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PALABRAS CLAVE

incluyen Linforma T Angioinmunoblastico (AITL)
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Marcadores moleculares de grupos de enfermedades: Translocacion del locus IRF4-DUSP22

Mutaciones recurrentes en JAK/STAT y terapias especificas; Ruxolitinib
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RESUMEN

Los linfomas T periféricos (PTCLs) constituyen un grupo heterogéneo de entidades
diversas entre las que se incluyen Linfoma T Angioinmunoblastico (AITL), Linfoma Anaplasico de
células grandes (ALCL), Linfoma T-Periférico NOS (PTCL-NOS), Leucemia/linfoma T del aduto
(ATLL), vy neoplasias derivadas de células T y NK de tipo nasal (ENKTL). Todas ellas se
caracterizan por un prondstico muy pobre y escasa respuesta a los regimenes quimioterdpicos
convencionales. Esto se debe en parte a la dificultad diagndstica que presentan debido a su
heterogeneidad morfoldgica, y desconocimiento acerca de su etiopatogenia, ya que sus bases
moleculares no se encuentran aun claramente definidas. De esta manera, surge la necesidad de
identificar nuevos marcadores que permitan la aplicacion de una terapia mas dirigida y una
mejora en el prondstico de estos pacientes. En los ultimos afios las nuevas tecnologias de
secuenciacion han identificado mutaciones recurrentes, que podrian ser objeto de terapias
dirigidas en estos pacientes, ya sea mediante el empleo de anticuerpos monoclonales o drogas
dirigidas contra dianas precisas.

El objetivo de esta tesis es el estudio de marcadores que permitan el diagndstico y
seleccion de terapia dirigida en Linfomas T Periféricos. El estudio se dividird en tres puntos de
interés y dianas terapéuticas, motivo de debate en los uUltimos tiempos: (1) reconocimiento de
formas clincopatoldgicas especificas de Linfoma Anaplasico de Células grandes cutaneo
primario (cALCL) y su diagndstico diferencial, (2) expresion de CD30 en Linfomas T
Angioinmunoblasticos y Linfomas T periféricos sin otra especificacion y terapia dirigida con anti-
CD30, y finalmente (3) estudio de mutaciones recurrentes y potenciales dianas terapéutcas en
linfomas T cutaneos (CTCLs).

El diagndstico diferencial entre el linfoma anapldsico primario cutaneo y la afectacion
cutanea por parte de un linfoma anaplasico de células grandes sistémico conlleva importante
decisiones terapeuticas y es un tema de debate actualmente. El objetivo del primer trabajo es
el estudio de las caracteristicas histoldgicas, inmunofenotipicas y moleculares de una corta
serie de cALCL con translocacién del locus IRF4-DUSP22, sugerida inicialmente como especifica

de los casos de linfoma primario cutaneo, con objeto de identificar rasgos histopatoldgicos que
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traduzcan la presencia del reordenamiento y seleccion de pacientes para la aplicacién de
terapias dirigidas.

El segundo trabajo pretende estudiar detalladamente la utilidad de la
inmunohistoquimica en la evaluaciéon de la expresion de CD30 en los AITL y PTCL-NQOS, con el fin
de establecer criterios objetivos que permitan la seleccidon de candidatos a recibir tratamiento
con anti-CD30, unicamente aprobado hasta la fecha por la FDA para el tratamiento de linfomas
de Hodgkin y Linfomas Anaplasicos de células grandes refractarios.

Las nuevas alteraciones moleculares evidenciadas por los estudios de Expresion Génica
(GEP) han conducido a una revision de la clasificacion de la WHO de los linfomas T, y han
identificado la activacion de numerosas vias de activaciéon especificas de diferentes tipos de
PTCL, y potencialmente blogueables con farmacos ya existentes en el mercado hoy en dia. El
objetivo del tercer trabajo es la identificacion de mutaciones recurrentes en CTCLs, rutas
moleculares activadas y estudio de marcadores subrogados, asi como el empleo potencial de

inhibidores.

PALABRAS CLAVE

Linfomas T Periféricos (PTCLs); alteraciones moleculares; perfiles inmunofenotipicos;

marcadores subrogados; mutaciones especificas; terapia dirigida.
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SUMMARY

T-cell Lymphomas (PTCLs) are a very heterogeneous group of non-Hodgkin Lymphomas
(NHLs), with a dismal prognosis and whose molecular basis are still poorly understood. This
group includes several entities like Angioinmunoblastic T-cell Lymphoma (AITL), Peripheral T-
cell Lymphoma Not Otherwise Specified (PTCL-NOS), Anaplastic Large cell lymphoma (ALCL),
Adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL), and extranodal NK/t-cell lymphoma, nasal type. Gene
expression profiling (GEP) data have recently identified several recurrent mutations, activating
different pathways and potential targets for specific therapies either monoclonal antibodies or
specific targeted therapy, leading to an improvement of this patients poor outcome.

The aim of this thesis is the identification of morphologic and immunophenotypic
markers contributing to PTCLs diagnosis and targeted treatment. This study will include three
points: differential diagnosis between systemic anaplastic large cell ymphoma with cutaneous
involvement and primary cutaneous anaplastic large cell lymphoma, CD30 expression in AITL
and directed treatment with anti-CD30 antibodies, and immunophenotypic markers of
activated pathways and PTCLs molecular signatures.

Differential diagnosis between systemic anaplastic large cell lymphoma with cutaneous
involvement and primary cutaneous anaplastic large cell lymphoma leads to very different
therapeutical attitudes. The first article will focus on the distincition of different presentations
of Anaplastic Large Cell lymphoma by the study of histologic, immunophenotypic and molecular
features of C-ALCL showing IRF4-DUSP22 translocation, fisrtly described to be specific of C-
ALCL, so as to identify the histologic expression of this molecular rearrangement.

Secondly, we will study CD30 expression in AITL and Peripheral T-cell lymphomas, not
otherwise specifies (PTCL-NOSs), as Brentuximab Vedotin, recently approved for refractory
ALCL and Hodgkin lymphoma, could be a new therapeutic option for patients with PTCLs. The
objective is to study the reliability of the immunohistochemistry on CD30 status asessment in
the clinical routine, so as to establish objetive criteria for therapy selection.

Finally, recent papers have identified recurrent mutations by GEP in PTCLs, leading to a
reconsideration of the present World's Health Organisation (WHO) classification. Several

activated pathways have been identified in specific entities. The aim of the third study is the
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identification of surrogated markers of specific mutations in cutaneous T-cell lymphomas

(CTCLs), allowing their use in the clinical routine as diagnostic and therapy-selection tools.

KEY WORDS

Peripheral T-cell lymphomas (PTCLs); molecular basis and specific mutations; surrogated

markers; directed therapy.
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ACRONIMOS

LN H ottt ettt et b e ee e eb b ebe sbesaeesaebaesbe s sae sbesnsenseersenbenseennene Linfomas No Hodgkin
HL ettt et ettt e e b st eae b et e s e e b shesareraebbenbe e ebeehesarenaerbennenes Linfoma de Hodgkin
CHL ettt ettt st e e bbb e e sbesbesasesserbenbe e e srestesnnennens Linforna de Hodgkin Clasico
PTCLS ettt sttt st st s s et s e et Linfomas T Periféricos
PTCL-NOS ..ottt et eer s sre v e Linfomas T Periféricos sin otra especificacion
AT L oottt ettt saesbe e ser et e s e e esaesbeenesanaesaenbennes Linfoma T Angioinmunoblastico
ALCL.veittiieiee ettt et e ere et e r et st saesneen s bennes Linforna Anaplasico de Células Grandes
CALCL.vceeereetreeeee et e Linfoma Anaplasico de Células Grandes primario cutaneo
ALCLS .ottt ettt st e snees s Linfoma Anaplasico de Células Grandes sistémico
ALCL ALKH..coviceiieeerverreeeeee e, Linfoma Anaplasico de Células Grandes sistémico, ALK-positivo
ALCL ALK-..ovireeieerecneerervervennen Linforna Anapldsico de Células Grandes sistémico, ALK-negativo
ATLL ettt ettt ettt teeteseteesasesstbes st aessreeessresenssesenneesssnessnsees Leucemia/Linfoma T del adulto
ENKTLucuveieeere ettt e eereer e Neoplasias derivadas de células T y NK de tipo nasal
CTCLS ettt ettt e e e st e st e s s s s e s e s e en e een Linfomas T cutaneos
EATL de tiPO Loveeeeerecreceieeetrceeecre et Linfoma T asociado a enteropatia de tipo |
LPDS ettt ettt sttt ere e Procesos Linfoproliferativos primarios cutaneos
LY P ettt e e sre e eeb et bbb besheeaser e b benbenne et shesbesnnes Papulosis Linfomatoide
VIF ettt ettt et e e e be et betesae e et be e ebesrsbesaaesaeeebba shesrbaennaeeheaebbeeheeasaenneeereesben Micosis Fungoides
L AV USSR Micosis Fungoides transformada
TR ettt ettt et b eae bbb et sheeaesanaeraerbeane et shesreannen Receptor de linfocitos T
Ottt e s r bbbt s shesrb et e e b be R sae sheereer et benbennnene eee Supervicencia Global
P RS ettt e et e she et e b e r e e saene Supervivencia Libre de Progresion
ORR ettt ettt ettt et e e e b et st sbesbearsaebaenbeaseesae shesreanseer e s aerbenbenes Tasa de Respuesta Global
T e bbb b sae e e b e bbb naeshesreer e b aerben e e ene T follicular helper
EBV ettt ettt et et e be st e e e e bbb aenareeaeaebbe e ebesbaenntesneaenaen Virus de Epstein-Barr
FDA oottt ettt et rte e et be b e ae s aetbe e shesbae it sneaebaeeeteearaen Food and Drugs Administration
CHOP ... Ciclofosfamida, adriamicina, vincristina, prednisona
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ACVBP....ooeiee e Adriamicina, ciclofosfamida, vindesina, bleomicina, prednisona

ABVD...oo e e Doxorubicina, bleomicina, vinblastina, dacarbazina
F YL T Doxorubicina, vinblastina, dacarbazina
Hyper-CVAD.........ccvvvevieeereeereceeeeeeneas Ciclofosfamida, vincristina, adriamicina, dexametasona
BV e e e e e e e s e st ee s e ne s Brentuximab Vedotin
O I TR Cytotoxic T-Lymphocyte associated protein
PD Tttt et e b e er bbb b eheeneeeraebbenbeenne s Programmed cell death 1
PD Lttt ettt ettt e r e e b s r e b e n e e ne ene Programmed cell death-ligand 1
PD L2ttt ettt et et e bbb e e aeene Programmed cell death-ligand 2
GEP ettt e et b sar s eb b s et shesreennees Estudios de expresidon génica
STAT ettt et e eare e Signal transducers and activators of transcription
DUSP22....o ettt st e sen b e ns Dual specificity phosphatase 22 promoter
IRFA..oreeteecee ettt Multiple mieloma oncogene/1 interferon regulatory factor 4
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INTRODUCCION

1. LINFOMAS T PERIFERICOS: CONCEPTO Y CLASIFICACION

Los linfomas T periféricos (PTCLs) constituyen un grupo muy heterogéneo de entidades
derivadas de linfocitos post-timicos, que presentan una gran variabilidad clinica, morfoldgica,
inmunofenotipica, citogenética y molecular. Se han identificado varios mecanismos moleculares
gue llevan a la transformacion de las células T, y que afectan a los procesos de diferenciacioén, y
maduracién de los linfocitos, evidenciando un alto grado de plasticidad de las células T. El
estudio de estos fendmenos ha cambiado dramaticamente la concepcién de los PTCLs, llevando
a proponer nuevos modelos y una definicién mas precisa de los mismos.

Los PTCLs representan el 12-15% de los Linformas no-Hodgkin en el mundo occidental,
mas prevalentes en Asia (1, 2), siendo un grupo muy heterogéneo de entidades, con hasta mas
de 20 subtipos diferentes, que se encuentran recogidos por la Organizacion Mundial de la Salud
(WHO). La WHO (2) reconoce diferentes subtipos de PTCLs, entre los cuales se incluyen el
Linfoma T Angioinmunoblastico (AITL), el linfoma Anaplasico de células grandes (ALCL), la
leucemia-linfoma T del adulto (ATLL), y otras entidades derivadas de células NK entre las cuales
se encuentra el Infoma T-NK extraganglionar de tipo nasal (ENKTL) (tabla 1). Algunas de estas
entidades se encuentran en relacion con infecciones virales, o un determinado trasfondo
genético. La incidencia de los PTCLs se ha incrementado en algunos paises, con un total de
8000-9500 casos nuevos al afio en Estados Unidos y Europa, y una estimacién de 2,1 casos por
100.000 habitantes en el mundo. La distribucién de los PTCLs se encuentra recogida en la figura
1. Diferentes factores de riesgo han sido identificados, incluyendo infecciones virales, factores

ocupacionales, exposiciones ambientales y habitos dietéticos (1, 3).
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Figura 1. Distribucién de los subtipos mas

W Peripheral T-cellLymphoma

Angioimmunoblastic frecuentes de PTCLs en el conjunto de 1314 casos
u Natural killer/T-cell ymphoma

Adult T-cellleukemia/lymphoma estudiados por el grupo internacional de Linfomas T
B Anaplastic large cell ymphoma, ALK+

Anaplastic large cell lymphoma, ALK- y de células NK

Enteropathy-type T-cell )

Primary cutaneous ALCL Diagrama cogido de Vose et al. (2008).

B Hepatosplenic T-cell

B Subcutaneous panniculitis-like
Unclassifiable PTCL
Other disorders

Tabla 1. Clasificacion de los Linfomas T Periféricos
segun la WHO (2008)

MATURE T-CELL AND NK-CELL NEOPLASMS
T-cell prolymphocytic leukaemia 9834/3

T-cell large granular lymphocytic leukaemia 9831/3
Chronic lymphoproliferative disorder of

NK-cells 9831/3
Aggressive NK cell leukaemia 9948/3
Systemic EBV positive T-cell lymphoproliferative

disease of childhood 9724/3
Hydroa vaccineforme-like lymphoma 9725/3
Adult T-cell leukaemia/lymphoma 9827/3

Extranodal NK/T cell lymphoma, nasal type 9719/3
Enteropathy-associated T-cell lymphoma 9717/3

Hepatosplenic T-cell ymphoma 9716/3
Subcutaneous panniculitis-like
T-cell lymphoma 9708/3
Mycosis fungoides 9700/3
Sézary syndrome 9701/3
Primary cutaneous CD30 positive T-cell
lymphoproliferative disorders
Lymphomatoid papulosis 9718/1
Primary cutaneous anaplastic large cell
lymphoma 9718/3
Primary cutaneous gamma-delta
T-cell lymphoma 9726/3
Primary cutaneous CD8 positive aggressive
epidermotropic cytotoxic T-cell lymphoma 9709/3
Primary cutaneous CD4 positive small/medium
T-cell lymphoma 9709/3
Peripheral Tcell lymphoma, NOS 9702/3
Angioimmunoblastic T-cell lymphoma 9705/3

Anaplastic large cell lymphoma, ALK positive 9714/3
Anaplastic large cell lymphoma, ALK negative 9702/3
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Las neoplasias de células T maduras y NK generalmente afectan a personas de edad
media o adultos, y presentan una mayor incidencia en varones que en mujeres. La edad media
en el momento del diagndstico es de 60 afios (rango 17-90 anos). Los pacientes se presentan
mas frecuentemente en estadios avanzados (l11/IV), con hepatomegalia y esplenomegalia (15-
25%), y afectacidn extraganglionar (aproximadamente en el 40%) (4). Se han propuesto
diferentes escalas para medir y predecir el comportamiento clinico de estas neoplasias, en base

a datos clinicos, estadio e indices de proliferacion (5).

2. PRONOSTICO Y TRATAMIENTO

De forma general, los PTCLs son enfermedades muy agresivas con pobre respuesta a los
regimenes quimioterapicos convencionales y corta supervivencia(6), con escasas excepciones.
Asi, la supervivencia media a los 5 afios es del 20-30%), con la Unica excepcién de los Linfomas
Anaplasicos de Células Grandes ALK-positivos (ALCL ALK+), que tienen una supervivencia a los 5
afios del 70% (tabla 2 y figura 2). Los pacientes con PTCLs generalmente son tratados con
terapias basadas en antraciclinas, mas frecuentemente CHOP (ciclofosfamida, adriamicina,
vincristina y prednisona), que es el mismo régimen empleado en los linfomas agresivos de
células B, y por lo tanto el tratamiento quimioterapico de los PTCLs no se encuentra dirigido. En
general los pacientes no suelen responder a estos tratamientos, por lo que suelen ser incluidos

en ensayos clinicos que emplean farmacos diferentes a los clasicos (tabla 2).

Desgraciadamente, actualmente hoy en dia no somos capaces de comprender de
momento la biologia molecular de los PTCLs, por diferentes motivos: escasa frecuencia de
estas entidades, la gran heterogeneidad de estos tumores y asuencia de modelos reproducibles
en humanos. Estas restricciones han limitado el conocimiento de la patogénesis de los PTCLs,la
identificacion de marcadores moleculares para seleccién de terapia y el desarrollo ulterior de

terapias dirigidas que permitan mejorar el prondstico de estos pacientes.
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Tabla 2. Caracteristicas de los principales subtipos de PTCLs (tabla cogida de Armitage et al. 2012)

% of PTCLs % Reproducibility % Bone
worldwide/no of histologic Median % Stage marrow “Standard” % 5-year
Subtype America diagnosis age I positive treatment PFS OS “New” Treatments
PTCL-NOS 26/34 75 60 31 22 Clinical trial® 20 32 Pralatrexate, romadepsin,
dasatinib
AITL 19/16 81 65 1 29 Clinical trial® 18 32 Cyclosporine, bevacizumab,
lenalidomide
ALCL
ALKA1 7116 97 34 35 12 CHOP + E 60 70 Brentuximab,
crizotinib (ALK1)
ALK2 6/8 74 58 42 7 Clinical trial® 36 49
Nasal NK/T-Cell 10/5 92 52 73 10 Localized-XRT + chemo 29 42 L-Asparaginase
Lymphoma disseminated SMILE
Enteropathy Type 5/6 79 61 31 3 Intensive chemo-therapy 4 20 —
and autotrans-plantation
Hepatosplenic 1/3 72 34 5 74 none 0 7 Pentostatin, alemtuzumab,
cladribine
Failure-free Survival
by Disease Category
1.0 1
0.9 4 Test pe O
0.8 1
g 0.7 4
= 0 6 1
g 051
S 04
O 03
0.2 4
0.1 1
0.0 1 |
T T T T T T T T T T T T T T T
N 2 3 4 5 6 7 8 89 10 n 12 13 14 15
axcat Time CENSOR FAL ToTAL MEDIAN
PTCL-NOS 72 258 330 om
ap g8 , M+ 4 33 78 104
ge , ALK n 40 " 153
2 tic T.cel 57 184 241 082
Nasal N¥UT -call lymphoma n 60 n 068
NIUT coll lymphoma, nassl byps 4 30 34 0
Hepstospleric T.osl lymphoms 2 17 18 04
E pathylype T.cel L] 55 1] 055

Figura 2. Supervivencia libre de fallo en pacientes con Linfomas T periféricos, en funcion de
cada subtipo histolégico. Figura tomada del Grupo internacional de Linfomas T Periféricos y
Linfomas T-NK.(6) Armitage 2012
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3. PRINCIPALES SUBTIPOS DE LINFOMAS T PERIFERICOS.

3.1 LINFOMA T PERIFERICO SIN OTRA ESPECIFICACION (PTCL-NOS)

Los linfomas T periféricos, sin otra especificacion (PTCL-NOS) constituyen el subtipo mas
frecuente de PTCLs, y no puede ser considerado una entidad especifica en si misma, sino un
grupo de desérdenes que no pueden incluirse dentro de las otras categorias bien definidas (2).
La mayoria de los casos en el momento del diagndstico se presentan con linfadenopatia
generalizada y afectacion extraganglionar. En el momento del diagndéstico la mayoria de los
pacientes presentan enfermedad diseminada con sintomas B, y en algunos casos se complica
con sindrome hemofagocitico.

Morfolégicamente se encuentra compuesto por células de pequefio y gran tamario, con
una proliferacion vascular y un infiltrado compuesto por eosindfilos, células plasmaticas e
histiocitos. La proliferacion neoplasica puede borrar la arquitectura ganglionar o presentar un
patrén de zona T (2). Se pueden observar casos con un patron linfoepitelioide denominado
“Linfoma de Lennert”. La mayoria de los casos de PTCL-NOS expresan CD4, pero pueden
encontrarse casos con otros fenotipos; las lesiones de tipo linfoepitelioide suelen ser CD8+, y
muchos PTCL-NOS presentan expresion aberrante de marcadores T. Existen casos con un
patrdén folicular o peri-folicular, y se ha demostrado en algunos de estos casos la expresion del
fenotipo Tfh, por lo que estos tumores pueden ser parte del espectro del AITL. Los estudios de
expresion génica han demostrado que el 20% de los PTCL-NOS pueden reclasificarse como
AITL(7, 8).

La supervivencia a los 5 anos libre de progresion (PFS) es del 20%, y la supervivencia
global (0S) es del 32% (tabla 2). El indice Prondstico Internacional (IPI) puede predecir el
comportamiento tras el tratmiento: los pacientes con baja puntuacion en el IPI (0/1) presentan
Unicamente un 33% de PFS y 50% de OS a 5 afios, mientras que los pacientes con IPI altos de
4/5 presentan una PFSy OS a los 5 afios del 6 y 11% respectivamente (6).

El tratamiento mas acertado para estos pacientes sigue siendo hoy en dia incierto.

Diferentes regimienes quimioterapicos han sido empleados: CHOP unicamente, CHOP +
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etopdsido, CHOP+alentuzumab, CHOP+dineleukin diftitox, CHOP+bortezomib, ACVBP
(adriamicina, ciclofosfamida, vindesina, bleomicina y prednisona), hyper-CVAD (ciclofosfamida,
vincristina, adriamicina y dexametasona), y una variedad de regimenes conteniendo
antraciclina y gemcitabina, y nnguno de ellos parece mostrar una ventaja sustancial sobre el
otro. La mayoria de los pacientes con PTCL-NOS suelen ser incluidos en ensayos clinicos, y para
aquellos refractarios al tratamiento inicial, palatretxato/romidepsina, y anticuerpos
monoclonales anti-CD30 como Brentuximab Vedotin han sido aprobados por la Food and Drugs
Admninistration. Lenalidomida, dasatinib vy alisertib constituyen otros tratamientos
actualmente en estudio. El trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas ha
resultado curativo en algunos casos de PTCL-NOS refractarios o recurrentes (6).

El pobre prondstico de esta entidad se debe en parte al escaso conocimiento acerca de
su biologia. Las células neoplasicas suelen presentar un fenotipo T helper (CD4+ CD8-) y CD5 y
CD7 se encuentran generalmente infraregulados . La expresion de CD30 ha sido descrita en
hasta el 30% de ellos. Presentan alteraciones citogenéticas hasta el el 25-30% (pérdidas en 5q vy
9p), y los estudios de Gene Expression Profiling han demostrado altos niveles de expresién en
genes implicados en la proliferacion como CCNA2, CCNB1, TOP2A y PCNA, en asociacidon con un

peor prondstico (9).

3.2 LINFOMA T ANGIOINMUNOBLASTICO (AITL)

El Linfoma T Angioinmunoblastico (AITL) es el segundo tipo de linfoma T mas comun,
representando el 18,5% de todos los casos de PTCLs, con una prevalencia variable entre
continentes y paises, dandose la incidencia mas alta en Europa (29%). Afecta
predominantemente a pacientes de edad media y afiosos, sin una clara predileccién por un
sexo en particular.

El Linfoma T Angioinmunoblastico (AITL) es el prototipo del linfoma de fenotipo T helper
(Tfh). Inicialmente descrito como “linfadenopatia generalizada con disproteinemia” por Frizzera
et al.(10), se incluyd en la cuarta edicion del libro de la WHO como una entidad propia, dentro

del grupo de los PTCLs, al ser demostrada su naturaleza clonal(2). Suele presentarse en estadio
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IVB como una linfadenopatia generalizada con hepato-esplenomegalia, erupcion cutanea,
sintomatologia sistémica e hipergamaglobulinemia. La médula dsea se encuentra
frecuentemente afectada, y los pacientes suelen presentar una inmunodeficiencia secundaria al
tumor, considerada la causa de la expansidn de blastos B EBV positivos(2).

Histolégicamente, los senos subcapsulares se encuentran parcialmente preservados, y
existe una prominente proliferacion de vénulas y vasos endotetliales arborescentes, con
hiperplasia de células dendriticas foliculares. Las células tumorales son de tamafio pequefio e
intermedio, con nucleos irregulares, nucléolos pequefios y citoplasma claro, y se encuentran
entremezcladas con un numero variable de células inflamatorias (eosindfilos, células
plasmaticas e histiocitos). En algunos casos el diagndstico diferencial con la variante folicular
del PTCL-NOS resulta imposible; estas entidades presentan una firma molecular muy similar, lo
cual explica que en la proxima clasificacion de la WHO pasen a denominarse como “linfomas de
fenotipo T folicular”.

Las células neoplasicas muestran un perfil de expresion T defectivo, con pérdida de CD5
y/o CD7. Suelen ser CD4+ y CD8-, aunque puede evidenciarse un subgrupo de linfocitos T CD8+
reactivos. El fenotipo Tfh se define como la co-expresion de al menos tres de los siguientes
marcadores: PD-1, CD10, BCL6, SAP, ICOS, CXCL13, y CCR5(11). Existen blastos B asociados,
EBV-positivos, y hasta en el 10-20% de los casos pueden dar lugar al desarrollo de un Linfoma B
de células grandes EBV-positivo. Existe una expansion de la red de células dendriticas foliculares
gue puede ponerse de manifiesto con tinciones para CD21, CD23 o CXCL13. En el 25% de los
casos, las células neoplasicas expresan CD30, lo cual pude ser objeto de tratamiento con nuevas
terapias, dirigidas, que trataremos mas adelante en esta tesis (12).

La PFS y OS a los 5 afios son del 5 y 32% respectivamente(6), y el tratamiento mas
adecuado aun no se encuentra definido: los pacientes con IPl de 0/1 presentan OS a los 5 afios
de del 56% con regimenes de tipo CHOP, mientras que ésta desciende al 25% en aquellos con
IPl de 4/5, y la PFS a los 5 afios es del 34% y 16% respectivamente. Otros regimenes
guimioterapéuticos como la ACVBP consiguen remisiones completas en el 46% de los pacientes
con OS y PFS a los 5 anos del 33 y 29% respectivamente, pero hasta el 20% de los pacientes

desarrollan infecciones graves durante el tratamiento, de manera que estos pacientes suelen
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ser sometidos de forma habitual al trasplante autdlogo de células madre hematopoyéticas (6).

Varios grupos han empleado diferentes plataformas para estudiar el transcriptoma de
los AITLs, con objeto de proporcionar nuevas herramientas diagndsticas e identificacion de
mecanismos que contribuyen a su patogénesis. De Leval (13) y Piccaluga (14) han demostrado
gue el AITL presenta una firma génica diferente de otros tipos de PTCL-NOS, y muy similar a la
de las células Tfh normales. Esto puede explicar alguno de los hallazgos paraddjicos de AITL,
como la presencia de linfocitos B, la hiperplasia de células dendriticas foliculares, y la presencia
de hipergamaglobulinemia.

Los estudios mutacionales empleando Next Generation Sequencing (NGS), han
identificado un numero de mutaciones recurrentes en TET2, IDH2, DNMT3A y RHOA en AITL
(15-17). La mas comun es la mutacién de TET2, con pérdida de funcién, que afecta al 70-80% de
los pacientes. La segunda mutacién mas frecuente es la de RHOA, que se da en el 70% de los
casos, Y parece contribuir junto con las mutaciones en TET2 al proceso linfomagénico. Le
siguen las mutaciones en DNMT3 e IDH2, siendo ésta ultima especificas de AITL (18), mientras

que las demas pueden encontrarse en otros tipos de PTCL, aunque en menor frecuencia.

3.3 LINFOMA ANAPLASICO DE CELULAS GRANDES (ALCL)

El Linfoma Anaplasico de células grandes (ALCL) constituye el tercer tipo mas frecuentes
de PTCLs, y es la entidad mas representativa entre los linfomas CD30+. Los linfomas anaplasicos
de células grandes, sistémicos (ALCLs), se clasifican actualmente en el grupo de los linfomas T, y
se subdividen en ALK-positivos (ALK+) y ALK-negativos (ALK-), en funcion de la presencia de la
translocacion t(2;5)(p23;q935), que afecta a ALK (en el cromosoma 2) y NPM1 (en el cromosoma
5), v que conduce a la sobreexpresion de ALK. El ALCLs debe ser distinguido de los Linfomas T
periféricos sin otra especificacion (PTCL-NOS). Las formas cutaneas de ALCL (cALCL) se
consideran un grupo aparte, con rasgos clinicos y bioldgicos diferentes .

El ALCLs representa entre el 2 y el 8% de los LNH en adultos, y el 15-30% en nifios. Los

ALCL ALK+ son linfomas agresivos que se dan tipicamente en las primeras tres décadas de la
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vida, mas frecuentemente en el sexo masculino (3,9). Suelen presentarse en estadios IlI-IV, con
sintomatologia sistémica y afectacion extraganglionar en el 60% de los casos (3,9). El ALCL ALK-
se presenta en pacientes mayores de 60 afios, en estadio avanzado, con afectacidén cutanea,
hepatica o gastrointestinal. Diversos estudios han demostrado que el ALCL ALK- presenta un
curso clinico favorable de los ALCL ALK+ (3-9).

El ALCL ALK+ es la Unica forma de PTCL agresivo con un prondstico relativamente bueno
(PFSy OS a los 5 afios del 60% y 70% respectivamente), e incluso, algunos pacientes pueden ser
curados con regimenes de tipo CHOP, lo cual probablemente en parte se deba a la joven edad
de presentacién de estos pacientes. Sin embargo, CHOP no es una opcidn terapéutica optima,
ya que hasta el 40% de los ALCL ALK+ y el 60% de los ALCL ALK- no pueden ser curados
mediante esta aproximacion terapéutica (6). El tratamiento con ACVBP no parece mostrar
diferencias con CHOP. Nuevas terapias con anti-CD30 estan siendo probadas con respuestas
esperanzadoras y en caso de los pacientes con ALCL ALK+, el empleo de crizotinib, inhibidor de
ALK de posologia oral, parece obtener remisiones completas (19).

Los estudios de expresion génica (GEP) han permitido subdividir los ALCL en diferentes
subgrupos, en funcion de la activacion de MYC, IRF4, y mTOR. También han demostrado que la
activacion de NF-KB permite estratificar a los pacientes con ALCL en dos subgrupos con
diferente prondstico. Los pacientes con ALCL ALK- presentan una alta expresién de HIF1-a , H-
ras/K-ras y de IL-10. Niveles altos de expresion se encuentran relacionados con la activacion de
la via de sefializacion de ALK, y con una fuerte activacion de STAT3, que regula la expresion de
HIF1a e IL-10.

Las dianas de ALK también se encuentran sobreexpresadas en los pacientes con ALCL
ALK- (30%), lo cual sugiere que STAT3 podria tener un potencial patogenético en el ALCL. Se ha
postulado que los ALCL podrian derivar de células CD4+ citotdxicas, debido a la expresion de
proteinas citotoxicas como perforina, granzima y TIAl. La activacidn constitutiva de STAT3
parece ser la responsable de la disregulacion de TCR (20), pero también de la expresion de

CD30 vy del fenotipo citotoxico de las células de ALCL.

El sugrupo de ALCL ALK- ha sido muy dificil de establecer, debido en parte a |la ausencia
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de criterios uniformes que permitan su diagndstico, y ya que presenta muchas similitudes con
otros PTCL, como el PTCL-NOS, que constituye uno de los principales diagndsticos diferenciales,
sobre todo en aquellos casos con una citologia monomorfa, con presencia variable de células
hallmark, o en los cuales se pierden marcadores inmunohistoquimicos.

Existen algunos factores que permiten diferenciarlos: las ganancias en 1g se dan hasta
en el 50% de los ALCL ALK- y son menos comunes en PTCL-NOS, y ZAP70 se encuentra hasta en
el 92% de los PTCL-NOS pero es raro en los ALCL ALK- (7%)(9).

Los estudios de expresidn génica han identificado tres firmas moleculares que permiten
distinguir el ALCL ALK- de los PTCL-NOS (8, 21), aunque los limites entre ambas entidades son
borrosos y, en la practica clinica dificiles de aplicar, estudios moleculares han mostrado que
linfomas anaplasicos ALK-negativos tienen alteraciones moleculares diversas subyacentes. Asi,
la traslocacién que afecta al locus DUSP22, que se encuentra adyacente a IRF4, localizado en
6p25.3, junto con 7932.3 se detectd en el 20% de los ALCLs (22). Esta traslocacion conduce a
una disminucion de la expresion de DUSP22 y sobreexpresion de MIR29A, localizado en 7q.

En el estudio de Igbal (8), los casos reclasificados como ALCL ALK- mostraron de forma
sorprendente una pobre supervivencia en comparacion con los PTCL-NOS. Recientemente ese
demostré que los casos de ALCL ALK-con reordenamiento de TP63 tienen un curso mas
pobre(23) y presentan rasgos atipicos. Otro estudio sobre expresion de microRNA identifico un
enriguecimiento en algunos subtipos de microRNA en los casos de ALCL ALK+ y ALK-, en
comparacion con otros subtipos de PTCL. Un estudio reciente ha demostrado que los casos de
PTCL-NOS pueden clasificarse en dos subgrupos en funcion de la expresion de GATA3 y TBX21
(8), factores reguladores de la transcripcion asociados con diferentes subtipos de células T.
GATA3 se expresa en condiciones normales en células Th2, y participa en su diferenciacion y
proliferaciéon, mientras que TBX1 regula la polarizacién de las células Thi, diferenciacién vy
funcion de las células CD8+ citotdxicas (24, 25). El subgrupo con expresion de GATA3 presenta
un pronostico mas pobre en comparacién con el subgrupo con expresion de TBX21, en relacion

con la expresidn de marcadores citotoxicos, (7).
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3.4 DESORDENES LINFOPROLIFERATIVOS CUTANEQS CD30-POSITIVOS

En 1985, Stein documentd la expresion del antigeno Ki-1 o CD30 en una serie de
Linfommas de Hodgkin (HL), y en algunas neoplasias histiociticas derivadas de células linfoides
activadas conocidas como Linfoma Anapldsico de Células Grandes o ALCL. A pesar de que la
expresion de CD30 se considera un marcador de HL y ALCL, diversos procesos linfoproliferativos
pueden expresarlo en superficie o en el citoplasma. Estos incluyen los procesos
linfoproliferativos primarios cutaneos (LPDs) (26), Linfoma T asociado a enteropatia de tipo |
(EATL de tipo 1) (27), Linfomas T/NK extraganglionares (ENTL) (28), Micosis Fungoides (MF) y
Micosis Fungoides transformada (t-MF) (29), y PTCL-NOS.

Los desdrdenes linfoproliferativos CD30+ de la piel incluyen el Linfoma Anaplasico de
Células grandes primario cutaneo (cALCL), la Papulosis Linfomatoide (LyP), y la Micosis
Fungoides transformada.

La LyP y el cALCL se definen como entidades distintas, caracterizandose la primera por
una presentacion clinica en forma de papulas autolimitadas. Entres las LyP, existen multiples
subtipos histoldgicos: el infiltrado neoplasico se encuentra constituido por células de mediano
tamarfio (tipos B), a gran tamafio con elementos anaplasicos o pleomoérficos (LyP A, C y E),
generalmente asociados con un componente inflamatorio e histiocitico (tipo A). En el tipo D,
existe un infilrado epidermotrépico CD8+, CD30+, de tipo reticulosis pagetoide, que puede
simular el linfoma cutaneo primario CD8+ (32, 33), pero que se comporta como las LyP. Sin
embargo, en los casos de LyP de tipo E, las células presentan un infiltrado dérmico con un
patrén angiocéntrico, asociado con vasculitis y con el depédsito de fibrina en las paredes
vasculares. Recientemente se describié un nuevo subtipo de LyP con reordenamiento de
6p25.3, y con un patrén histolégico bifasico caracteristico(34). Inmunofenotipicamente, las
células neoplasicas expresan, CD3, CD4, CD30, HLA-DR y CD25, y pierden frecuentemente CD7.
Presentan un curso clinico indolente, con regresion espontanea, y pueden afectar multiples
localizaciones.

El cALCL primario generalmente se manifiesta cono un nddulo solitario y Unico de gran
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tamarfio y de rapido crecimiento, generalmente en cabeza y cuello y extremidades. Las células
neoplasicas presentan un gran tamafio, son pleomarficas, con rasgos anapldsicos, uno o mas
nucléolos y presentan fuerte positividad para CD30 (>75%), CD25, CD71 y HLA-DR. Los
marcadores T asociados suelen encontarse parcialmente expresados, con pérdida de CD2, CD3,
y CD5. La mayoria de los casos expresan también proteinas citotoxicas como TIA-1, granzima B
y perforina. Los casos de LyP y cALCL deben distinguirse de los linfomas T CD4+ primarios
cutaneos, que fueron recientemente incluidos como una entidad provisional en la clasificacién
de la WHO del 2008 (2). En general estos tumores se presentan como lesiones Unicas en la cara
o tronco, y no forman las placas caracteristicas de la MF. Pueden presentarse en forma de
infiltrados dérmicos nodulares o difusos, con extensidon al subcutis. La presencia de
epidermotropismo podria sugerir MF. Fenotipicamente, las células expresan marcadores de
fenotipo Tfh (31). Los estudios de PCR suelen mostrar habitualmente reordenamiento de TCR, y
la radioterapia y la excision de la lesion son tratamientos curativos.

Tanto el cALCL como la LyP son procesos de naturaleza clonal en los cuales
habitualmente puede identificarse ademas de un clon predominante, una poblacién oligo- o
policlonal de células CD30+, lo cual siguiere que las células neopldsicas proceden de la
transformacién de un trasfondo policlonal de linfocitos T CD30+. Este mismo fendmeno puede
observarse en en cALCL derivados de lesiones de tipo LyP (35). Se ha documentado una relacién
clonal en algunos pacientes con LyP, que se transformaron a MF (36).

Pham-Ledard (37) describio la presencia de traslocaciones que alfectan al gen IRF4 en el
26% de los cALCL, reordenamiento que también se encuentra presente en las MF. La evolucién
de los desdrdenes linfoproliferativos CD30+, y su comportamiento clinico depende de la
adquisicion o de la presencia de diferentes defectos genéticos, pero también del grado de
infiltracion de las células Tregs. De manera similar, la tranformacién de las células tumorales en
la MF a formas agresivas CD30+ se ha atribuido al fenotipo citotéxico de las células tumorales
(38).

El reordenamiento de /IRF4 se ha demostrado en el 20-25% de los casos de cALCL y t-MF,
sugiriendo que las t-MF con reordenamiento de IRF4 supondrian un cALCL evolucionado, mas

gue una transfomacion a células grandes de una MF (37). Las alteraciones genéticas ligadas a la
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tranformacion de la MF, se han identificado tan sélo parcialmente (39). Se incluyen un espectro
alteraciones genéticas (39), y un microambiente rico en Th2, asociado con un incremento del
numero de Foxp3+ y niveles de IL-10 (40).

En el sindrome de Sézary (SS), contraparte leucémica de la MF cutdnea, las células
neoplasicas pierden CCR4 (molécula de superficie responsable del epidermotropismo en las
células tumorales de MF) y expresan altos niveles de CCR7 y CD27 (que en las células memoria
de la piel se encuentran generalmente ausentes), y niveles variables de CCR6, CCR10 y CLA,
sugiriendo un fenotipo de células T memoria. Estos datos sugieren que una célula de origen
diferente en estos dos desordenes, a pesar de la hipotesis de que las células del SS representan

el estadio final leucémico de la evolucién de la MF (41).

En base a la dificultad diagndstica que presentan los diferentes subtipos de PTCLs, y la

escasa respuesta a las terapias convencionales, surge la necesidad de nuevos estudios que

permitan la identificacion de dianas terapéuticas y tratamientos mds dirigidos en PTCLs.

4, PATOGENIA DE LOS LINFOMAS T PERIFERICOS Y DIANAS TERAPEUTICAS

La clasificacidon molecular de los linfomas T periféricos no se encuentra aun totalmente
establecida, debido a la gran complejidad de estas entidades y las zonas de solapamiento y
confusidn entre ellas. Esto explica en parte el fracaso terapéutico en este grupo de entidades y
las dificultades en su diagndstico. Sin embargo, estudios recientes han arrojado luz acerca de
estas patologias. De Leval et al (42). Inicialmente clasificd los PTCLs en funcion de las firmas
genéticas asociadas con la expresiéon de CD30, mientras que otros estudios sugerian que en

otro subgrupo de pacientes las células T neoplasicas dependen de la senalizacion via TCR.
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4.1 PAPEL DE LA ACTIVACION DEL RECEPTOR DE LINFOCITOS T (TCR) Y NUEVAS

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS MEDIANTE LA IDENTIFICACION DE MUTACIONES

RECURRENTES

Las células T CD4+ se diferencian siguiendo multiples vias que resultan de la interaccién
entre antigeno y receptor de linfocitos T (T-cell receptor TCR), y de los niveles de citoquinas
microambientales(58), de forma que la activacién de TCR mediada por antigenos, juega un
papel fundamental en la transformacion de los linfocitos T. Estudios en modelos animales han
demostrado que las vias de sefializaciéon pre-TCR y tras la activacion de TCR participan en la
transformacién de las células T inmaduras mediante la fusidon de cinasas (59) o sobreexpresion
de STATSA/B (60).

Existe marcada evidencia de que la senalizacion via TCR juega un papel patogénico
fundamental en la transformacion de las células T tumorales. En la Micosis Fungoides (MF), la
proximidad de las células neoplasicas a las células de Langerhans presentadoras de antigenos,
asi como el cambio de inmunofenotipo de Thl a Th2 en los estadios avanzados, es sefial de una
activacion constitutiva de la sefializacion via TCR en las células neoplasicas. Ademas, multiples
estudios demuestran que la mayoria de los linfomas T no Hodgkin presentan un transcriptoma
consistente con la activacion de TCR, particularmente en las entidades de bajo grado. La Unica
excepcion la constituye el ALCL, que generalmente pierde el complejo TCR y/o las cinasas
proximas(61), ya que la fusién de ALK regula la expresion de las moléculas activadas por TCR a

través de JAK/STAT (62, 63).

Ocurre algo similar en los PTCL-NOS que presentan la fusion ITK-SYK. SYK fosforila
multiples proteinas simulando un patrén similar al que resulta de la activacion de TCR, con la
activacion de CD69 y la produccién de IL-2 , conduciendo a la activacidon de las vias AKT y MAPK
(64). La progresion de la enfermedad podria ser limitada con inhibidores de la actividad

enzimatica de SYK (64, 65).

La contribucién del microambiente en el desarrollo de los desérdenes linfoproliferativos
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y en el mantenimiento del fenotipo de las células neoplasicas se ha demostrado en varias
neoplasias linfoides By T. En los estadios tempranos de linfomas T cutdneos (CTCL), las células T
CD4+ presentan un fenotipo Thl, y las células citotéxicas CD8+ controlan la infiltracidon
neoplasica. En los estadios mas avanzados, las células Thl son sustituidas por células Th2,
productoras de citokinas y factores angiogénicos y linfomagénicos, como VEGF-A y VEGF-C (66).
Este cambio se encuentra ligado al incremento de la expresidn de la tirosina cinasa linfoide B, la
ciclooxigenasa 2 y la activacion de STAT3 y STAT5(50). La activacion de JAK/STAT lleva a la
produccion de IL-10 y TGFf(40), y a un incremento del nimero de células Foxp3. JAK/STAT
también se encuentra ligado al enrolamiento de PD-L1 en las células T neoplasicas via PD1 en

células normales.

Entre los PTCLs sistémicos, el AITL representa una entidad Unica con una organizacién
peculiar del microambiente, con presencia de vénulas endoteliales altas, un infiltrado rico en
células dendriticas foliculares, células B abundantes, y positividad para el virus de Epstein-Barr
en diferentes grados en el infiltrado linfoide, y un nimero variable de linfocitos T reguladores y
Th17. Las células T reguladoras pueden ser atraidas por monocitos y células derivadas de
monocitos, que expresan PD-L1 (67). La sobreproduccién de IL-6 por las células neoplasicas se
encuentra asociada con el componente plasmocitoide y las células EBV. Estas son capaces de
producir factor de necrosis tumoral (TNF) y linfotoxinas (LT), que controlan la proliferacién de
las células T a través de un mecanismo autocrino y paracrino (macréfago-célula T)(68).

También se ha relacionado la disregulacion de la expresion de las linfoquinas con la
transformacién de las células T, ya que los ratones con expresion de IL2 e IL5 desarrollan

desdérdenes NK(69).

De esta forma, la activacion de TCR juega un papel fundamental en la patogénesis de
los PTCLs, induciendo la expresion de numerosos marcadores surrogados. La identificacion de
las mutaciones que generan la activacion del TCR hace posible el desarrollo de terapia especifica

dirigida contra las dianas mutadas o las rutas activadas como consecuencia de las mismas.
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4.2 TERAPIA DIRIGIDA: ANTICUERPOS MONOCLONALES, INMUNOTERAPIA E INHIBIDORES

DE LA VIiA JAK/STAT.

En los ultimos afios hemos asistido al surgimiento de nuevas terapias dirigidas para el
tratamiento de los linfomas usando compuestos dirigidos, anticuerpos especificos o

anticuerpos conjugados con drogas, dirigidos contra antigenos de superficie.

4.2.1 TERAPIA DIRIGIDA CON ANTICUERPOS MONOCLONALES: CD30, DEFINICION Y

POTENCIAL COMO DIANA TERAPEUTICA

a. CD30: DEFINICION

CD30 es un miembro de la superfamilia de TNF, que en su porcion intracelular posee
una secuencia peptidica capaz de unir los factores TNFR-asociados (TRAF1, 2, 3 y 5), capaces de
activar la via NFKB. En los érganos linfoides normales, puede identificarse un nimero variable
de linfocitos CD30+ en la médula timica entorno a los corpusculos de Hassal, en las areas
parafoliculares y en las areas periféricas en los centros foliculares de los ganglios linfaticos
periféricos. Los linfocitos circulantes en sangre periférica, generalmente CD8+, pueden expresar
niveles bajos o intermedios de CD30. CD30 también se expresa en las células B normales,
macrofagos, células NK activadas, células endoteliales y células deciduales (43). In vivo, tras una
infeccidon viral se incrementa el nimero de células CD30+, algunas de las cuales pueden
presentar rasgos sternbergoides, y aumentan los niveles de CD30 soluble circulante (44, 45).
Varios investigadores han demostrado que los niveles circulantes de CD30 pueden emplearse
como biomarcadores en pacientes con desérdenes linfoproliferativos T CD30-positivos (CD30+)
(46-48).

Niveles altos de CD30 se obtienen mediante la activacion de TCR y transduccién de la
sefal por CD28, aun en ausencia de IL-4. CD30 se encuentra expresado constitutivamente en las
células T productoras de citoquinas de tipo Th2, aunque su presencia no es exclusiva de células

de tipo Th2.
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CD30 se expresa en diferentes subtipos de linfomas, mas notablemente en el linfoma
Anaplasico de Células Grandes y en las células de Reed-Sternberg de la forma clasica del
linfoma de Hodgkin (HL). En los ALCL ALK+, la via NPM-ALK sostiene la expresién de CD30 (49),
gue aparece asociada con la activacion de multiples rutas de senalizacion y factores de
transcripcion, como NFKB y STAT3. La translocacion de ALK regula la expresion de CD30 en
ALCL. Todavia no se encuentra bien definido el mecanismo por el cual CD30 es activado en los
linfomas ALCL ALK- y PTCL-NOS, no obstante, una fracciéon de los Linfomas Anaplasicos de
Células grandes ALK-negativos (ALCLs ALK-) presentan mecanismos alternativos que llevan a la
activacion constitutiva de JAK/STAT, y la activacién del receptor de linfoquinas puede ser en
parte responsable de la expresion de CD30 en los desérdenes cutaneos linfoproliferativos (50),
ENKTCL y EATL (51).

El papel de CD30 en linfomas no se encuentra bien establecido. La activaciéon de TCR
mediada por CD30 puede activar multiples vias de sefializacién (c-Jun, Jun-B, p28, y NFKB) (52),

algunas de las cuales requieren la dimerizacion de los TRAFs.

b. CD30: POTENCIAL COMO DIANA TERAPEUTICA

CD30 se ha revelado como una importante diana para las terapia con anticuerpos
conjugados. Estudios iniciales mostraron solo respuestas clinicas parciales o transitorias (54),
pero el desarrollo de Brentuximab Vedotin cambié totalmente el escenario. Brentuximan
Vedotin es un anticuerpo monoclonal anti-CD30 conjugado con MMAE, un agente sintético que
produce la disrupcién de los microtubulos. Su empleo ha resultado efectivo en modelos
preclinicos de ratones con ALCL y HL (70), y ensayos clinicos en primera y segunda linea han
mostrado unas impresionante mejora clinica después del tratamiento con Brentuximab Vedotin

(71)(55-57).

Los resultados de un ensayo en fase 1 demostraron en una serie de 45 pacientes con

neoplasias CD30-positivas (42 HL entre ellos), una actividad prometedora, con respuestas

objetivas en 17 pacientes (11 remisiones completas), y efectos adversos moderados
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(neuropatia periférica en el 22% de los pacientes )(72). En otro ensayo en fase 2 que incluia
pacientes con HL refractario tras trasplante autdlogo de médula ésea, se obtuvieron tasas de
respuesta del 75%, con remisiones completas en el 34%, mantenidas hasta 20,5 meses (73).

Los resultados de este ultimo ensayo clinico condujeron a la aprobacion de Brentuximab
Vedotin por parte de la FDA para el tratamiento de pacientes con Linfoma de Hodgkin
refractario a los regimenes quimioterpéuticos convencionales o recidivados tras el trasplante
de progenitores de células madre hematopoyéticas.

Todo ello derivo en el estudio de posibles combinaciones de brentuximab con otros
farmacos usados como primera opcidn terapéutica en pacientes con nuevos diagndsticos (74).
Los resultados obtenidos de la combinacion de Brentuximab con ABVD (doxorubicina,
bleomicina, vinblastina, dacarbazina) mostraron una mayor tasa de toxicidad pulmonar (44%),
aungue la combinacién BV con AVD (sin bleomicina), era generalmente mejor tolerada, con
tasas de remision completa del 96% en 25 pacientes. Actualmente, existe un ensayo en fase 3
en progreso comparando el empleo de Brentuximab + AVD frente a Brentuximab + ABVD como
primera linea terapéutica en LH avanzados, (NCT01712490), lo cual podria suponer un cambio
y redefinicidn de la terapia de la forma clasica del Linfoma de Hodgkin.

Un estudio pivotal en fase 2 explord la actividad de Brentuximab Vedotin en 58 pacientes
con ALCL refractario (75), con tasas de respuesta del 86% y recimisiones completas del 57%, y una
duracion de la respuesta de mas de un afio(72% de los pacientes con ALCL ALK-negativo). Estos
resultados llevaron a la aprobaciéon del farmaco por parte de la FDA, para el tratamiento de ALCL
sistémico refractario tras el empleo de un primer régimen multiquimioterdpico. Una actualizacién
reciente de los resultados de este estudio mostré una tasa de supervivencia a los 4 afios del 64%,
con un 47% de pacientes con remisiones completas, y sin evidencia de progresién en 10 de los 17
pacientes que fueron sometidos a trasplante de progenitores hematopoyéticos como terapia de
consolidacion.

Dadas estas impresionantes respuestas observadas en el tratamiento de la enfermedad
recidivada, otro ensayo en fase 1 evalué la seguridad y eficacia de Brentuximab en combinacion
con quimioterapia como primera linea de tratamiento en PTCLs CD30+, evidenciando que la
combinacion de Brentuximab Vedotin con CHP (omitiendo la vincristina para reducir la

neurotoxicidad), presenta una activiad prometedora y un perfil de seguridad tolerable (56).

38



Actualmente, se encuentra en desarrollo un ensayo en fase 3, randomizado y doble ciego
(ENCHELON-2), que compara el empleo de Brentuximab + CHP vs. CHOP en pacientes con nuevos

diagndsticos de linfomas T CD30+ (NCT01777152).

De esta manera, Brentuximab ha demostrado una gran eficacia tanto en ALCL, HL asi como
otros Linfomas T periféricos. Actualmente se estan desarrollando ensayos en fase 3 que comparan
la eficacia de BV en combinacién con quimioterapia al empleo de la quimioterapia convencional
tanto en HL como ALCL. Los resultados de estos ensayos pueden cambiar dramdticamente la
primera opcion terapéutica en estos casos, de forma similar a como lo hizo el rituximab en los LNH

de células B.

4.2.2 INMUNOTERAPIA E INHIBIDORES DE LOS “CHECK-POINT” INMUNES

El arsenal inmunosupresor del microambiente tumoral incluye diversos tipos celulares
(por ejemplo, células T reguladoras o células supresores de estirpe mieloide), moléculas
solubles (TGF-B8, IL-10, IL-3, SCF), moléculas supresoras (arginasa, IDO) y un conjunto de
receptores/ligandos coinhibidores que se expresan en las células efectoras residentes en el
tumor (CTLA-4, PD-1, Tim-3, Lag-3 y BTLA). Estos ultimos se denominan comidnmente “inmuno
checkpoints”.

Se han desarrollado recientemente una serie de farmacos capaces de inhibir moléculas
coinhibidoras expresadas en algunos tumores sdlidos, como PD-1 (Programmed cell death-1),
PD-L1 (ligando de PD1) o CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4). En condiciones
fisioldgicas, el sistema inmune cuenta con mecanismos moleculares y celulares que mantienen
la tolerancia y evitan el dafio derivado de las respuestas inmunes efectoras. En el cancer estos
mecanismos actuan de manera concertada, contrarrestando la inmunidad antitumoral vy
permitiendo el crecimiento del tumor. Las estrategias terapéuticas dirigidas al bloqueo de estos
“inmuno checkpoints” pueden restaurar la respuesta inmune.

La utilidad de estos farmacos en tumores sdlidos y linfoma de Hodgkin ya ha sido
demostrada, y actualmente se estdn estudiando en el tratamiento de otras neoplasias

hematoldgicas (76). Estos agentes presentan un patron Unico de reacciones adversas inmunes
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relacionadas, que incluyen la toxicidad gastrointestinal (diarreas y colitis), neumonias, aumento

de transaminasas, erupciones cutaneas y endocrinopatias(76).

a. INHIBIDORES DE CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4)

Las moléculas mas estudiadas han sido los inhibidores de CTLA-4, una proteina
expresada en la membrana de los linfocitos T que actia como freno de activacién de la célula T
e inhibe la respuesta al reconocimiento de un antigeno mediante el TCR. Han sido desarrollados
anticuerpos que bloquean CTL-4, resultando en una liberacion de la respuesta inmune que
logra una actividad antitumoral con resultados sorprendentes. Desafortunadamente, también
se han visto asociados efectos secundarios en relacidon con dafio tisular por autoinmunidad.

CTLA-4, miembro de la superfamilia de la inmunoglobulina CD28 juega un papel
importante en la respuesta inmune al controlar negativamente la funcién de los linfocitos T
reguladores, conduciendo a una disminucién de la respuesta inmune antitumoral (77), vy
constituye el primer receptor del checkpoint inmune cuyo bloqueo se consiguid.

Ipilimumab es un anticuerpo monoclonal dirigido contra CTLA-4 que inicialmente mostré
un beneficio clinico evidente en pacientes con neoplasias sélidas como el melanoma (78). Estos
resultados condujeron al desarrollo de un essayo en fase | empleando ipilimumab en pacientes
con Linfomas No Hodgkin de células B recidivados o refractarios a terapias convencionales (79).
Dieciocho pacientes con enfermedades recidivadas o refractarias (14 linfomas foliculares, 3
Linfomas Difusos de Células Grandes y 1 Linfoma del Manto) fueron tratados con ipilimumab
obteniendo tasas de respuesta del 11%, incluyendo un paciente con Linfoma Difuso de células
Grandes con respuesta completa mantenida durante 31 meses, y un paciente con linfoma
folicular con una respuesta parcial mantenida hasta 19 meses tras el tratamiento. A pesar de
gue la tasa de respuesta no sea elevada, el hecho de que esta respuesta sea mantenida ha
motivado el desarrollo de mas estudios acerca de la inhibicidn de los “checkpoints” inmunes en
las neoplasias hematoldgicas, y actualmente se encuentar en desarrollo un essayo en fase 1 en
pacientes con linfomas B recidivados o refractarios empleando la combinacion de ipilimumab y

rituximab (NCT01729806).
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b. INHIBIDORES DE PD-1 (Programmed cell death-1), Y DE SUS LIGANDOS PD-

L1y PD-L2.

Otra de la via mas prometedoras es la de PD-1, que actla en estados mas tardios de la
respuesta inmune. Esta proteina es expresada en linfocitos T activados y en células NK y B
activadas. Su funcion es limitar la actividad de las células T en tejidos durante un proceso
inflamatorio y limitar la autoinmunidad. Se han descrito dos ligandos: PDL-1 y PDL-2, que se
expresan en los tejidos (sanos y tumorales) como respuesta a senales inflamatorias. Las células
tumorales sobreexpresan PDL-1 y PDL-2 de manera constitutiva a través de oncogenes, o
inducidas por células reactivas antitumorales. De este modo se establece una retroalimentacion
negativa por la cual la unién de PD-1 con su ligando inhibe la respuesta inmunoldgica
antitumoral (80). En este caso, también han sido desarrollados anticuerpos dirigidos contra el
receptor PD-1 y sus ligandos PDL-1 y PDL-2, que permitirian dar via libre a la respuesta
inmunoldgica iniciada por el reconocimiento de células aberrantes neoplasicas. Se ha visto una
fuerte relacién entre el nivel de expresién de PDL-1 y la respuesta obtenida. Por otro lado, los
efectos adversos autoinmunes parecen ser menos graves que los observados bloqueando CTLA-
4. El tratamiento con inhibidores de dichas moléculas coinhbitorias (anti-CTLA-4, PD-1 o PDL-1)
en monoterapia o combinados con otros agentes antineopldsicos, han supuesto una
importante mejora del prondstico de patologias como melanoma metastatico, carcinoma renal,
cancer de préstata y, recientemente, cancer no microcitico de pulmén, consolidandose de esta
forma como tratamiento real y eficaz para una buena parte de los tumores sélidos (81). Tras
demostrar la sobreexpresion de algunos de estos marcadores en enfermedades
oncohematoldgicas como sindromes linfoproliferativos o sindromes mielodisplasicos, el
tratamiento con estas moléculas estd siendo evaluado, con resultados preliminares muy
satisfactorios.

A este respecto, el linfoma de Hodgkin clasico (cHL) ha sido particularmente de interés,
al tratarse de una diana terapéutica ideal para el tratamiento anti-PD-1 (82), ya que las células
de Reed-Sternberg usan la via PD-1 para evadir la respuesta inmune. Alteraciones en el
cromosoma 9p24.1 producen la sobreexpresion de los ligandos PD-L1 y PD-L2 en las células de

Reed-Sternberg, y ademas la amplificacién de esta region cromosdmica que incluye el locus de

41



JAK2 conduce del mismo modo a la expresion de PD-L1 a través de la via JAK2/STAT (82).
Ademas, la infeccion por el virus de Epstein-Barr (EBV) incrementa también la expresion de PD-
L1 en las células EBV positivas en en Linfoma de Hodgkin (83). Estos hallazgos sugieren que el
Linfomma de Hodgkin es muy dependiente de la via PD-1 para su desarrollo, y que por lo tanto la
inhibicion de esta via podria constituir una terapia efectiva.

Actualmente, existen numerosos anticuerpos anti-PD1 que estan siendo estudiados en
diferentes ensayo. Nivolumab es un anticuerpo monoclonal humanizado anti-PD1 con
resultados esperanzadores en tumores sdélidos. Un ensayo en fase 1 en pacientes con
neoplasias hematoldgicas recidivadas incluyendo linfomas de Hodgkin clasicos, Linfomas No
Hodgkin de células B y Linfomas No Hodgkin de células T y casos de mieloma multiple ha sido
realizado recientemente y los resultados de los 23 pacientes con LH han sido recientemente
publicados(79). El estudio comprendia una serie de casos de LH refractarios tras 4-5 lineas
previas de tratamiento sistémico, con un78% de pacientes con recidivas tras tratamiento con
Brentuximab Vedotin y post-trasplante antélogo de células madre hematopoyéticas. La tasa de
respuesta fue del 87%, con respuestas completas de hasta el 17%, y un perfil de seguridad
aceptable (efectos adversos de grado 3 descritos en 5 pacientes, y ausencia de eventos grado 4
0 5). Actualmente acaba de completarse la fase de enrolamiento de un ensayo en fase Il en
pacientes con recidivas de HL tras ser sometidos a trasplante antdlogo de células madre
hematopoyéticas (NCT02181738).

Los resultados relativos al resto de neoplasias hematolégicas de este ensayo en fase |
también han sido recientemente publicados (84). Estos pacientes también habian sido
previamente tratados con 3 o mas regimenes terapéuticos diferentes. Los pacientes con
Linfomas No Hodgkin B presentaron una tasa de respuesta global del 28%, con un 7% de
remisiones completas (tasa de respuesta del 36 y 40% en pacientes con DLBCL y FL
respectivamente). La tasa de respuesta global de los pacientes con Linfomas No Hodgkin T fue
del 17% (no se obtuvieron respuestas completas). Cabe sefialar que 5 pacientes con PTCLs
presentaron una tasa de respuesta del 40%. Actualmente existe un ensayo clinico en fase 2,
investigando la eficacia de nivolumab en Linfomas Foliculares refractarios (NCT02038946) vy

Linfomas B Difusos de Células grandes refractarios o recidivados. (NCT02038933).
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Pembrolizumab es otro anticuerpo monoclonal humanizado anti-PD1 , cuya eficacia y

seguridad estan siendo actualmente estudiados en el ensayo KEYNOTE-013, en pacientes con
neoplasias hematoldgicas recidivadas o refractarias. Los resultados en la cohorte de pacientes
con HL, incluyendo pacientes previamente tratados con Brentuximab Vedotin y un 66% con
recidivas post-trasplante de médula dsea, también han sido publicados recientemente (85).
Quince pacientes han sido evaluados hasta la fecha, con tasas de respuesta del 53% y
remisiones completas hasta e el 20%.

La eficacia y el perfil de seguridad de los inhibidotes de PD-1 en el tratamiento de los
pacientes con HL refractarios, esta promoviendo el interés en el empleo de estos farmacos en
fases tempranas de HL en combinacidn con otras terapias. Actualmente se estan desarrollando
estudios que emplean pembrolizumab como terapia de consolidacion post-trasplante antdlogo
de células madre en DLBCL y HL (NCT02362997), en combinacidon con rituximab en FL
recidivados (NCT02446457), y en combinacion con quimioterapia en linfomas mds avanzados

(NCT02408042).

4.2.3 INHIBICION DE LA ViA JAK/STAT

La familia de las cinasas JAK es una familia de tirosin-cinasas intracelulares activadas tras
su fosforilacion, inducida por la unidn de una citosina con su receptor asociado. Esto lleva al
reclutamiento y fosforilacion de las proteinas STAT (signal transducers and activators of
transcription), que se dimerizan y traslocan al nucleo, activando la transcripcién de una serie de
genes diana que participan en los procesos de proliferacion celular e inmunidad. La activacion
anormal de la via JAK-STAT se produce en numerosos tipos de neoplasias, incluyendo linfomas,
con lo cual surge el interés acerca de las diferentes formas de inhibicién de la via (73).

Pacritinib (SB1518) es una pequeiia molécula, inhibidora de la cinasa JAK2, que ha
demostrado actividad preclinica en linfomas, como demuestran los datos del estudio
previamente mencionados. En ese ensayo en fase | acerca de la eficacia y seguridad de
pacritinib en una seria de 34 pacientes con HL o NHL refractarios, se evidenciaron tasas de

respuesta del 14%, con Buena tolerancia y efectos adversos grado 1 62 Unicamente. A pesar de
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tratarse de una baja tasa de respuesta, este estudio evidencid la posibilidad de considerar la via
JAK/STAT como una potencial diana terapéutica en linfomas y plantea la necesidad de
identificar biomarcadores, predictores de respuesta a esta terapia.

Por otra parte, las vias JAK-STAT y PI3K juegan un papel importante en la supervivencia
de las células de Reed-Sternberg, y se encuentran disreguladas en el linfoma de Hodgkin (86).
La combinacién de agents inhibidores de estas rutas podria tener un efecto sinérgico. Un
ensayo en fase 1 empleando una combinacion de INCB040093 (inhibidor de PI3K) junto con
INCB039110 (inhibidor selectivo de JAK1) en pacientes con neoplasias de células B recidivadas o
refractarias, mostrd un perfil de seguridad aceptable (87, 88) con tasas de respuesta del 50% vy
una respuesta completa en uno de los 6 pacientes que recibieron Unicamente INCB040093, y
tasas de respuesta del 67% y respuestas completas en 2 de los 9 pacientes que recibieron la

combinacion de INCB040093 y INCB039110 (88).
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Il. HIPOTESIS

El estudio molecular de los linfomas de células T permitird identificar marcadores
moleculares que identifiquen subgrupos definidos clinico-patologicamente y seleccionar terapias

especificas.

OBIJETIVOS

1.- Estudio de las caracteristicas histoldgicas, inmunofenotipicas y moleculares de una corta
serie de linfomas anaplasicos primarios cutaneos con translocacién del locus IRF4-DUSP22

2.- Estudio de la expresién de una proteia diana de terapia, CD30, en linfomas T periféricos
usnado técnicas de expresion de mRNA y proteina. Caracterizacion de frecuencia y distribucion
celular.

3.- Estudio mutacional de linfomas T cutdneos para identificacién de dianas mutadas, con

especial atencion a los genes implicados en la ruta JAK/STAT
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La presente tesis se centra en tres aspectos de interés, motivo de debate hoy en dia,
todos ellos englobados en un tema comun: “Marcadores que permitan el diagndstico y seleccion
de terapia dirigida en Linfomas T Periféricos”.

Estos tres temas, que se tratardn separadamente, son los siguientes:

1) Marcadores histologicos y moleculares que permiten el diagndstico diferencial entre el
Linfoma Anapldsico de Células grandes cutdneo primario y la afectacion cutdnea por un Linfoma
Anapldsico sistémico;

2) Expresion de CD30 en Linfomas T Angioinmunobldsticos y Linfomas T periféricos sin otra
especificacion y terapia dirigida con anti-CD30;

3) Marcadores subrogados de mutaciones especificas o perfiles de expresion y rutas activadas
en Linfomas T periféricos y nuevas dianas terapéuticas: Estudio de estado mutacional y
actividad de JAK/STAT en Linfomas T cutdneos como potencial Diana terapéuticaEstudio de
estado mutacional y actividad de JAK/STAT en Linfomas T cutdneos como potencial Diana

terapéutica.
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particular histological features.

Aims: CD30-positive primary cutaneous lymphopro-
liferative disorders include several entities with differ-
ing clinical presentation but overlapping histological
features, including lymphomatoid papulosis and pri-
mary cutaneous anaplastic large cell lymphoma
(C-ALCL). DUSP22-IRF4 locus translocation is pres-
ent in 20-57% of C-ALCLs, and has also been
described in a series of 11 lymphomatoid papulosis
patients, where it was associated with a particular
biphasic histological pattern, including pagetoid reti-
culosis-type epidermal infiltration. We aimed to study
whether the presence of this translocation may define
distinctive histological features in C-ALCL.

Methods and results: We collected three cases of
C-ALCL with histological features similar to those

described in the new variant of lymphomatoid papulosis
with 6p25.3 rearrangement. We studied their histo-
logical features and immunophenotype, using a panel
of antibodies against CD30, TCR-BF1, TCR-y, CD4,
CDS8, CD20, Ki-67 and ALK. FISH analyses were per-
formed using an IRF4-DUSP22 break-apart probe for
the study of the 6p25.3 rearrangement. FISH results
were positive in the three cases, which all showed
distinctive histological and immunohistochemical fea-
tures: a diffuse dermal infiltrate of atypical medium-
to-large cells, and marked epidermotrophism with
small, atypical intra-epidermal lymphocytes.
Conclusions: Our findings suggest that the presence
of 6p25.3 rearrangement might be related to this par-
ticular biphasic pattern.

Keywords: 6p25.3 rearrangement, biphasic pattern, DUSP22-IRF4 translocation, lymphomatoid papulosis
(LyP), primary cutaneous anaplastic large cell lymphoma (C-ALCL)
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Introduction

CD30-positive cutaneous lymphoproliferative disor-
ders are a group of entities with differing prognosis
and clinical evolution. They include lymphomatoid
papulosis (LyP) and primary cutaneous anaplastic



large cell lymphoma (C-ALCL). Despite differences in
their clinical presentation, follow-up and response to
treatment, these entities may have common histologi-
cal and phenotypical features.

The study of 6p25.3 rearrangement has recently
been described as a useful tool in the differential diag-
nosis of C-ALCL and systemic ALCL with secondary
cutaneous involvement.'? FISH testing has identified
this translocation in 20-57% of the cases of C-ALCL
reported so far. Additionally, among all cutaneous T
cell lymphoproliferative disorders, FISH for the
DUSP22-IRF4 locus has 99% specificity and a 90%
positive predictive value for cutaneous anaplastic
large cell lymphoma.> These studies found no mor-
phological differences between C-ALCL cases with and
without the 6p25.3 rearrangement.

A new variant of LyP with a 6p25 rearrangement
has since been described in a series of 11 patients.
These cases featured clinical features of LyP with a
distinctive biphasic histopathological pattern, with
DUSP22-IRF4 locus translocations identified by
FISH.* We here report three cases of C-ALCL with
translocations involving the DUSP22-IRF4 locus that
exhibit a similar biphasic histological pattern.

Material and methods

We collected three cases of C-ALCL with a 6p25
translocation and histological features similar to those
described in the new variant of LyP. We received par-
affin blocks from these three patients, seen at the
Fundacion Jiménez Diaz (Madrid), Hospital SAS Jerez
(Cadiz) and Hospital General Universitario de Valencia
(Valencia), for a second opinion. Four-um paraffin
sections were stained with haematoxylin and eosin.
Following heat-induced antigen retrieval, 3-um sec-
tions were immunostained using the Envision method
(Dako, Glostrup, Denmark) and avidin—biotin peroxi-
dase detection, with diaminobenzidine as chromogen,
on an automated immunostainer (Dako). A panel of
antibodies was used against CD30 [Ber-H2, ready to
use (RTU); Dako], TCR-BF1 (8A3, dilution 1/40;
Thermo Scientific, Fremont, CA, USA), TCR-y (G3-20,
dilution 1/50; Thermo Scientific), CD3 (rabbit poly-
clonal, RTU; Dako), CD4 (4B12, RTU; Dako), CD8
(C8/144B, RTU; Dako), CD20 (L26, RTU; Dako),
Ki-67 (MIB1, RTU; Dako) and ALK (ALK-1, RTU;
Dako).

FISH analyses were performed on 3-um tissue sec-
tions using an IRF4-DUSP22 (6p25.3) break-apart
probe (KBI-10613; Kreatech, Leica, Spain) following
standard procedures.”® Ten pl of a prediluted probe
were applied to the specimen. At least 100 intact,

© 2014 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology, 66, 846-855.

C-ALCL with 6p25.3 rearrangement 847

non-overlapping nuclei were analysed on each slide.
Nuclei were scored as rearranged if at least one split
orange—green signal was observed. Gains were
reported when three or more fusion signals were
observed. Control values were established previously
based on the mean + 3 standard deviations (SD) of
10 control samples. The cut-off value for chromosome
gain or rearrangement was 15% in both cases. The
translocation partner genes were not identified, and T
cell receptor gene rearrangement studies were not
performed.

ETHICS

Ethics approval and informed consent were not
required for the study.

Results
CASE 1

Case 1 was that of a 69-year-old woman showing a
single, erythematous and nodular lesion on her left
cheek that was growing rapidly, by more than 2 cm
in 2 weeks (Figure 1). Histological examination
showed a nodular and diffuse dermal infiltrate affect-
ing the papillary and reticular dermis (Figure 2). The
epidermis overlying the dermal nodule exhibited a
characteristic pagetoid reticulosis-like intra-epidermal
lymphocytosis; these lymphocytes were mostly small
and had hyperchromatic and irregular nuclei. The
dermal lymphocytes were larger (medium-to-large),
with irregular and hyperchromatic nuclei. Several
nucleoli were apparent, and large cells with finely
granular cytoplasm were intermingled with hallmark
cells. Mitotic figures were also abundant. Immunohis-
tochemical studies showed that neoplastic cells in the
dermal and intra-epidermal components were
strongly positive for CD30 and TCR-BF1, and nega-
tive for CD3, CD4, CD8, CD20, ALK and TCR-y. Inter-
phase FISH for the IRF4-DUSP22 locus on 6p25.3
produced a split signal that indicated a 6p25.3 rear-
rangement. The lesion was excised and the patient
did not experience any recurrence or spread to dis-
tant sites in the 7 months of follow-up.

CASE 2

Two weeks before his first consultation, a 58-year-old
man developed a single small (0.6-cm) lesion on his
eyelid, persisting during the following 4 months, until
its excision. There was no history of previous skin
lesions nor LyP, and the patient did not refer to any
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Figure 1. Clinical presentation of cutaneous anaplastic large cell lymphoma with DUSP22-IRF4 translocation. A, Presenting lesion on the
left cheek of a 69-year-old woman (case 1). An isolated, erythematous tumour is present. B, Two weeks later, growing lesion with desqua-
mative areas and central depression.

other symptoms. The biopsy showed a prominent der-
mal nodule with a dense lymphoid infiltrate; there
was diffuse infiltration of the deep and superficial der-
mis by large- and medium-sized pleomorphic cells
(Figure 3). Hallmark cells were intermingled with
large cells with marked pleomorphism, pale nuclei,
vesicular chromatin and intranuclear inclusions. Eo-
sinophils were rarely seen, but apoptotic bodies and
mitotic figures were frequent. There was also another
component of small-to-medium sized cells with cere-
briform nuclei and irregular contours, showing strik-
ing  epidermotrophism  and  folliculotrophism.
Neoplastic cells were positive for CD30, CD3, CD8
and TCR-BF1, and negative for CD20, CD4, TCR-y
and ALK. FISH results were also positive for the
DUSP22-IRF4 translocation. A thoracoabdominal
body scan ruled out systemic ALK-negative ALCL,
and there was no evidence of disease 9 months after
the excision.

CASE 3

A 49-year-old man presented with a history of a soli-
tary 0.8-cm nodule on his chin that had grown to
more than 2 cm in less than 1 month. The tumour
was removed surgically, and histological examination
revealed a prominent dermal nodule showing superfi-
cial ulceration and diffuse lymphoid proliferation with
epidermotropism in the superficial and deep dermis. As
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described in the other two cases, neoplastic lympho-
cytes had a biphasic pattern. A diffuse dermal infiltrate
of atypical, medium-to-large cells, with several nucle-
oli, large, vesicular nuclei and pale cytoplasm, with
abundant mitotic figures and hallmark cells, was pres-
ent. The epidermis and superficial dermis were infil-
trated by small CD30-positive cells, with atypical
features, irregular cell shape and cerebriform nuclei,
distributed in a pagetoid reticulosis-like pattern. Both
components were positive for CD30, CD3 and TCR-
BF1, and negative for TCR-y, CD20, CD4, CD8 and
ALK (Figure 4). FISH results were positive for the
6p25.3 rearrangement. The tumour was removed sur-
gically. The patient presented with another violaceous
papule on his left wrist, which was not biopsied. He did
not have systemic symptoms, and systemic ALK-nega-
tive ALCL was excluded by imaging studies (thoracoab-
dominal body scan, PET and MRI). The patient
received local radiotherapy, without any recurrence
during the 6 months following removal.

Discussion

We report three cases of primary cutaneous ALCL with
translocations involving the DUSP22-IRF4 locus, all
with a similar clinical presentation and distinctive his-
tological features (Table 1). All three patients had a
solitary, nodular and rapidly growing lesion on the
face, showing a striking biphasic histological pattern.

© 2014 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology, 66, 846—855.
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Figure 2. Histological features of cutaneous anaplastic large cell lymphoma with DUSP22-IRF4 translocation (case 1). A, Low-power micro-
scopic image of the lesion showing a nodular and diffuse dermal infiltrate of medium-large atypical cells. B, Pagetoid reticulosis-like intra-
epidermal lymphocytosis overlying the dermal infiltrate. The lymphocytes are mostly small and have hyperchromatic and irregular nuclei
(C,D). The dermal lymphocytes were larger (medium-to-large), with irregular and hyperchromatic nuclei (E). Large cells with finely granular
cytoplasm (F), kidney-shaped cells (G) and intranuclear inclusions (H) were also evident. The dermal and intra-epidermal components were
both strongly CD30-positive (I, J).

© 2014 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology, 66, 846-855.
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Figure 3. Histological features of cutaneous anaplastic large cell lymphoma with 6p25.3 rearrangement. A, Low-power microscope image of
the lesion in the eyelid of a 58-year-old man (case 2) demonstrating a dermal nodule with the macroscopic appearance of a tumoral lesion.
B, Intra-epidermal infiltrate, with small-medium-sized lymphocytes with atypical features. C, Dermal infiltrate composed of large cells with
hyperchromatic nuclei and finely granular cytoplasm. D, Mitotic figures, apoptotic bodies and hallmark cells were also present. E, F, Dermal
and intra-epidermal cells were positive for CD30.

© 2014 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology, 66, 846-855.
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Figure 4. Histological features of cutaneous anaplastic large cell lymphoma with DUSP22-IRF4 translocation (case 3). A, Low-power micro-
scopic image of the lesion, a diffuse dermal infiltration on the chin of a 49-year-old man (case 3), characterized histologically by a dense der-
mal infiltrate with epidermal involvement. B, C, Marked epidermotropism by small lymphocytes. D, Dermal infiltrate of medium-sized and
atypical lymphocytes. E, Both components were strongly CD30-positive. F, Results of interphase FISH using a break-apart probe for the
IRF4-DUSP22 locus on 6p25.3 (case 3). One cell nucleus is shown, with a normal, intact fusion signal (f) and an abnormal split signal
(arrows: red, telomeric; green, centromeric), indicating a 6p25.3 rearrangement.

© 2014 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology, 66, 846—855.
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Table 1. Clinical, histological, immunophenotypical and genetic features of three patients with C-ALCL

Case
1 2 3
Clinical presentation
Age (years) 69 58 49
Sex F M M
Site Cheek Eyelid Chin

Type of lesion

Solitary tumour (>3 c¢m)

Subepidermal nodule (0.6 cm)

Solitary nodule (2 ¢cm)

Histological features

Epidermal component

Slightly atypical pagetoid
reticulosis-like infiltrate

Epidermotropism, folliculotropism
and presence of small
lymphocytes lining the basal layer

Atypical intraepidermal
lymphoid infiltrate

Dermal component

Medium-sized cells with
scattered anaplastic cells

Diffuse infiltrate with hallmark
cells and abundant mitotic figures

Large cells with marked
anaplastic features

Immunophenotype
ALK Negative Negative Negative
CD3 Negative Positive (D, E) Positive (D, E)
CD4 Negative Negative Negative
CD8 Negative Positive (D, E) Negative
CD20 Negative Negative Negative
CD30 Positive (D, E) Positive (D, E) Positive (D, E)
TCR-BF1 Positive (D, E) Positive (D, E) Positive (D, E)
TCR-y Negative Negative Negative
Ki-67 - >80% -

Genetics
6p25.3 rearrangement Present Present Present

Follow-up
Treatment Excision Excision Excision

Local radiotherapy

Follow-up (months) 7 9 6
Spontaneous resolution - - -
Disseminated skin disease No No No
Extracutaneous disease No No No
Status at last follow-up NED NED NED

Lyp: Lymphomatoid papulosis; ALK: Anaplastic lymphoma kinase; D: Positive staining in dermal component; E: Positive
staining in epidermal component; C-ALCL: Primary cutaneous anaplastic large cell lymphoma; NED: No evidence of disease.

© 2014 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology, 66, 846-855.
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Table 2. Differential diagnosis of CD30-positive lymphoproliferative disorders
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Primary cutaneous anaplastic
large cell lymphoma

Systemic anaplastic large
cell lymphoma (ALK-negative)
with cutaneous involvement

Lymphomatoid papulosis with
6p25.3 rearrangement®

Epidemiology Adults (median age 60 years). Adults 40-65 years. Elderly patients (mean age

Male predominance (2-3 M:1 F) Male predominance 75 years).

(1.5 M:1 F) Male predominance (9 M:2 F)
Clinical Solitary nodules (>2 cm) on trunk, Advanced stage (lll or IV) Single or multiple
presentation face, extremities and buttocks. papulonodular lesions

Frequently ulcerated and with (0.3-1.0 cm), without

partial regression. ulceration on the head and

Multifocal lesions 20%. neck, upper torso, and

No history or clinical evidence of MF extremities.

Regional node involvement 10% Absence of disseminated
cutaneous disease or clinical
evidence of extracutaneous
disease

Histological Nodular or diffuse dermal infiltrate. Large pleomorphic cells Dermal nodule with a dense
features Sheets of CD30* (>75%) atypical (*hallmark cells"). lymphoid infiltrate, and
lymphocytes (anaplastic, pleomorphic  Mitotic figures atypical lymphoid infiltrate

or immunoblastic) in the epidermis simulating
lesions of pagetoid reticulosis;
periadnexal involvement

Immunophenotype CD30" (>75%) CD30" Biphasic pattern of CD30

ALK™ ALK™ expression (dermis>epidermis).

EMA*, CD43*, CD2", CD4* ALK~
CD15" (<30%)
CD4/CD8*~
TCRpB+
Ki-67 index>80%
Genetics Clonal TCR rearrangements >90%. Clonal TCR rearrangement Clonal TCR rearrangements
6p25.3 rearrangement >40%.

in 20-57%%3" 6p25.3 rearrangements in
all cases (DUSP22-/RF4 locus)

Prognosis Frequent relapse. 5-year relapse-free Spontaneous regression a few
Favourable prognosis: 90% 10-year  survival 36% weeks after presentation
disease-related survival

Treatment Excision + radiotherapy Systemic chemotherapy Wait and see.

Local excision with or without
cryotherapy, or radiotherapy

MF, Mycosis fungoides; TCR, T-cell receptor.

Immunohistochemical studies revealed that neoplastic
cells of both components (dermal and intra-epidermal)
were strongly positive for CD30, negative for ALK and
positive for at least one T cell marker (TCR-BF and/or
CD3). Interphase FISH for the DUSP22-IRF4 locus on
6p25.3 revealed an abnormal split signal that indi-
cated a 6p25.3 rearrangement. Systemic ALK-negative
ALCL was excluded by imaging studies, all three

© 2014 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology, 66, 846-855.

tumours were excised, and the patients experienced no
recurrence or spread to distant sites during their 6-
9 months of follow-up.

As discussed above, C-ALCL must be differentiated
from cutaneous involvement by systemic ALK-nega-
tive ALCL and LyP.” These three entities have over-
lapping histological features but distinct clinical
presentations (Table 2).
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Table 3. Incidence of /RF4 translocation in skin biopsies of T cell lymphoproliferative disorders:

summary of four reported

series

Study S-ALCL C-ALCL LyP

Feldman et a/.? 1/23 8/14 (57%) Not tested
Pham-Ledard et a/."? Not tested 6/23 (26%) 0/7

Wada et al.? 0/7 9/45 (20%) 1/32 3%)
Karai et al.* Not tested Not tested 11/11 (100%)
Total 0 23/82 (28%) 12/50 (24%)

S-ALCL, Systemic anaplastic large cell lymphoma; C-ALCL, Cutaneous anaplastic large cell lymphoma; LyP, Lymphomatoid

papulosis.

C-ALCL is defined as a CD30-positive large T cell
lymphoma presenting primarily in the skin and char-
acterized by a good prognosis and response to treat-
ment.® Primary C-ALCL is usually a large (>2 cm),
solitary and commonly ulcerated lesion that occurs in
adults. Partial regression is common, but spontaneous
regression is rare, and extracutaneous involvement is
possible.” The disease must be distinguished from sys-
temic ALCL with cutaneous involvement, which is a
separate disease with different cytogenetics, clinical
features and outcome.'® Systemic involvement was
absent in the three patients here described, either at
diagnosis or after follow-up.

Several studies have reported rearrangements of
6p25.3 in both cutaneous and systemic ALCL. Feld-
man et al.® reported 12 peripheral T cell lymphomas
(PTCLs) with DUSP22-IRF4 translocations among
155 PTCL cases (8%), including one of 23 ALK-nega-
tive ALCLs and eight of 14 C-ALCLs (57%); mutations
were identified in six of 23 C-ALCL (26%) by Pham-
Ledard et al,'? and in 10 of 182 patients (5%) by
Wada et al.’ including nine of 45 (20%) C-ALCL lym-
phomas and one of 32 (3%) cases of LyP (Table 3).
More recently, Parilla-Castellar et al.'* found 6p25.3
translocations in up to 30% of systemic ALK-negative
ALCL, associated with a good response to therapy.
Thus, it seems that the DUSP22-IRF4 translocation
may occur in different clinicopathological disorders,
including LyP, C-ALCL and systemic ALCL, but in all
cases it could be associated with specific morphologi-
cal or clinical features.

Morphologically, no differences were observed
between C-ALCL lymphomas with and without
DUSP22-1RF4 translocations in the aforementioned
studies.?>>!? Lesions showed confluent sheets of large
tumour cells, with cytological features of so-called
‘hallmark’ cells, similar to those seen in systemic
ALCL. By defining criteria, CD30 was expressed in
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the majority (>75%) of tumour cells in all cases; simi-
lar morphological and phenotypical characteristics
were also seen in the single case of LyP that was
positive for the mutation, but the clinical features
favoured LyP over C-ALCL.

A series of 11 cases of LyP harbouring chromo-
somal rearrangements of the DUSP22-IRF4 locus on
6p25.3 has been described recently* (Table 3). All
the cases had the same characteristic biphasic pattern
that was present in the three cases we report: a der-
mal nodule with a dense lymphoid infiltrate showing
large and hallmark cells, and an epidermal infiltrate
with small-to-medium-sized cells, simulating lesions of
pagetoid reticulosis.

Distinguishing between C-ALCL and this new vari-
ant of LyP currently relies upon clinical data, mainly
those concerning the size, number and evolution of
the lesions. LyP is defined as a chronic, recurrent,
self-healing eruption of papules and small nodules in
a single body area that undergoes spontaneous
regression. The lesions here described were large sin-
gle tumoral masses without posterior relapses.

In this study we report three cases of skin biopsies
showing histological and phenotypical features of a T
lymphoproliferative CD30-positive disorder and clini-
cal features of primary cutaneous ALCL. To the
authors’ knowledge, the biphasic pattern shown by
the three cases has only been described previously in
LyP with DUSP22-IRF4 translocation. These findings
suggest that primary cutaneous CD30 lymphoprolifer-
ative disorders carrying the 6p25.3 translocation
have similar histological features (biphasic pattern
with pagetoid reticulosis-like epidermal infiltration),
albeit with clinical presentations from LyP to C-
ALCL.* Investigation of the biological pathways trig-
gered by DUSP22-IRF4 rearrangements and/or
expression in cutaneous T cell lymphomas may deter-
mine a biological basis for targeted therapy.'*!3

© 2014 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology, 66, 846—855.
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CD30 Expression by B and T Cells

A Frequent Finding in Angioimmunoblastic T-Cell Lymphoma
and Peripheral T-Cell Lymphoma-Not Otherwise Specified
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Abstract: CD30 expression in peripheral T-cell lymphoma
(PTCL) and angioimmunoblastic T-cell lymphoma (AITL) is
currently of great interest because therapy targeting CD30 is of
clinical benefit, but the clinical and therapeutic relevance of
CD30 expression in these neoplasms still remains uncertain.
The aim of this study was to better quantify CD30 expression
in AITL and PTCL-not otherwise specified (NOS). The sec-
ondary objective was to determine whether CD30 ™" cells ex-
hibit a B-cell or a T-cell phenotype. Gene expression profiling
was studied in a series of 37 PTCL cases demonstrating a
continuous spectrum of TNFRSFS expression. This prompted
us to study CD30 immunohistochemical (IHC) expression and
mRNA levels by reverse transcription polymerase chain re-
action (RT-PCR) in a different series of 51 cases (43 AITLs and
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8 PTCL-NOSs) in routine samples. Double stainings with
PAXS5/CD30, CD3/CD30, and LEF1/CD30 were performed to
study the phenotype of CD30" cells. Most (90%) of the cases
showed some level of CD30 expression by IHC (1% to 95%);
these levels were high (> 50% of tumoral cells) in 14% of cases.
CD30 expression was not detected in 10% of the cases.
Quantitative RT-PCR results largely confirmed these findings,
demonstrating a moderately strong correlation between global
CD30 ITHC and mRNA levels (r = 0.65, P = 1.75¢—7). Forty-
four of the positive cases (98%) contained CD30-positive B
cells (PAXS), whereas atypical CD30-positive T cells were de-
tected in 42 cases (93%). In conclusion, our data show that
most AITL and PTCL-NOS cases express CD30, exhibiting
very variable levels of CD30 expression that may be measured
by IHC or RT-PCR techniques.

Key Words: CD30, AITL, PTCL-NOS, RT-PCR, GEP, EBV
(Am J Surg Pathol 2015;00:000-000)

Peripheral T-cell lymphomas (PTCLs) are a hetero-
genous group of non-Hodgkin lymphomas often as-
sociated with an aggressive clinical course and poor
outcome. Their pathogenesis is still poorly understood.!

Among the PTCL subtypes, PTCL-not otherwise
specified (PTCL-NOS), angioimmunoblastic T-cell
lymphoma (AITL), and anaplastic large cell lymphoma
(ALCL) are the most frequent. Until recently, the
therapeutic approach for PTCL was based on an-
thracycline-based combination chemotherapy. How-
ever, these have yielded poor outcomes, with overall
response rates ranging from 39% to 84% in studies in
which multiagent chemotherapy was used in newly di-
agnosed PTCL patients, as well as a median overall
survival of only 5.5 months for patients with relapsed
or refractory PTCL.2

To date, only 3 agents have been approved by the
FDA for the treatment of relapsed or refractory PTCL:
pralatrexate, romidepsin, and brentuximab vedotin (BV).
The latter is exclusively reserved for patients with
CD30-positive (CD30 ") relapsed or refractory ALCL,3
resulting in 86% and 57% complete remission rates,
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respectively, which enabled regulatory approval for use
against this disease in 2011.°

CD30 is a tumor necrosis factor (TNF) receptor
family transmembrane receptor with restricted expression
in activated T and B cells in normal lymphoid tissues.® BV
is an antibody-drug conjugate that combines a cytotoxic
agent (MMAE) with an anti-CD30 antibody.” CD30
status assessment is thus considered critical to therapeutic
decision-making. An investigational phase 2 trial using
single-agent BV was recently performed by Horwitz et al®
involving both B-cell and T-cell lymphomas (excluding
ALCL), in an attempt to characterize the relationship
between CD30 expression and antitumor activity. The
study comprised 13 cases of AITL and 22 PTCL-NOSs.
The overall response rate was 54% in AITLs, with a
median progression-free survival of 6.7 months, which
implies that BV could be a therapeutic option for AITL.
Nevertheless, no correlation between CD30 expression
and response was observed, and objective responses were
observed in patients with undetectable levels of CD30.8

The reliability of immunohistochemistry (IHC) for
evaluating CD30 protein expression and the extent of
CD30 expression in lymphoma remains unclear. Thus, the
aim of the present study was to better determine and
quantify CD30 expression in AITL and PTCL-NOS to
establish objective criteria for PTCL patients who might
benefit from directed anti-CD30 therapy. A secondary
objective was to determine whether CD30 ™" cells exhibit a
B-cell or a T-cell phenotype, with a view to evaluating
novel therapeutic strategies.

MATERIALS AND METHODS

Gene Expression Profiling Analysis

Tumor diagnostic biopsies were obtained from the
CNIO Tumour Bank Unit, after approval by the Clinical
Research Ethics Committee of the Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla (HUMYV, Santander, Spain), as
reported in a previous study.” The data of 37 frozen
PTCL cases were used, comprising 19 PTCL-NOS, 15
AITL, and 3 ALCL cases. RNA was extracted using
Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA), following the
manufacturer’s instructions. Gene expression experiments
used a Whole Human Genome Oligo Microarray
(4x44K format), following the manufacturer’s in-
structions (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA).
Reactive lymph node and tonsil samples were used as
controls. A partial description of the gene expression data
in this series has been published previously.® All raw
microarray data from the PTCL series are available at the
Gene Expression Omnibus under accession number
GSE36172.

Patients and Tissue Samples

We collected a cohort of 55 cases that had been
submitted to the HUMV for diagnosis or a second
opinion between 2011 and 2014, after approval by the
hospital’s Clinical Research Ethics Committee. All cases
were reviewed by 2 independent pathologists (A.O. and
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M.A.P.), and criteria for the diagnosis of PTCL-NOS and
AITL were based on the 2008 WHO classification. !

Clinical Data

Clinical data and the standard prognostic indices
for this series are summarized in Supplementary Table 1
(Supplemental Digital Content 1, http://links.Iww.com/
PAS/A324). All prognostic indices were assessed at the
time of initial diagnosis.!0-13

Immunohistochemistry

Formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues
were used for histologic examination. Paraffin sections of
4 pm thickness were stained with hematoxylin and eosin.
Whole-tissue sections (3-um thick) were immunostained
using the Envision FLEX method (Dako, Glostrup,
Denmark) and diaminobenzidine (DAB) chromogen
following a heat-induced antigen-retrieval step and
avidin-biotin peroxidase detection on an automated im-
munostainer (Dako Autostainer Link 48). A panel of anti-
bodies including CD30, CD3, PD1, CD20, and Ki 67 was
used for diagnosis (Table 1). CD30 expression was quanti-
fied and expressed as the percentage of positive cells in
whole-tissue sections, with distinction between tumoral and
microenvironmental cells. THC staining and in situ hybrid-
ization for Epstein-Barr virus—encoded RNA (EBER) were
performed following conventional automated protocols.

To determine the phenotype of CD30-positive cells,
membrane CD30 and nuclear PAX5 and LEF1 double
THC stains were performed on 3- to 4-mm-thick sections of
FFPE tissues. Double CD30 and CD3 membrane stains
were also performed. Slides were first deparaffinized and
rehydrated. Antigens were retrieved with 10mM citrate
(pH 6.5). Slides were heated in a 770 W microwave oven
for 14 minutes, cooled to room temperature, and rinsed in
distilled water before staining. The slides were stained on a
Dako Autostainer (Dako Autostainer Link 48). The sec-
tions were first blocked for endogenous peroxidase activity
by the application of peroxidase-blocking reagent (EnVi-
sion Flex; Dako) for 5 minutes, followed by a brief buffer
wash. The sections were then incubated with the first an-
tibody for different periods: 20 minutes with PAXS, fol-
lowed by a mouse linker (EnVision Flex; Dako) for
15 minutes, 30 minutes with LEF1, and 20 minutes with
CD3. After a buffer rinse, sections were incubated with the
Dako EnVision Flex/HRP detection reagent for 20 mi-
nutes. The sections were washed and treated with a sol-
ution of DAB for 10 minutes to produce the visible brown
pigment. After rinsing, sections were incubated with the
second anti-CD30 antibody for 20 minutes. Rabbit/mouse
(LINK) (EnVision G12 System/AP; Dako) was then
added, and a secondary reagent (Enhancer; Dako) was
used for 30 minutes. The second color was added by ap-
plying permanent red chromogen for 10 minutes for
PAXS5/CD30 and LEF1/CD30 double stains and for
10 minutes for CD3/CD30. After rinsing, the sections were
counterstained with hematoxylin, dehydrated, and cover-
slipped with Permount.
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TABLE 1. Antibodies

Antibody Clone/Reference Source Antigen Retrieval/Visualization Method Dilution
CD20 L26/TR604 Dako, Glostrup, Denmark Citrate pH 6/FLEX Dako RTU
CD30 Ber-H2/IR602 Dako Citrate pH 6/FLEX Dako RTU
CD3 IR503 Dako Citrate pH 6/FLEX Dako RTU
PDI NATI105C/E3 CNIO, Madrid, Spain Citrate pH 6/FLEX Dako 1/100
PAXS5 DAK-PAXS5/IR650 Dako Citrate pH 6/FLEX Dako RTU
LEF1 EPR2029Y/ab137872 Abcam, Cambridge, UK Citrate pH 6/FLEX Dako 1/100
Ki 67 MIB-1/IR626 Dako Citrate pH 6/FLEX Dako RTU

RTU indicates ready to use.

Sections were carefully examined to evaluate the
coexpression of these markers by the same cell. The
staining pattern was evaluated and classified into 4 cate-
gories: 0, absence of coexpression; 1, coexpression by a
low percentage (< 25%) of tumoral cells; 2, coexpression
by an intermediate percentage (25% to 50%) of tumoral
cells; and 3, coexpression by a high percentage (> 50%) of
tumoral cells. The relative percentages of PAXS5/CD30-
positive, CD3/CD30-positive, and LEF1/CD30-positive
cells were then calculated for each CD30 IHC score.

Quantitative Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction

Total RNA was extracted from FFPE tissue sections
using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA). cDNA
was synthesized from 500 pg DNasel-treated RNA with Su-
perScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen) and random
primers. For CD30 (TNFRSF8) detection, TNFRSF8
Hs01114493_ml Tagman probe (Life Technologies, Foster
City, CA) was used. Gene expression was analyzed in a
7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Human GAPDH was used as an endogenous control, and
HUT78 and MYLA cell lines were used as CD30-positive
controls. — Delta C, values were used for further analysis.

Statistical Analysis

Spearman correlation coefficients between CD30
IHC percentages and mRNA expression were calculated.
The Fisher exact test was used to evaluate the significance
of the association of PAXS5 and LEF1 stains with the
CD30 IHC scores.

RESULTS

Gene Expression Profiling Data From a Series of
Frozen PTCL Samples Reveal That All PTCLs
Exhibit Varying Levels of CD30 Expression

Gene expression profiling (GEP) analysis was first
performed on a cohort of frozen tumor samples com-
prising 19 PTCL-NOS, 15 AITL, and 3 ALCL cases.
Results demonstrated a continuous spectrum of
TNFRSF8 expression, ranging from negative (using 6
reactive lymph nodes as controls) to very positive results
(Fig. 1A). These results suggest that all PTCLs exhibit
variable levels of CD30 mRNA expression compared with
reactive lymphadenitis and tonsils. All raw microarray
data from the PTCL series are available at the Gene
Expression Omnibus under accession number GSE36172.

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

PTCL-NOS and AITL Show Frequent But
Heterogenous CD30 IHC Expression

The GEP results prompted us to study CD30 ITHC
expression in a second cohort of FFPE cases. The series
comprised 51 cases, including 43 AITL (84%) and 8
PTCL-NOS cases (16%). Forty-nine of the cases were
lymph node samples. One case corresponded to a spleen
involved with AITL and another case to a cutaneous in-
filtration by PTCL-NOS. One AITL case showed a
striking proliferation of reactive B-cell blasts (case no.
51), and another showed progression to diffuse large
B-cell lymphoma (case no. 27).

Forty-six cases (90% of the total cohort) expressed
CD30 at levels ranging from 1% to 95% of the tumoral
and non-neoplastic B cells (mean expression, 27%). CD30
expression was undetectable in 3 AITL patients and 2
PTCL-NOS patients (10%), whereas 7 cases (4 AITLs
and 3 PTCLs) presented high levels (> 50% of the tu-
moral cells) of CD30 expression, including 3 cases (6%)
with >80% of CD30" cells (Figs. 1B, 2). No CD30
expression was seen in macrophages.

These results are in accordance with those obtained
from the first series of frozen PTCLs, indicating that most
PTCL samples contain CD30-positive cells that can be
detected by THC in routinely processed FFPE samples.

Quantitative Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction Experiments on FFPE Samples
Support Findings From GEP and IHC
Quantitative reverse transcription polymerase chain
reaction (QRT-PCR) was performed on 42 of the cases
previously studied with THC, yielding results from 28
(67%) of them. Fight cases failed to amplify and were
therefore excluded. These results are in accordance with
those obtained by GEP profiling, showing that CD30
expression is present to some degree in most PTCLs.
CD30 IHC scores were moderately correlated with
mRNA levels (r = 0.65, P =1.75¢—7) (Fig. 3). Only 1
case showed significantly higher THC CD30 expression
than mRNA levels (case no. 49), which could be ex-
plained by the existence of additional mechanisms regu-
lating mRNA translation (Supplementary Table 2,
Supplemental Digital Content 1, http://links.lww.com/
PAS/A324). Cases with higher CD30 THC than mRNA
levels could be explained by an uneven distribution of
CD30-positive cells throughout the tissue.
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GEP analysis of TNFRSF8 expression in a series of 37
frozen PTCL samples
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FIGURE 1. CD30 heterogenous IHC expression in AITL is correlated with GEP data. A, GEP data from a series of 37 frozen PTCLs
show continuous expression of TNFRSF8. B, CD30 IHC expression in a series of FFPE samples of 51 PTCLs shows the same pattern.
Histogram column height shows the total percentage of CD30" cells for each case. The red and blue colors indicate the
percentages of CD3*/CD30" and of PAX5"/CD30" cells in each sample. The green histogram in case 9 indicates the total
percentage of CD30" cells; double staining results were not available. In cases 7, 14, 18, and 46, CD30™ cells were PAX5 positive,
and there were no CD3*/CD30" cells. Case 17 comprised only CD3*/CD30" cells. In total, 86.96% of the cases exhibited
coexpression of PAX5 and CD3*/CD30" cells. *EBV-positive cases with in situ hybridization for EBER. (-) Cases for which EBER

results were not available.
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FIGURE 2. Heterogenous CD30 IHC expression in AITL. Representative examples of the CD30 protein expression in AITL (A, B:
hematoxylin and eosin; C, D, E, F, G, H: CD30 immunostaining by immunoperoxidase and DAB). A-D, AITL composed of a
polymorphous inflammatory background with high endothelium venule proliferation (A), and large Hodgkin Reed-Sternberg-like
cells (B), with a prominent expansion of PD1-positive cells (C) and EBER-positive large and small cells (D). E-I, AITL with different
percentages of CD30" cells: 0% (E), 12% (F), 20% (G), 40% (H), and 65% (I).

mRNA levels (2e-deltadeltaCt)

01— —— - — :
ISE===F5 o 100
CD30 IHC expression (% of CD30-positive cells)

FIGURE 3. Correlation between CD30 IHC expression and
mRNA levels assessed by qRT-PCR. Horizontal axis shows
CD30 IHC expression (percentage of CD30" cells) for each of
the 28 cases analyzed. The vertical axis shows mRNA levels.
Red dot indicates the only case with significantly lower mRNA
levels than IHC scores. CD30 IHC levels are moderately
strongly correlated with mRNA levels (r=0.65, P=1.75e—7).

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

CD30 Expression in B and T Cells

CD30 expression was detected in B-cell and T-cell
compartments. The PAX5/CD30 double staining con-
firmed the existence of PAX5"/CD30" large B-cell
blasts, as described in AITL.!4 There were also a sub-
stantial number of PAX5" /CD30" small cells (Figs. 4A—
C); this has not previously been reported in the literature.
In total, 45/46 cases with CD30 THC expression had
CD30" B cells (PAX5"/CD30™" cells), the proportions
varying between 0.5% and 71% (mean, 21%).

We used both CD3 and LEF1 staining to demon-
strate the coexpression of T-cell markers with CD30.
LEF1 (transcription factor lymphoid enhancer binding
factor-1) is a transcription factor crucial to the pro-
liferation and survival of pro-B cells in mice. LEFI ex-
pression is restricted to T-cell and B-cell precursors;
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immunoperoxidase, permanent red chromogen for CD30, and DAB for PAXS, respectively. CD30" cells exhibit Hodgkin Reed-
Sternberg-like histologic features (red arrow), and a B phenotype, with a weaker PAX5 stain than the surrounding mature B cells.
Some small CD30" cells are also intensely PAX5 positive (B, red arrow) and PAX5 negative (C, yellow arrow). D and E, Double
LEF1/CD30 immunostaining in an AITL sample by immunoperoxidase, permanent red chromogen for CD30, and DAB for LEF1,
respectively. Small CD30" cells show nuclear LEF1 staining (D, red arrows), whereas large CD30™ cells are LEF1 negative in that
case (E, yellow arrow). F, Double CD3/CD30 immunostaining in an AITL sample by immunoperoxidase, permanent red
chromogen for CD30, and DAB for CD3, respectively. Small CD30™ cells coexpress membrane CD3 (red arrow).

expression is turned off at later stages of B-lineage develop-  negative (3 PTCL-NOSs and 18 AITLs) for EBER.
ment.!> CD3/CD30 and LEF1/CD30 double staining con- PAX5/CD30 double stainings and EBER results were
firmed the pattern observed with PAX5/CD30 (Fig. 4). CD30- obtained from 41 cases. Large B-cell blasts were found in
positive large B cells also showed weak LEF1 positivity, which ~ the EBV-positive and EBV-negative cases; thus 24 cases
was not taken into account by our analysis. CD3/CD30 (60%) of those with PAXS5™/CD30" cells were EBV
staining confirmed that small LEF1*/CD30" cells were T  positive, and 17 cases (41%) were EBV negative (Fig. 1B).
cells. These were positive in all the LEF1/CD30-positive cases ~ No significant differences were found between the CD30
for which results were available from both stainings (34/45 IHC scores of the 2 subgroups (33% vs. 30% of CD30™"
cases). Thus, 42 cases contained CD30 " T cells (93%), with a in EBV-positive and EBV-negative cases, respectively;
mean expression of 11% (range, 0% to 40%). P = 0.68). There were several small PAX5"/CD30" B
Forty-one cases with CD30 IHC expression cells, which may have corresponded to the small EBV-
(86.96%) simultaneously showed PAX5"/CD30" B cells  positive cells observed with EBER stains.
and LEF1*/CD30" T cells. A single case (no. 17) fea- EBV-positive T cells were also observed, as seen in
tured only CD30" T cells with no PAX5"/CD30™" cells,  case 6, which was an EBV-positive case with only CD30-
and 4 cases (nos. 7, 14, 18, and 46) had only CD30-pos- positive T cells. LEF1/CD30 and EBER results were
itive B cells (Fig. 1B). available from 36/40 cases with CD30-positive T cells.
These results indicate that heterogenous expression Forty percent (14 cases) were EBV negative, and 60% (21
of CD30 in AITL and PTCL-NOS is explained not only cases) were EBV positive.
by the presence of large B blasts and small mature B cells
but also by T cells with atypical cytology and CD30 ex-
pression, gs may be detect}c;l(jl in nzost Pg¥CL cases, irre- DISCUSSION
spective of the CD30 THC score. Morphologic features CD30 Heterogenous Expression in AITL Is

and architectural distri.bution of the CD30-positive T cells Correlated With GEP Data and mRNA Levels
strongly suggested their tumoral nature. In our study, GEP analysis of frozen tumor samples
showed a continuous spectrum of TNFRSFS, suggesting
AITLs Show EBV-positive B and T Cells that almost all AITLs and PTCL-NOSs may express
In situ hybridization of 46 cases revealed 25 of them  CD30, even if this is not detectable at the protein level.
to be positive (3 PTCL-NOSs and 22 AITLs) and 21 to be These results are in accordance with those obtained by
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CD30 IHC staining and qRT-PCR in another cohort
comprising 45 AITL and 10 PTCL cases, in which a
continuous spectrum of CD30 THC expression was also
observed.’ Most (90%) of the samples showed CD30 IHC
expression to some degree, ranging from 0% to 95% of
the cells (mean, 27%), including 3 AITL patients and 2
PTCL-NOS patients with undetectable CD30 expression
(10%) and 4 AITL cases and 3 PTCL-NOS cases with
high levels (> 50% of the tumoral cells) of CD30 ex-
pression (14%). qRT-PCR experiments demonstrated a
moderate correlation between CD30 IHC expression and
mRNA levels (r =0.65, P=1.75¢—7), in accordance
with the results of Bossard et al.'*

CD30 THC results are consistent with those pre-
viously published, indicating the wide spectrum of CD30
expression in PTCL.>%!6 Karube et al'® analyzed 319
patients with T-cell/NK-cell lymphomas and found levels
of CD30 expression ranging from 0% to 64% in a variety
of T-cell lymphomas, including AITL and PTCL-NOS.
Rodriguez-Pinilla et al'” studied a series of 89 AITLs and
104 PTCL-NOSs, in which 24% of the cases expressed
CD30; 17 AITL and 19 PTCL-NOS cases had low levels
of CD30 expression, whereas 1 AITL and 10 PTCL-NOS
cases showed very high levels (> 80% of the tumoral and
microenvironmental cells) of CD30 expression.

In the study performed by Horwitz et al® on a series
of CD30-positive PTCLs, CD30 IHC expression ranged
from 0% to 95%. The series included 6 patients (17%)
with undetectable CD30 expression per central laboratory
assessment who nevertheless responded to anti-CD30
therapy. These results suggested a potential limitation of
IHC for detecting very low levels of CD30 expression,
consistent with the previously published findings of
Krathen et al'® from a mycosis fungoides trial in which
response to anti-CD30 therapy was unrelated to the level
of expression of the molecule, as detected by IHC. Nev-
ertheless, the methods of CD30 assessment were vaguely
described by Horwitz et al,® stating that only neoplastic
cells were assessed, and the cases in which CD30 ex-
pression was not detected in routine IHC were shown to
be CD30" by quantitative image analysis (Nuance
imaging system, CRi).!® The limitation of CD30 IHC
determinations for assessing low-level CD30 expression
could explain the lack of correlation between the response
to BV and CD30 expression reported in the 2 studies.®!®
Differential expression of CD30 either by neoplastic or
microenvironmental cells could also explain these results.

However, Bossard et al'* recently demonstrated a
close correlation between CD30 IHC detection and
mRNA levels. In their series of 238 PTCLs, CD30 IHC
scores were significantly associated with CD30 mRNA
levels (r = 0.8). CD30 mRNA expression was found to be
bimodal, allowing 2 PTCL groups to be identified, with
low and high levels of CD30 mRNA (threshold 50% of
tumoral CD30™ cells). In our study, 86% (44/51) of the
cases showed CD30 IHC expression in <50% of the cells
compared with 95% of the cases in the study by Bossard
and colleagues (92/97), and 14% (7/51) showed high
levels of CD30 THC expression (compared with 5%). Our

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

results support Bossard’s hypothesis, demonstrating a
close correlation between CD30 IHC expression and
mRNA levels.

Heterogenous Expression of CD30 in AITL May
Be Explained by the Coexistence of CD30* B and
T Cells

In our series, 86.96% of the cases showed CD30
expression in both B (PAX5-positive) and T (CD3/LEF1-
positive) cells, which may explain the CD30 heterogeneity
in AITLs and PTCL-NOSs. One case featured only CD3/
LEF17/CD307 cells, and 4 cases showed only PAX5™/
CD30" cells. Previous studies have tried to demonstrate
CD30 expression in T cells: Rodriguez-Pinilla et al'’
found that CD30-negative cases expressed both TCR-B
Fl and CD3 in the membrane, whereas CD30" cases
expressed these 2 markers in the cytoplasm; Sabattini
et al'? reported the existence of CD30 " neoplastic T cells
in AITL; and Bossard et al'* demonstrated that non-
anaplastic PTCLs with a higher proportion of large cell
tumors were associated with higher IHC scores and CD30
intensity, whereas small cell PTCLs were more likely to be
CD30 negative.!4 Here, we confirm with CD3 and LEF1/
CD30 double staining the existence of CD30" T cells.

Considering the results of recent studies in which
responses in CD30-targeting therapies are observed in
patients with undetectable levels of CD30 protein, the
mechanisms determining BV antitumor activity should be
further studied. It is possible that the drug diffuses from
the targeted CD30 reactive cells to the tumor micro-
environment and causes cytotoxicity within the tumoral
microenvironment.?’

In conclusion, our results show that all AITL and
PTCL-NOS cases express TNFRSFS, even if CD30 is un-
detectable by IHC. We demonstrate a moderate correlation
between CD30 THC levels and mRNA levels, supporting
findings recently published by Bossard et al,'* and we de-
scribe the coexistence of CD30" B and T cells in AITLs.
Our findings also indicate that CD30 THC expression is
highly variable in AITL and PTCL-NOS cases and can be
consistently measured by IHC or RT-PCR. CD30 is ex-
pressed in large B-cell blasts and small EBV-positive B cells
and in neoplastic CD30-positive T cells that can be detected
in all PTCL cases, irrespective of the CD30 IHC score. AITL
and PTCL-NOS patients may, therefore, be potential can-
didates for CD30-targeting strategies. CD30 IHC assessment
is a potentially useful routine clinical tool for stratifying
patients who might benefit from CD30-targeting treatment.
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Mutated JAK kinases and deregulated STAT activi-
ty are potential therapeutic targets in cutaneous
T-cell lymphoma

The malignant mechanisms that control the develop-
ment of cutaneous T-cell lymphoma (CTCL) are starting
to be identified. Recent evidence suggests that distur-
bances in specific intracellular signaling pathways, such
as RAS-MAPK, TCR-PLCG1-NFAT and JAK-STAT, can
play an essential role in the pathogenesis of CTCL."” Our
group previously reported a network of somatic muta-
tions affecting genes with potential to affect critical T-
cell signaling pathways in CTCL patients.' As part of our
findings we detected a number of mutations potentially
affecting JAK/STAT signaling. These findings were
recently confirmed by an independent group, suggesting
that mutations in this pathway may contribute as dis-
ease mechanisms in CTCL.? Deregulated JAK/STAT sig-
naling is involved in many types of cancer. In fact,
somatically acquired genetic alterations of JAK or STAT
genes that induce aberrant activation of downstream sig-
naling, via STAT phosphorylation, have been reported in
some human hematologic malignancies including T-cell
lymphomas.** We decided to explore JAK/STAT signal-
ing as part of an intricate network of malignant signaling
that controls the pathogenesis of CTCL, on the basis of
the following evidence: (i) we had detected mutations in
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the pseudokinase domain of JAK1 and JAK3 in two of 11
patients and one cell line; (ii) we had also found several
mutations that can directly (i.e., IL6S/T) or indirectly
(i.e., TRAF6, RELB and CARD11) activate JAK/STAT sig-
naling; and (iii) activated STAT3 had been detected in a
large proportion of patients with advanced CTCL.*’

To explore the mutational status of JAK genes in a larg-
er cohort of human CTCL patients’ samples and cell
lines, two independent state-of-the-art ultrasequencing
approaches were used: a targeted gene-enrichment kit
(HaloPlex) coupled to Ion-PGM (Life Technologies)
sequencing, and a specific polymerase chain reaction-
based amplification protocol targeting the pseudokinase
domains of JAK1, JAK2 and JAK3 genes (hereafter,
referred to as PsTKd-PCR), followed by specific indexing
and sequencing with MiSeq (Illumina; see the Ounline
Supplementary Methods for details). These are two highly
sensitive methods that can enable the detection of muta-
tions even present at low frequencies in neoplastic cells
or in minority clones which may be found in CTCL sam-
ples. Thus, taken together, the data from our series
(including those already described by Vaqué et al.’)
enabled us to detect and validate somatic mutations in
either JAK1 or JAK3 genes in up to seven patients and
one cell line (Table 1) from a total of 46 CTCL patients
(clinical data described in Online Supplementary Table S1)
and two cell lines. A recurrent mutation, JAK1-R659C,
was found in two different samples, from patients 3 and
4 (Table 1). Most of the mutations were located within
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Figure 1. Treatment with ruxolitinib inhibits CTCL cell proliferation and JAK/STAT activity in CTCL cell lines. Cell proliferation assay in (A) MyLa
(B) HuT-78 and (C) HH cells incubated for 0, 24, or 48 h, using DMSO (control) or the indicated amount of INCB018424 (uM). N=3; error bars
indicate SEM. (D, E) Analysis of basal STAT-1, 3 and 5 activity by western blot using total cell lysates from previously starved CTCL cell lines
incubated for the indicated times with a specific JAK inhibitor (INCB018424) using the specific ICso concentrations in each case.
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Table 1. Somatic mutations of JAK in samples from CTCL patients and cell lines.

Ref/Alt AA Pos. Consequence Primary Depth Var.

change protein analysis Freq.
1 JAKT  1:65312365 AT YN 652  Missense HALOPLEX 1861 04 This study No data
2 JAKT  1:65313323 G/C ™M 597 Missense HALOPLEX 1707 0,5 This study No data
3 JAKT  1:65312344 G/A R/C 659  Missense PsTKd-PCR 3565 03 Vaqué JP et al.' + this study ~ Cosmic
7 JAK3  19:17945496 G/A P/L 745  Missense PsTKd-PCR 295 0,1 This study No data
8 JAK3  19:17948745 ATGCAGTTCT/A KNCM/M 563_565  INDEL | HALOPLEX 995 02 Kiel MJ et al.* + this study ~ Cosmic

(deletion

8 JAK3  19:17948760 T/G K/T 561  Missense HALOPLEX 1552 0,1 This study No data
4 JAKT  1:65312344 G/A R/C 659  Missense SURESELECT N/A NA Vaqué JP et al. Cosmic
9 JAK3  19:17949108 (¥} M1 511  Missense SURESELECT NA NA Vaqué JP et al.! Cosmic
HuT- 78 JAKI  1:65312358 T/A YF 654 Missense  PsTKd-PCR 4794 03 Vaqué JP et al.' + this study ~ Cosmic
HuT- 78 JAK3  19:17948006 G/A MW 573  Missense PsTKd-PCR 3308 1,0 Kiel MJ et al.! + this study ~ Cosmic

Ref/Alt: reference/altered base; AA change: amino acid change; Pos. protein: number of amino acid changed in the protein; PsTKd-PCR: specific pseudokinase domain Polymerase chain
reaction based amplification protocol; Depth: total number of reads in each position; Var. Freq.: frequency of the mutated read; COSMIC: mutations can be found in the COSMIC database.

We also studied the cytotoxic effects induced by JAK
inhibition, using annexin V/7AAD binding and PARP
cleavage, with flow activated cell sorting (FACS) and
western blot analysis, respectively. We found a moderate
effect on cell death (Figure 2A-F). However, we found
that incubation with INCB018424 led to a marked inhi-
bition of cell proliferation by a mechanism that impinges
on the control of DNA synthesis, as shown by the FACS
analyses illustrated in Figure 2G-I. Thus, blocking
JAK/STAT signaling appears to target CTCL mechanisms
of malignant cell growth more efficiently than occurs by
simply inducing cytotoxic effects.

In summary, we show that JAK7 and JAK3 somatic
mutations can contribute to deregulated JAK/STAT sig-
naling in CTCL. Our study also provides new informa-
tion that could help the development of new tools for
molecular diagnosis (i.e., JAK mutations or STAT activa-
tion) as well as novel targets for therapy using specific
JAK inhibitors.
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IV. RESUMEN Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos a partir de los tres trabajos publicados permiten confirmar la
hipotesis inicialmente establecida: las distintas entidades clinico-patoldgicas estudiadas
presentan alteraciones moleculares y marcadores especificos, y por lo tanto la aplicacion de
terapias especificas.

1) El reordenamiento de 6p25.3 se encuentra presente en diferentes entidades clinico-
patoldgicas que comparten rasgos histoldgicos.

2) La mayoria de los PTCLs expresan CD30 de forma variable, con una buena correlacion
con los niveles de mRNA, y son por lo tanto potenciales candidatos para el tratamiento
con Brentuximab Vedotin.

3) Las mutaciones de JAK son frecuentes en los CTCLs, y potencialmente susceptibles de

inhibicidn con ruxolitinib.

TRABAJO 1: Marcadores histolégicos y moleculares que permiten el diagnéstico diferencial
entre el Linfoma Anapldsico de Células grandes cutaneo primario y la afectaciéon cutanea por

un Linfoma Anaplasico sistémico

Los desdrdenes linfoproliferativos cutaneos primarios CD30+ comprenden un grupo de
entidades con diferente significado prondstico y presentacion clinica, entre los cuales se
incluyen la Papulosis linfomatoide (LyP) y el Linfoma Anaplasico primario-cutaneo (cALCL), cuyo
diagnostico diferencial puede ser dificultoso debido al solapamiento de las caracteristicas
histoldgicas que estas entidades presentan.

El cALCL se define como un linfoma de célula grande CD30-positivo, primariamente
originado en la piel, con buen prondstico y respuesta a la terapia excisional. Clinicamente, se
presentan en adultos, en forma de nddulos Uunicos, ulcerados que pueden regresar
parcialmente, aungue no se resuelven totalmente de forma espontanea, a diferencia de lo que

ocurre en la LyP, caracterizada por la presencia de lesiones papulosas autolimitadas. Esta
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entidad puede recidivar, y la diseminacion sistémica se da hasta en el 10% de los casos, en los
ganglios linfaticos regionales preferentemente (2).

El cALCL debe distinguirse del Linfoma anaplasico de célula grande sistémico (ALCLs) con
afectacién cutanea, que es una entidad diferente, con diferentes caracteristicas citogenéticas,
moleculares y prondsticas. El tratamiento del cALCL en caso de presentacion en forma de
nodulo Unico consiste en la excisidn quirdrgica y/o radioterapia local, mientras que en caso de
presentacion multifocal, deben emplearse terapias sistémicas bien en monoterapia
(metotrexato) o en combinacion (CHOP). El prondstico es excelente, remisiones espontaneas
del 40% y remisiones completas del 90% en aquellos pacientes con afectacion multifocal o
sistémica y regimenes quimioterapicos (89). Sin embargo, los pacientes con ALCLs ALK- son
tratados de entrada de la misma manera que los linfomas T agresivos, con regimenes basados
en CHOP o en CHOP + etopdsido, obteniendo tasas de supervivencia global a los tres anos del
69% en comparacion con el 89% en los casos ALK+ (90). En ocasiones estos pacientes se
benefician del trasplante de médula ésea de progenitores hematopoyéticos, como muestran los
resultados de ensayos clinicos en fase 2, en los cuales se evidencian supervivencias globales a

los 5 afios del 70% y supervivencias libres de progresion del 61%) (91).

Tabla 3. Caracteristicas principales de los desérdenes linfoproliferativos CD30-positivos

Linfoma Anaplasico  Linfoma Anaplasico Papulosis linfomatoide
de Células Grandes  sistémico de Células con reordenamienro de
Primario cutaneo Grandes ALK-negativo 6p25.3
Nodulos tnicos Pequenas lesiones
Presentacion  solitarios (>2 cm), Estadios avanzados (Ill 6 ’q
. péapulo-nodulares
clinica frecuentemente V)

autoinvolutivas
ulcerados v con

Lesiones multifocales Ausencia de enfermedad
en el 20% diseminada

Afectacion ganglionar
locorregional en el
10%

Quimioterapia sistémica

con CHOP,
ion + -
Tratamiento EXC.ISIOn - CHOP+etoposido, : "Wait and see"
radioterapia trasplante de progenitores
hematopoyéticos
frecuentemente

Supervivencia a los 5
afos del 15-45%.
Prondéstico favorable:

supervivencia del

90% a los 10 afos.

Pronéstico Recidivas frecuentes Regresion espontanea
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De esta manera, un problema clinico relevante es el diagndstico diferencial entre la
infiltracion ganglionar secundaria por parte de un cALCL, y la afectacion ganglionar inicial de un
ALCLs, punto critico hoy en dia en la rutina diagndstica.

A este respecto, el estudio del reordenamiento de 6p25.3 mediante FISH que afecta al
locus DUSP22—IRF4 FISH fue descrito recientemente como una herramienta de utilidad en la
distincion de estos dos procesos(92, 93), identificAndose en el 20-57% de los casos de cALCL,
con una especificidad del 99% y un valor predictivo positivo del 90% (22). Esta translocacién
afecta al locus de DUSP22 (dual specificity phosphatase 22 promoter) en 7q32.3, que se
encuentra adyacente a IRF4 (multiple mieloma oncogene-1/interferon regulatory factor-4),
conduciendo a una disminucién de la expresion de DUSP22 y a una sobrerregulacién de la
expresion de MIR29A en el cromosoma 7q. Estudios posteriores han demostrado una alta
frecuencia de esta translocacién en linfomas anaplasicos sistémicos (93-95).

Ninguno de los estudios mencionados encontrd diferencias morfoldgicas entre los casos
de ALCL primario cutdneos o sistémicos con o sin presencia de esta traslocacién. Sin embargo,
nosotros describimos los casos de tres casos de pacientes con C-ALCL, con traslocaciones del
locus que afecta a DUSP22-IRF4, todos ellos con una presentacion clinica similar vy
caracteristicas histoldgicas distintivas, e idénticas a las descritas en los casos de LyP descritos
por Karai (34).

Los tres pacientes, dos varones y una mujer de edades comprendidas entre 49 y 69
afos, presentaron lesions nodulares y solitarias, de localizacién facial, de entre 0,6 y 3 cm de
diametro maximo, que fueron tratadas mediante excision quirldrgica sin evidencia de recidivas
ni diseminacion a distancia tras un periodo maximo de 9 meses de seguimiento. La
concurrencia de un proceso sistémico de tipo ALCLs ALK- fue excluida mediante el estudio
clinico apropiado y pruebas de imagen en los tres pacientes.

Histoldgicamente, las tres lesiones presentaban un patron bifdsico caracterizado por
un infiltrado dérmico nodular compuesto por células de gran tamafo, con nucleos abigarrados
e hipercromaticos, y presencia de abundantes células de tipo “hallmark” o en herradura,

mitosis y apoptosis, ademas de un marcado componente epidermotrépico compuesto por

75



linfocitos atipicos de pequefio tamafio. Inmunohistoquimicamente, las células neoplasicas en
ambos componentes, tanto dérmico como intraepidérmico, mostraban en los tres casos una
intensa positividad par CD30, como exige la definicion de esta entidad, negatividad para ALK y
positivad para al menos un marcador T (TCR-bF y/CD3). Los estudios mediante FISH del locus
DUSP22-IRF4 localizado en 6p25.3 demostraron en los tres casos una senal anormal de
separacion o “break-apart”, indicando el reordenamiento de 6p25.3.

El patron histoldgico bifasico presente en los casos de cALCL de este trabajo es idéntico
al descrito en la serie de casos de LyP de Karai (23, 34). Asi, el diagndstico diferencial entre los
casos de cALCL con reordenamiento de 6p25.3 y este nuevo tipo de LyP podria realizarse
Unicamente de forma clinica, al caracterizarse la LyP por la presentacion de papulas multiples
autolimitadas y autoinvolutivas, por oposicion a las masa tumorales del cALCL, que deben ser

tratadas mediante escisidn quirurgica y/radioterapia.

De esta forma, en este estudio recogemos tres casos de biopsias cutdneas de que
muestran rasgos histolégicos y fenotipicos de desdrdenes T linfoproliferativos CD30-positivos,
con rasgos clinicos de cALCL, y un patrén histoldgico bifasico con un infiltrado intraepidérmico
de tipo reticulosis pagetoide y un infiltrado dérmico compuesto por células de gran tamafio.,

previamente descrito en los casos de Lyp con reordenamiento de 6p25.3 (34).

La presencia del reordenamiento de 6p25.3 se produce en diferentes tipos de de
desdrdenes linfoproliferativos, como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Incidencia de la traslocaciéon DUSP22- IRF4 translocation en diferentes tipos de desérdenes T
linfoproliferativos.

Estudio S-ALCL C-ALCL LyP

Feldman et al(93) 1/23 8/14 (57%) No estudiados
Pham-Ledard et al.(37) No estudiados 6/23 (26%) 0/7

Wada et al. (22) 0/7 9/45 (20%) 1/32 (3%)
Karai et al. (34) No estudiados No estudiados 11/11 (100%)
Parrilla Castellar et al. (23) 22/73 (30%) No estudiados No estudiados
Onaindia et al. (96) No estudiados 3/3 (100%) No estudiados

S-ALCL, Linfoma anaplaico de células grandes sistémico; C-ALCL, Linfoma anaplésico de células grandes
primario cutaneo; LyP, Papulosis Linfomatoide.
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Feldman (95) describio en el afio 2011 este reordenamiento como la primera
translocacion recurrente descrita el ALCLs ALK-, mediante “Next Generation Sequencing”,
identificando t(6;7)(p25.3;932.3) que lleva a la fusiéon de DUSP22 en 6p25.3 y FRA7H en 7q32.3
(confirmada por FISH) en el 23% de su serie, incluyendo en el 18% de los casos de ALCLs, ALK-.
Encontrd 12 casos de PTCLs con la traslocacion DUSP22—IRF4 en una cohorte de 155 casos (8%),
asi como en uno de los 23 casos de ALCLs, ALK- y 14 de los cALCLs (57%)(93); el grupo de Pham-
Ledard (37) identificd esta alteracion en el 26% de su serie de cALCL, y el grupo de Wada (22) en
el 5% de su serie de 182 pacientes, entre ellos 9 casos cALCL (20%) y en uno de los 32 casos de

LyP (3%).

Vasmatzis(97) describié en el afio 2012 la presencia de reordenamientos en TP63
inv(3)(q26928), afecrando a TP63 y TBL1XR1 (63.6%), mutuamente excluyentes con el
reordenamienro de ALK, y asociados con un peor prondstico con respecto a otros PTCLs (17.9 vs
33.4 meses). Recientemente, Parilla-Castelar (23) encontré reordenamientos de DUSP22—IRF4,
hasta en el 30% de ALCLs-ALK-, demostrando la asociacién de la traslocacion que afecta al locus
de DUSP22 con una mayor supervivencia global (OS) con respecto a otros subtipos de ALCLs
ALK- (OS del 90% a los 5 afios con respecto al 85% en los ALCLs, ALK+, 42% en los ALCL triple

negativos, y el 17% en aquellos con reordenamiento de TP63 (Figura 4).

En resumen, nuestros resultados confirman que la traslocacion DUSP22—IRF4 puede
presentarse en diferentes entidades clinico-patoldgicas como LyP, cALCL y ALCLs, ALK-. En los
desordenes linfoproliferativos primarios cutdneos el reordenamiento de 6p25.3 podria
traducirse morfolégicamente con este patron bifdsico caracteristico, independientemente de su
presentacion clinica en forma de LyP o cALCL, constituyendo asi un marcador histoldgico de
esta alteracion molecular. Un estudio mas profundo de los procesos bioldgicos desencadenados
por esta traslocacion podria determinar las bases bioldgicas para la seleccion de terapias

dirigidas.
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Figura 4. Pronéstico de los pacientes con ALCL en funcién del subtipo genético. (A)
Supervivencia global de los pacientes con sALCL en funcién del estado de ALK (ALK positivos, N =
29; ALK negativos, N = 67). (B) Supervivencia global de los pacientes con sALCL, estratificados en
funcién de la presencia de reordenamientos de ALK (N = 29), DUSP22 (N = 21), TP63 (N = 6).
—-/-/-, casos triple-negativos sin ninguno de los reordenamientos mencionados (N = 40). (C)
Supervivencia global de los pacientes con sALCL que no fueron sometidos a transplante, en
funcién de la presencia de reordenamientos de ALK (N = 21), DUSP22 (N = 15), y TP63 (N = 5).
—/-/-.N = 34.
TRABAJO 2: Expresion de CD30 en Linfomas T angioinmunoblasticos y Linfomas T periféricos

sin otra especificacion y terapia dirigida con anti-CD30.

Los linfomas T Angioinmunobldsticos (AITL) y Linfomas T Periféricos sin otra
especificacion (PTCL-NOS), consituyen uno de los subtipos mas frecuentes de PTCLs (hasta el
20%), y presentan un prondstico ominoso con los tratamientos clasicos quimioterapicos
combinados basados en la antraciclina, con tasas de respuesta del 39%-84% en pacientes recién
diagnosticados, y 5,5 meses de superviviencia global en pacientes refractarios o en recaida
MAK(10). Hasta la fecha, unicamente han sido aprobados tres farmacos por la FDA para el

tratamiento de las recurrencias o PTCL refractarios: pralatrexato, romidepsina y brentuximab
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vedotin (BV). Este ultimo se reserva para aquellos pacientes con ALCL CD30-positivos
refractarios o recidivados, con tasas de remision completa de hasta el 86% (11-13).

Clasicamente se describe en el AITL la presencia de blastos B reactivos, EBV-positivos y
CD30-positivos. CD30 es un receptor transmembrana de la familia del factor de necrosis
tumoral, cuya expresion se encuentra limitada a las células B y T activadas de los tejidos
linfoides normales (14). El interés en la expresién de CD30 por parte de este tumor deriva de la
presencia de terapia dirigida contra CD30. Brentuximab Vedotin es un anticuerpo conjugado
gue comprende un dominio anti-CD30 y un agente citotdxico que se une a la superficie celular,
induciendo la apoptosis de las células tumorales (15). El estudio clinico de Horwitz (98) en
Linformas B y T no anaplasicos, incluyendo 13 casos de AITL y 22 PTCL-NOS, evidencio tasas de
respuesta de hasta el 54% (ORR) y 6,7 meses de supervivencia libre de enfermedad (PFS).
Paraddjicamente, el éxito de la terapia contra CD30 fue independiente en este estudio del nivel
de expresion de CD30, determinado en un laboratorio de referencia,lo cual ha generado cierta
controversia en cuanto a la utilidad de la inmunohistoquimica en la evaluacién de la expresién
proteica de CD30 en los linfomas T (98, 99).

Los datos de expresion génica en una primera cohorte de muestras de tejido congelado
procedentes del banco de tumors del CNIO, compuesta por 19 PTCL-NOS, 15 AITL, y 3 ALCL,
mostraron un espectro de expresion continua de TNFRSF8, sugiriendo que todos los PTCLs
expresan CD30, si bien de forma variable. Estos datos fueron confirmados mediante el estudio
inmunohistoquimico de la proteina en una segunda cohorte de muestras parafinadas (51 casos
gue comprendian 43 AITL y 8 PTCL-NOS). El 90% de la cohorte (46 casos) mostraban expresiéon
de CD30 en un rango variable del 1 al 95% de las células (tumorales y micro-ambientales), con
una expresion media del 27%. Cinco casos (10%) presentaron niveles de CD30 indetectables
inmunohistoquimicamente, mientras que 7 casos mostraron expresion de CD30 en altos niveles
(mas del 50% de las células tumorales y microambientales). Los datos de expresion
inmunohistoquimica presentaban una buena correlacion con los niveles de mRNA en los
experimentos de RT-PCR (r = 0.65, P = 1.75e-7).

La variabilidad en la expresién de CD30 se debe tanto a la presencia de CD30 en

células B como en células T neoplasicas, un fenomeno observado en el 86,9% de los casos
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de la serie, como pone de manifiesto el andlisis de las dobles tinciones
inmunohistoquimicas con PAX5/CD30 y CD3/LEF1/CD30, apoyando asi los datos de
Sabattini (12), que describid la presencia de células T CD30+ con rasgos atipicos en AITL

ademas de los caracteristicos blastos B EBV positivos.

Nuestros resultados son consistentes con los datos publicados por otros grupos, que
muestran el amplio rango de expression de CD30 en los PTCLs. Karube (100)estudié 319 casos
de pacientes con linfomas de células T/NK, encontrando niveles de expression de CD30 de
entre 0 a 64%, incluyendo casos de AITL y PTCL-NOS. Del mismo modo, Rodriguez Pinilla
(101)estudié una serie de 89 AITLs y 104 PTCL-NOSs, encontrando expression de CD30 en el
24%: 17 AITLs y 19 PTCL-NOSs presentaban bajos niveles de expression de CD30, mientras que
10 casos de PTCL-NOS mostraban niveles de expression en mas del 80% de las células tumorales
y del microambiente.

En el studio de Horwitz (98) en una serie de PTCLs CD30+, la expression de CD30 variaba
entre 0 y 95%, incluyendo 6 pacientes (17%) con niveles indetectables de CD30, que sin
embargo respondieron al tratamiento con terapia dirigida anti-CD30. Esto podria sugerir una
possible limitacion de los métodos inmunohistoquimicos a la hora de determinar
correctamente los niveles e expresion de CD30, como ya habia sido también mencionado
previamente en el studio de Krathen (99) en de una serie de Micosis Fungoides, en la cual la
respuesta a la terapia era independiente de los niveles de CD30. También podria argumentarse
la inconsistencia de las técnicas usadas por Horwitz, ya que los pacientes del ensayo fueron
seleccionados después de inmunotincion positiva para CD30 en el laboratorio de diagndstico
primario.

Asi Bossard (102) demostré recientemente una estrecha correlacion entre los niveles de
mMRNA vy proteina (r=0.8), como también apoyan nuestros resultados, por lo que la discordancia
entre los niveles de CD30 y la respuesta a terapia observada en los dos estudios anteriores (98,
99, 103) podria deberse bien a una deficiente determinacion de los niveles de expresion de
CD30 o bien a la expression de CD30 por células macrofagicas (104, 105), como algunos

estudios han demostrado, o bien al mecanismo de accion de Brentuximab Vedotin.
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Este punto se encuentra en estudio actualmente, dados los resultados recientemente
publicados por Jacobsen (106), acerca de un ensayo en fase 2 que evaluaba la eficacia de
brentuximab vedotin en LNH CD30+ refractarios o recidivados. Este estudio comprendia 49
pacientes con Linfomas B Difusos de Células Grandes, con tasas de respuesta del 44%
incluyendo 8 casos (17%) con remisiones completas mantenidas hasta 16,6 meses. No se
observé una correlacion estadisticamente significativa entre los niveles de expresién de CD30 y
la respuesta a la terapia, pero todos los pacientes con respuestas terapéuticas presentaban
niveles de CD30 inmunohistoquimicos detectables y cuantificables mediante técnicas

computerizadas.

En resumen nuestro estudio sugiere que los pacientes con PTCLs de tipo AITL y PTCLs son
candidatos a recibir terapia dirigida con anti-CD30, y la seleccion de éstos y la graduacion de la
expresion de CD30 puede hacerse en la prdctica clinica mediante el empleo de técnicas

inmunohistoquimicas rutinarias.

TRABAJO 3: Marcadores subrogados de mutaciones especificas o perfiles de expresion que
definen rutas activadas en Linfomas T periféricos y permiten la seleccion de terapia: Las
mutaciones en las cinasas JAK y la disregulacion de la actividad de STAT son potenciales

dianas terapéuticas en los Linfomas T cutaneos (CTCLs)

La identificacion de los mecanismos patogénicos que contribuyen al desarrollo de los
CTCL vive una fase acelerada, como consecuencia del desarrollo de nuevas tecnologias en

analisis molecular.

Estudios de secuenciacion masiva realizados y publicados desde HUMV/IDIVAL
mostraron alteraciones especificas en las vias de sefializacion de RAS-MAPK, TCR-PLCG1-NFAT y
JAK-STAT jugando un papel clave en la patogenesis de los CTCLs (103, 107, 108). Como hallazgo
interesante en el trabajo de Vaqué et al. (107), en el cual se describen mutaciones somaticas

recurrentes en genes que afectan a la sefializacidén via TCR, también se detectaron un nimero
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importante de mutaciones que afectan a la via JAK/STAT de sefializacion, resultados también
confirmados por un grupo independiente (109).

Las mutaciones somaticas adquiridas en JAK o STAT que inducen una activacion de la
cascada de activacion downstream mediante la fosforilacion de STAT han sido descritas en
numerosas neoplasias hematoldgicas incluyendo linfomas T (110, 111). Datos como la
identificacion de multiples mutaciones que pueden afectar directa (IL6S/T) o indirectamente
(TRAF6, RELB y CARD11) a la activacion de la via de sefalizacion JAK/STAT, asi como la
identificacion de la activacion de STAT3 en una amplia proporcion de pacientes con CTCLs
avanzados(50, 112) sugieren que las alteraciones en esta via de senalizacidon constituyen un
importante mecanismo patogenético en los CTCLs(109).

En este trabajo nos propusimos estudiar la contribucién de estas mutaciones en la
patogénesis de los CTCLs, asi como la correlacién de estas alteraciones moleculares con la
expresion de marcadores subrogados, que puedan contribuir a su diagndstico. Por otra parte,
estudiamos el efecto del tratamiento con inhibidores especificos en lineas celulares con estas
mutaciones, de cara a su uso potencial en la clinica en el tratamiento de estos tumores.

Los resultados de este estudio permitieron la deteccion y validacién de mutaciones
somaticas en JAK1 o JAK3 en 7 pacientes y una linea celular de las 46 muestras de CTCLs, asi
como la identificacion de una mutacion recurrente en dos pacientes (JAK1-R659C). La mayoria
de ellas se encuentraban localizadas en el dominio pseudocinasa de las proteinas JAK, un
hallazgo que es consistente con los resultados de otros grupos que han encontrado mutaciones
somaticas en los mismos dominios de las cinasas JAK1 y JAK3 en leucemias prolinfociticas y
otros tipos de leucemias T, incluyendo diferentes tipos de neoplasias humanas (105, 108-110,
113).

Los resultados del experimentos del estudio de la inhibicidn de la actividad de JAK/STAT
en un panel de lineas celulares de CTCL como Myla, HuT-78 (con mutaciones en JAK1 y JAK3
(110), y HH, mediante su incubacién con dosis crecientes de ruxolitinib (INCB018424), inhibidor
especifico de JAK empleado actualmente de forma rutinaria en el tratamiento de las neoplasias
mieloproliferativas (110), mostré una inhibicion decreciente de la proliferacién celular, ademas

de una disminucion en los niveles de fosforilacion de STAT, lo cual evidencid una activacidn

82



basal la via de sefalizacién JAK/STAT en las células de CTCL, que ademas es altamente sensible
al tratamiento con inhibidores de JAK. Esta disminucién de la proliferacidon celular se debe a un
mecanismo que afecta al control de la sintesis del DNA, mds que a un efecto citotdxico,
mostrando que el bloqueo de la actividad de la via de sefializacion JAK/STAT se encuentra
dirigido a los mecanismos de control de la proliferacién de células neopldsicas en CTCL mas que
por un efecto citotoxico Unicamente.

Los resultados de nuestro estudio son consistentes con los resultados de otros grupos
gue han encontrado mutaciones somaticas en los mismos dominios de las cinasas JAK1 y JAK3
(105, 108-110, 113). El dominio pseudocinasa de la proteina JAK presenta una actividad auto-
inhibidora, encontrandose la proteina inactiva hasta que la dimerizacion del receptor estimula
la transicion a un estado activo (114). Ademas, para el estudio del estado mutacional de los
genes de JAK se emplearon dos técnicas diferentes de ultrasecuenciacidén: secuenciacion
dirigida de tipo HaloPlex junto con secuenciacion lon-PGM (Life Technologies), y amplificacién
dirigida mediante PCR de los dominios pseudocinasa de los genes JAK1, JAK2 y JAK3
(denominados desde este momento como PsTKd-PCR), seguido por secuenciacion dirigida con
MiSeq (lllumina). Estos métodos permiten la deteccién de mutaciones poco frecuentes
presentes en las células neoplasicas asi como las presentes en los clones minoritarios en las
muestras de CTCL de los 46 pacientes seleccionados, aportando gran validez y fiabilidad a

nuestros resultados.

En resumen, los resultados de nuestro estudio validan la presencia de mutaciones
descritas en CTCL que afectan a la via JAK/STAT, mostrando que las mutaciones somdticas en
JAK1 y JAK3 contribuyen a la disregulacion de la sefializacion via JAK/STAT en CTCL, conduciendo
a un aumento de la proliferacion y actividad de la via de sefalizacion JAK/STAT in vitro de las
células de CTCL, mediante la fosforilacion de STAT3. Esta proliferacion y resistencia a la
apoptosis puede ser inhibida mediante el empleo de ruxolitinib, un inhibidor selectivo de la ruta.
Demostramos también una buena correlacion entre la presencia de estas mutaciones
especificas y la expresion de marcadores subrogados potencialmente detectable mediante

inmunohistoquimica.
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V. CONCLUSIONES

Conclusion general: La identificacion de marcadores moleculares en linfomas T

periféricos permite establecer variantes clinicopatoldgicas y establecer dianas terapéuticas.

Conclusiones especificas:

1. La traslocacion DUSP22—-IRF4 puede presentarse en diferentes entidades clinico-
patoldgicas como LyP, cALCL y ALCLs, ALK-. La presencia de esta translocacion en cALCL se
asocia con un patron histolégico bifasico caracteristico: infiltracion dérmica nodular
compuesta por células grandes con células te tipo hallmark, mitosis y figuras apoptoticas,
acompafiado por un infiltrado epidermotrdpico de tipo reticulosis pagetoide por parte de
células pequerias con rasgos atipicos, con intensa positividad de CD30 muy marcada en

ambos componentes.

2. Todos los casos de AITL y PTCL-NOS expresan CD30 (TNFRSF8), de forma variable y muy

heterogénea, demostrable mediante PCR cuantitativa o expresidon génica aunque no
siempre pueda ser detectado mediante inmunohistoquimica.
Los datos de expresidn génica en una serie de 37 casos mostraron un espectro de
expresion continua de TNFRSF8, sugiriendo que todos los PTCLs expresan niveles variables
de CD30. Estos datos fueron confirmados en una segunda cohorte de 51 casos, en
muestras de tejido parafinado: el 90% de los casos de la serie mostraron expresiéon
inmunohistoquimica de CD30 en un rango variable de células tumorales y micro-
ambientales (1-95%), con una expresion media del 27%. Cinco casos (10%) presentaron
niveles de CD30 indetectables mediante inmunohistoquimica y 7 casos mostraron
expresion de CD30 en mas del 50% de las células. Por otra parte, los niveles de expresion
inmunohistoquimica presentaban una buena correlacién con los niveles de mRNA
estudiados mediante PCR cuantitativa (r= 0.65, P = 1.75e- 7).

El 93% de los casos de la serie presentaban células T CD30+, con signos citoldgicos
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atipicos de malignidad, y el 86,9% mostraron la coexistencia de células By T CD30+.
De esta forma, nuestros datos sugieren que la heterogeneidad en la expresién de CD30

en los PTCLs se debe a la coexistencia de células By T CD30-positivas.

Los resultados de nuestro estudio validan la presencia de mutaciones somaticas
previamente descritas en CTCLs en JAK1 y JAK3, en 7 casos de una serie de 46 CTCL y una
linea celular. Mostramos que estas mutaciones contribuyen a la disregulacién de la
sefializacion via JAK/STAT en CTCL conduciendo a un aumento de la proliferacion celular in
vitro y aumento de la fosforilacion de STAT3, susceptible de inhibicion por inhibidores de la

ruta como el ruxolitinib.
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VI. PERSPECTIVAS

La identificacion de marcadores moleculares contribuye al reconocimiento mas preciso
de entidades concretas o a la estratificacion de pacientes de cara a su terapia.Los datos aqui
generados suponen un discreto progreso, que requiere estudios funcionales y clinicos

posteriores

TRASTORNOS CON REORDENAMIENTO DE 6p25.3

Actualmente, el reordenamiento de 6p25.3 constituye un marcador en diferentes tipos
de neoplasias linfoides.

El estudio de esta translocacién constituye asi un marcador diagndstico, pero no se
conoce con detalle la relevancia bioldgica de esta alteracion molecular, tan soélo el hecho de
gue conduce a una disminucidn de la expresion de DUSP22 y a una sobreexpresion del
MIR29A, localizado en el cromosoma 7q. Este campo debe ser desarrollado en el futuro
mediante el disefio de estudios que exploren la relevancia bioldgica de esta alteracidn, las
cascadas de sefalizacion activadas, asi como su potencial consideracion como diana
terapéutica. Farmacos especificos dirigidos a esta diana terapéutica, que actualmente se
encuentran en desarrollo,podrian tener una aplicacién clinica (37, 115).

De esta forma, en el futuro, la clasificaciéon de los PTCLs podria incluir un grupo
denominado como “trastornos linfoproliferativos definidos por la traslocacion DUSP22-IRF4”,
en base al diferente curso clinico y caracteristicas prondsticas que presentan, y a la existencia

de terapias dirigidas.

LINFOMAS T PERIFERICOS Y TERAPIA DIRIGIDA CON ANTICUERPOS MONOCLONALES E
INMUNOTERAPIA

A pesar de la ausencia de correlacién entre la expresiéon de CD30 y la respuesta la
terapia con Brentuximab evidenciada en determinados estudios (98), nuestros resultados
muestran una buena correlacion entre los niveles de expresion proteica y los niveles de mRNA,

con lo cual estudios posteriores deberian ser llevados a cabo estudiando la correlacion entre la
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respuesta a la terapia antiCD30 y el nivel de expresion de CD30, determinado mediante IHQ o
RT-PCR, medido tanto en células T como B.

Por otra parte, dadas las espectaculares respuestas del HL al tratamiento con
Brentuximab y PD1, esta nueva combinacion podria analizarse como primera linea de terapia

en ensayos clinicos con HL o PTCLs.

INHIBICION DE LA ViA JAK/STAT EN CTCLs

Dado que nuestros resultados validan la presencia de mutaciones somaticas
previamente descritas en CTCLs en JAK1 y JAK3, en el futuro seria de interés el estudio de estas
alteraciones en una serie mayor de pacientes, asi como la puesta en marcha de estudios
biolégicos que permitan estudiar los mecanismos en esta via de sefializacion. Seria de interés el
desarrollo de ensayos clinicos que permitieran estudiar la correlacion entre las presencia de
estas mutaciones con diferentes parametros clinicos, asi como evaluar la sensibilidad a distintos

inhibidores de la ruta de JAK/STAT
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VIl. PROCEDIMIENTOS Y METODOS

A continuacion se enumeran los pacientes, materiales y métodos utilizados en el
desarrollo del cuerpo de esta tesis doctoral. Se puede encontrar el detalle en los tres

manuscritos originales anexos.

1. MUESTRAS TISULARES

Todas las muestras tisulares de pacientes han sido colectadas del biobanco de tejidos del
Hospital Universitario MArqués de Valdecilla en colaboracién con otros hospitals y con el
Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas (CNIO, Madrid). En el primer articulo se
recogieron tres muestras parafinadas de pacientes con Linfomas Anaplasicos de Células
Grandes primarios cutaneos procedentes del biobanco del HUMV; en el segundo se emplearon
por una parte 37 muestras de tejido congelado de Linfomas T Periféricos procedentes del CNIO
(19 PTCL-NOS, 15 AITL, y 3 ALCL), y una serie de 51 casos de muestras parafinadas del biobanco
del HUMV/IDIVAL que comprendian 43 casos de AITL y 8 PTCL-NOS. Cuarenta-y-nueve muestras
correspodian a ganglios linfaticos, una a un bazo con infiltracidon por parte de AITL, y otra a una
muestra cutdnea también con infiltracién por AITL. En el tercer articulo se estudiaron
muestras de 46 pacientes con diagnostic de Micosis Fungoides (MF) y Sindrome de Sézary.
Todos los criterios diagndsticos fueron revisados en base a la clasificacidon de la Organizacion
Mundial de la Salud, y el disefio de los estudios fue aprobado por el Comité Etico de cada
hospital, y revisado por el Comité Etico del HUMV. Los estudios se realizaron siguiendo los

principios de la declaracién de Helsinki.

2. LINEAS CELULARES

En el tercer trabajo se emplearon lineas celulares de linfomas T cutaneos procedentes
de la “American Type Culture Collection” (ATCC, Rockville, MD, USA) HuT-78, y HH, y una linea

celular, Myla, procedente de la “European Collection of Cell Cultures “ (ECACC, Wiltshire, UK).
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Todas las lineas crecieron en un medio de cultivo RPMI 1640, con un 10% de suero bovino fetal
inactivado por calor, y un 1% de penicilina/streptomicina (Invitrogen Corporation, USA), en una

atmosfera humidificada a 372C con un 5% de CO2.

3. ESTUDIO DEL REORDENAMIENTO DE 6P25.3 MEDIANTE FISH O “HIBRIDACION IN SITU
MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA”

Se realizaron estudios del estado del locus 6p25.3 mediante experimentos de FISH,
empleando sondas comerciales de separacién para el locus IRF4-DUSP22 (6p25.3) break-apart
probe (KBI-10613; Kreatech, Leica, Spain), siguiendo los protocolos convencionales. Se

contaron 100 nucleos en cada preparacion.

4. TECNICAS BASADAS EN PROTEINAS

Inmunohistoquimica

Las tinciones inmunohistoquimicas se realizaron en el Servicio de Anatomia Patoldgica
del HUMV, sobre cortes de tejido parafinado, en muestras de 4mm siguiendo el método
Envision FLEX de Dako (Glostrup, Dinamarca) y un sistema de deteccion basado en
avidina/biotina peroxidase, empleando diaminobenzidina como cromogeno, en un
inmunotefiidor de (Dako). En el primer estudio se emplearon una serie de anticuerpos dirigidos
contra CD30 (Ber-H2, RTU); Dako], TCR-bF1 (8A3, dilucidn 1/40; Thermo Scientific, Fremont, CA,
USA), TCR-c (G3-20, dilucién 1/50; Thermo Scientific), CD3 (rabbit poly- clonal, RTU; Dako), CD4
(4B12, RTU; Dako), CD8 (C8/144B, RTU; Dako), CD20 (L26, RTU; Dako), Ki-67 (MIB1, RTU;
Dako) and ALK (ALK-1, RTU; Dako).

En el segundo estudio se empled el mismo método con otra serie de anticuerpos que se

detalla en la siguiente tabla:

90



Anticuerpo Clon/Referencia Origenource Método de visualizacion Dilucion
CD20 L26/IR604 Dako, Glostrup, Denmark Citrate pH 6 /FLEX Dako RTU
CD30 Ber-H2/IR602 Dako Citrate pH 6 /FLEX Dako RTU
CD3 IR503 Dako Citrate pH 6 /FLEX Dako RTU
PD1 NAT105C/E3 CNIO, Madrid, Spain Citrate pH 6 /FLEX Dako 1/100
PAXS5 DAK-PAX5/IR650 Dako Citrate pH 6 /FLEX Dako RTU
LEF1 EPR2029Y/ab137872 Abcam, Cambridge, UK Citrate pH 6/FLEX Dako 1/100
MIB-1/1R626 Dako Citrate pH 6 /FLEX Dako RTU

El proceso de las dobles tinciones inmunohistoquimicas realizadas en el segundo trabajo
para el estudio del inmunofenotipo de las células CD30-positivas se hizo como sigue. Tras la
desparafinizacién de las laminillas, rehidratacién y recuperaciéon antigénica con 10mM de
citrato (pH 6.5), las laminillas se calentaron en el horno a 770W durante 14 minutos,
atemperaron a temperature ambiente y lavaron con agua destilada. Posteriormente se tifieron
en el Autostainer de Dako (Dako Autostainer Link 48). Tras el bloqueo de la actividad de la
peroxidase enddgena (EnVi- sion Flex; Dako) durante cinco minutos y un breve lavado, las
secciones histoldgicas se incubaron primero con PAX5 durante 20 minutos, 30 minutos con
LEF1 o 20 minutos con CD3. Después se afiadié un linker o amplificador de raton durante 15
minutos. Posteriormente las secciones se incubaron durante 20 minutos con el agente de
deteccion Dako EnVision Flex/HRP, y diaminobenzidina durante 10 minutos. Tras el lavado, las
secciones se incubaron con el Segundo anticuerpo anti-CD30 durante 20 minutos, y se
afiadioRabbit/mouse (LINK) (EnVision G12 System/AP; Dako), con un Segundo potenciador
(Enhancer; Dako), durante 30 minutos. El Segundo cromdgeno, rojo permanente, se afiadid

durante 10 minutos, y se empled hematoxilina-eosina como contra-tincion.

Estudio de la presencia del virus Epstein-Bar mediante hibridacidn in situ seguin los protocolos

convencionales.

Western blot

Las células fueron lisadas y sometidas a un SDS-PAGE con 10% de acrilamida, empleando

las técnicas estandares, y transferidas a una membrana de soporte de tipo nitrocelulosa
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(Immobilon, Millipore) y western blot. Todos los anticuerpos primarios fueron diluidos al
1/1000 vy los secundarios al 1/20000. Se emplearon los siguientes anticuerpos: anti-a-tubulin
(sc-23948, Santa Cruz), monoclonal, anti-fosfo-STAT1 (Tyr701) (58D6) monoclonal de ratén
(Ref.9167, Cell Signaling), anti-fosfo STAT3 (Tyr705) (D3A7) XP® monoclonal de ratén mAb
(Ref.9145, Cell Signaling), anti-fosfo -STAT5 (Tyr694) (C11C5) monoclonal de raton mAb
(Ref.9359, Cell Signaling), anti-STAT1(Ref.9172, Cell Signaling), anti-STAT3 (Ref.4904, Cell
Signaling), anti-STAT5 (Ref.9358, Cell Signaling), anti-PARP (H250, sc-7150, Santa Cruz),
anticuerpos anti-ratén de cabra anti- I1gG,DylightTM800 y anticuerpos anti IgG de ratén (cabra)
IgG, DylightTM800 (Thermo scientific). Los datos fueron obtenidos empleando el sistema de

infrarrojos Odyssey (Li-Cor).

Analisis mediante citometria de flujo

La distribucion de las células en las distintas fases del ciclo celular se evalué usando
yoduro de propidio (PI, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) y Click-iT® EdU Alexa Fluor® 488 Flow
Cytometry Assay Kit (Technologies-Thermo Fisher Scientific), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La induccién de la apoptosis se evalué mediante el empleo de FlowCellect Annexin
Red Kit (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA), también de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Los datos fueron recogidos empleando un FACSCalibur flow cytometer (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) y analizados usando el software CellQuest Pro software

(BD Biosciences).

5. TECNICAS BASADAS EN RNA

Estudios de expresion génica

Se realizd la extraccion de RNA de las 37 muestras de tejido congelado procedentes del CNIO
(19 PTCL-NOS, 15 AITL, y 3 ALCL), empleando Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA), segun las
instrucciones del fabricante. Los estudios de expression genetica se hicieron empleando un

“Whole Human Genome Oligo Microarray (4 x44K format), segun las intrucciones del
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fabricante, (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA), empleando ganglios linfaticos y
amigdalas reactivas como controles. Los resultados se encuentran disponibles en la base de

datos “Gene Expression Omnibus” con el codigo de acceso GSE36172.

PCR cuantitativa a tiempo real

Se realizd extraccion de RNA de las 51 muestras parafinadas del Segundo trabajo, empleando
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA). Se sintetizé cDNA a oartir de RNA tratado con 500 mg de
DNasel-t, y SuperScript |l Reverse Transcriptasa (Invitrogen). Para la deteccién de CD30 (TNFRSF8)
se emplearon las siguientes sondas Tagman: TNFRSF8 Hs01114493 m1 Tagman probe (Life
Technologies, FosterCity, CA) was used. La expression génica fue analizada en un aparato de
7900HT , de PCR a tiempo real Applied Biosystems), empleando GAPDH como control
endoégeno, y las lineas celulares HUT78 y MYLA fueron empleadas como controles CD30-

positivos. Se emplearon los valores -ACt para el analisis posterior.

6. TECNICAS BASADAS EN DNA

Test de la calidad del DNA

Extraccion de DNA segun métodos estandares. Estudio de su cuantificacion, integridad y
pureza mediante cuantificacién fluorométrica Oubit 2.0 (Life Technologies) empleando Qubit®
dsDNA BRAssay Kit (Life Technologies) y electroforesis capilar en un 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) usando High Sensitivity DNA reagents and chip kits

(Agilent Technologies), segun las instrucciones del fabricante.

Secuenciacion:

Se obtuvieron datos mediante dos técnicas independientes de ultrasecuebciaciéon: 1)
Ampliacién mediante PCR especifica de los dominios pseudokinasa de JAK1, JAK2 y JAK3 genes

(PsTKd-PCR), seguido de secuenciaciéon con MiSeq (lllumina), y 2) empleo de un kit de
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enriguecimiento dirigido (HaloPlex, Agilent Technologies), combinado con secuenciacién de

tipo lon Torrent.)

7. VIABILIDAD CELULAR

Para les experimentos de toxicidad farmacoldgica en las lineas celulares, las lineas
celulares de CTCL fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 10.000 células
por pocillo , y el inhibidor INCB018424 se afiadié en dosis crecientes durante 48 horas
empleando dimetilsulfoxido (DMSO) como control, alcanzando concentraciones maximas de 20
ul/ml. La viabilidad celular se midié en forma de contenido en ATP intracelular , empleando el
CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega). Todos los experimentos se realizaron

por triplicado.

8. ANALISIS ESTADISTICO

Se empled la correlacion de Spearman para estudiar la asociacion entre los niveles de

CD30 inmunohistoquimicos y los niveles de mRNA. En el tercer trabajo se empled GraphPad.
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