (BCL2, BCL6, MALT1, PAX5 i IGH), en un 30% dels casos es van
detectar guanys de 3 o més d'aquests gens. Cap dels nostres casos de PBL va mostrar
reordenaments de BCL2 o BCL6, que son els gens que fins ara s’han implicat en la patogénesi
del DLBCL més freqiientment.

El PBL que presenta reordenament de MYC mostra diferéncies significatives respecte
d’'altres tumors que presenten el mateix reordenament. En el BL, com s’ha descrit amb
anterioritat, el reordenament de MYC es troba en una practica totalitat dels casos i la seva
parella de translocacié acostuma a ser un gen de les /Gs, normalment el gen de les IGH.
Aquest reordenament és I'Unica anomalia genética o pot estar associat a un cariotip simple. De
manera contraria, el reordenament de MYC en el DLBCL ocorre entre el 4% i el 10% dels
casos, éssent la parella de la translocaci6é un gen diferent als gens de les IGs en un 40% dels
tumors, i a més, normalment aquest reordenament sol estar associat d’un cariotip complexe
(Hummel M et al., 2006; Salaverria | et al., 2008). Els reordenaments de MYC també estan
associats als reordenaments de BCL2 o de BCL6 i a la preséncia de cariotips molt complexes
(Hummel M et al., 2006; Salaverria | et al., 2008; Snuderl M et al.,, 2010). En el PBL, la
preséencia del reordenament de MYC és relativament frequent (50%), la parella més comuna del
reordenament és un gen de les IGs, esta associada a un cariotip complexe, tot i que sense
presentar “double-hits”, i aquest reordenament succeeix en un limfoma amb un fenotipus de
cél-lula B terminal. En el mieloma de cél-lula plasmatica (MM) s’ha detectat la preséncia del
reordenament de MYC fins a un 15% dels casos, perd aquesta preséncia es pot veure
incrementada fins a un 45% en els casos de MM avancat i en el 65% de les linies cel-lulars de
MM, suggerint que aquest reordenament pot ser una alteraci6 adquirida associada a la
progressié de la malaltia. EI PBL, sobretot la variant plasmacitica, té caracteristiques
morfoldgiques i immunofenotipiques que es solapen amb les transformacions plasmablastiques
extramedul-lars de les neoplasies de cél-lula plasmatica. La diferéncia entre el MM i els PBLs a
nivell del reordenament de MYC s’escau en que al voltant d’'un 40% d’aquests reordenaments
de MYC no impliquen els gens de les IGs en el MM, i en canvi en els PBLs és frequent la
troballa de la translocacio IG/MYC. Tot i aixi, pel que fa al gen /GH en el MM sol ser la parella
d’altres gens diferents a MYC (per exemple: CCND1, FGFR3, CCND3, MAF), mentre que en
els PBLs el reordenament del gen de les /IGH succeeix quasi exclusivament amb MYC (Gabrea
A et a., 2006; Gabrea et al., 2008). Aquestes darreres troballes sembla que ens podrien servir
per a diferenciar el PBL del MM.

L’alta freqUéncia de translocacions /G/MYC en els PBLs suggereix que I'activaci6é de
MYC deu jugar un paper important en la patogénesi d’aquests tumors. La majoria de limfomes
amb reordenament de MYC tenen un fenotipus de cél-lula B de centre germinal, mentre que en
els PBLs I'activacié d’aquest gen succeeix en el context d’'un estadi de diferenciacié terminal de
la cél-lula B. Un dels reguladors més importants de la diferenciacié a cél-lula plasmatica és el
factor de transcripcié BLIMP1, el qual es troba altament expressat en els PBLs (Balagué O et
al., 2007; Garcia JF et al., 2006; Montes-Moreno S et al., 2010). BLIMP1 reprimeix els gens

encarregats de mantenir la identitat de la cél-lula B madura com PAXS, i promou I'expressi6é de
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gens com XBP1 implicats en el programa de diferenciacié de cél-lula plasmatica. BLIMP1
també reprimeix aquells gens que estan implicats en la proliferacio i el creixement cel-lular com
'oncogen MYC (Lin Y et al., 1997). La recurrent incidéncia del reordenament de MYC en el PBL
podria ser un mecanisme oncogénic que superés l'efecte repressor de BLIMP1 sobre
I'expressié de MYC.

No es varen identificar diferéncies significatives entre les alteracions genétiques
trobades i la supervivéncia dels pacients. Malgrat tot, cal destacar que alguns dels nostres
pacients que presentaven una llarga supervivéncia no tenien o tenien molts pocs guanys en els
gens estudiats. Encara que la descripcié inicial del PBL subratlla el comportament agressiu i el
pronostic desfavorable dels pacients, algunes publicacions han descrit una supervivéncia més
llarga, similar a I'obtinguda amb els nostres casos. Aquesta millora en la supervivéncia ha estat
associada als nous tractaments antiretrovirals, a un estatus immunologic millor dels pacients, i
en les millores en les atencions de suport als malalts.

En el tercer treball de la present tesi hem estudiat les alteracions genétiques i
proteiques de MYC i I'expressi6 de pSTAT3 en una série d’ALK+ LBCLs. Les vies
oncogéniques implicades en la patogénesi dels limfomes ALK+ LBCL no estan encara ben
definides. Els reordenaments d’ALK produeixen proteines de fusié amb activitat tirosina quinasa
constitutiva, la qual activa diferents vies. Una d’aquestes vies activades és la via de
senyalitzaci6 d’STATS3, la qual sembla ser que és una via implicada en la limfomagénesi
mediada per ALK segons diferents estudis realitzats amb models de cél-lules B i T humanes i
de ratolins (Chiarle R et al., 2005; Zamo A et al., 2002; Barreca A et al., 2011). Estudis de linies
cel-lulars derivades d’aquests tumors demostren que els nivells dexpressié d’'STAT3
dismuneixen quan aquestes linies es sotmeten als efectes d’un inhibidor d’ALK, posant en
evidéncia la rellevancia d’'STAT3 en els ALK+ LBCL (Cerchietti L et al., 2011; Van Roosbroeck
K et al.,, 2010). Les nostres troballes demostren que I'activacié d’'STAT3 a través de la seva
forma fosforilada esta fortament expressada en tots els ALK+ LBCLs, expandint la identificacio
prévia de pSTAT3 en dos ALK+ LBCL (Momose S et al., 2009) i suggerint que aquesta via
podria ser important en la patogénesi d’aquests limfomes. La forta i constant expressié de
pSTAT3 en els ALK+ LBCLs contrastava amb la seva més baixa expressié en “non-GCB”
DLBCL (36%) i en la seva lleugera disminucidé respecte els PBLs (67%). STAT3 no ha estat
préviament estudiat en els PBLs i les nostres troballes suggereixen que aquesta via podria
ésser també rellevant en aquests tumors. L'expressi6 de pSTAT3 observada en el nostre
subgrup de “non-GCB” DLBCL és similar a la freqiieéncia observada en altres estudis previs
(Ding BB et al., 2008; Lam LT et al., 2008). Tot i que el significat pronostic d’aquesta troballa en
DLBCL és controvertit (Gupta M et al., 2012; Wu ZL et al., 2011), els estudis realitzats en linies
cel-lulars i models animals suggereixen que STAT3 podria ser una diana terapéutica rellevant
en aquest subgrup de DLBCL (Ding BB et al., 2008; Lam LT et al., 2008; Scuto A et al., 2011).

STAT3 promou la regulacié de BLIMP1, un dels reguladors més importants del
programa de diferenciacié a cél-lula plasmatica (Diehl SA et al., 2008); aixi doncs, I'elevada
expressio de pSTAT3 en ALK+ LBCL podria ser rellevant per el fenotip plasmablastic d’aquests

tumors. Conjuntament amb el paper del pSTAT3, en aquest treball hem demostrat que els
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ALK+ LBCL constantment expressen BLIMP1 i que aquest sembla ser funcional ja que aquests
tumors careixen d’expressi6 de PAX5 i en canvi expressen XBP1, dos gens, que
respectivament, sén reprimits i regulats per BLIMP1. PAX5 és essencial per al manteniment de
la cél-lula B madura i la seva repressié és necessaria per al desenvolupament del programa de
diferenciacio de la cél-lula plasmatica, mentre que XBP1 és un factor de transcripcié important
que modula el programa de diferenciacié terminal de la cél-lula B (Klein U et al., 2008; Reimold
AM et al., 2001). Aquest fenotip plasmablastic complet observat en els ALK+ LBCL és més
comu que en els PBLs. Els PBLs expressen de manera constant BLIMP1 en practicament tots
els casos, perd XBP1 només s’expressa en aproximadament un 50% d’ells (Balagué O et al.,
2009; Montes-Moreno S et al., 2010).

De manera contraria als PBLs, els ALK+ LBCLs no presenten reordenaments de MYC.
La meitat dels casos estudiats presenten augment en el nombre de copies: majoritariament
guanys, excepte un cas amb amplificacions. Tot i la baixa incidencia de nombre d’alteracions
genétiques de MYC, I'expressi6 proteica de 'oncogen es va observar en tots els casos d’ALK+
LBCL, suggerint que aquesta expressié podria ser important per a la patogénesi d’aquests
tumors. Estudis previs han demostrat que MYC esta per sota d’ALK en les vies de senyalitzacio
(Raetz EA et al., 2002) i que també podria ser una diana de la forma activada d’'STAT3 (Han SS
et al., 2010; Sarosiek KA et al., 2010). Per tant, I'expressié de MYC en ALK+ LBCL podria ser
dirigida per aquests mecanismes alternatius que, tal com es varen postular pels PBLs, podrien
superar I'efecte repressor de BLIMP1 sobre MYC.

Aquestes troballes es podrien exemplificar en el segient model: el producte del
receptor d’ALK reordenat s’uniria a la forma no reordenada, la qual cosa permetria la formacié
d’'un homodimer d’STAT3 sense la necessitat d’'un lligand extern. La dimeritzacié6 d’STAT3
donaria lloc a l'autofosforilacié dels seus residus de tirosina. Aquesta activacié permetria
'entrada del dimer d’'STAT3 en el nucli de la cél-lula, on promouria I'activacié de BLIMP1, el
qual juntament amb IRF4 i XBP1 donarien lloc a la diferenciacié de la cel-lula B cap a cél-lula
plasmatica, i també a I'activacié de MYC promovent la proliferacié cel-lular (veure figura 16). La
rellevancia de la via ALK/STATS3 en la patogenesi d’aquests limfomes podria oferir una diana

atractiva per a noves terapies.
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Figura 16. Model d’activacio d’ STAT3 i expressio de BLIMP1 i MYC en els ALK+ LBCLs.
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1.- El reordenament de MYC es detecta en un subgrup de casos de DLBCL (7%) i freqlientment
esta acompanyat de reordenaments addicionals de BCL2 i/o BCL6. L'impacte pronostic de la
supervivéncia dels casos amb MYC “single-hit” i dels casos amb MYC “double/triple-hit” és

similar i desfavorable per ambdos subgrups de pacients tractats amb R-CHOP (Treball 1).

2.- Els guanys de MYC es presenten aproximadament en un 20% dels casos amb DLBCL i no
confereixen una menor supervivéncia global. Les amplificacions de MYC es presenten en un
baix percentatge de pacients (2%) perd permeten identificar un subgrup de pacients amb un

mal pronostic (Treball 1).

3.- MYC s’expressa a nivell proteic en aproximadament un 50% dels DLBCLs i s’associa a un

prondstic desfavorable (Treball 1).

4.- La sobrexpressié es correlaciona els reordenaments de MYC perd també apareix en un
subgrup de casos sense alteracions en el gen. L’analisi proteic per immunohistoquimica de
MYC és un bon métode de cribatge per a la deteccié dels casos amb mal prondstic. L’estudi
simultani de I'expressié de BCL2 detecta un subgrup de casos amb el pitjor prondstic (Treball
1).

5.- El reordenament de MYC és l'alteraci6 cromosdmica més frequent trobada en els PBLs.
Aquest reordenament es déna en quasi un 50% dels casos, suggerint que aquest fet podria
jugar un paper important en la patogenesi d’aquests tumors (Treball 2).

6.- MYC es reordena amb els gens de les IGs en un context de cariotip complexe en la majoria
de PBLs. La preséncia del reordenament de MYC tendeix a observar-se en aquells casos amb

positivitat per EBV i en aquells tumors amb una morfologia monomorfica (Treball 2).

7.- BCL2, BCL6, MALT1 i PAXS5 s6n gens que solen estar guanyats perd no reordenats en els
PBLs. Aquests guanys tendeixen a ser més frequents en tumors amb diferenciacié plasmacitica

que en la variant monomorfica (Treball 2).

8.- La forma activada d’'STAT3 (pSTAT3) esta altament expressada en els ALK+ LBCLs

suggerint que la via d’'STAT3 pot ser important en la patogénesi d’aquests limfomes (Treball 3).

9.- MYC s’expressa en els ALK+ LBCLs malgrat la manca del reordenament del gen. Aquesta
sobrexpressié proteica suggereix que MYC podria tenir un paper rellevant per a la patogéenesi
del tumor (Treball 3).

10.- El reordenament d’ALK activa STAT3 el qual desenvolupa dues funcions en els ALK+
LBCL: promoure el programa de diferenciaci6 de cél-lula plasmatica através de BLIMP1, i

sobreactivar I'expressié de MYC (Treball 3).
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