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ABREVIATURAS

ABC: activated B cell, célula B activada

BCR: B-cell receptor, receptor de célula B

CC: citologia convencional

CFM: citometria de flujo multiparamétrica

CNS-IPI: indice pronéstico internacional del sistema nervioso central
ctDNA: cell-free circulating tumor DNA, DNA circulante tumoral
cfDNA: cell-free circulating DNA, DNA circulante

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

FISH: fluorescence in situ hibridazation, hibridacion in situ con sondas fluorescentes

GCB: germinal center B cell; célula B del centro germinal

GEP: gene expression profiling; perfil de expresién génica

GELTAMO: Grupo Espariol de Linfomas y Trasplante de Médula Osea
HD-MTX: high-dose methotrexate, dosis altas de metotrexato

HHV8: virus herpes 8 humano

IELSG: International Extranodal Lymphoma Study Group

IPI: indice prondstico internacional

IGH: cadena pesada de las inmunoglobulinas

IT: intratecal

LCP: linfoma cerebral primario

LCR: liquido cefalorraquideo

LDCGB: linfoma difuso de células grandes B

LDH: lactato deshidrogenasa

LNH: linfoma no Hodgkin

MALT: mucosa-associated lymphoid tissue, tejido linfoide asociado a mucosas
MSKCC: Memorial Sloan Kettering Cancer Center

MTX: metotrexato

MYD88: myeloid differentiation primary response 88

NGS: next generation sequencing

NK: natural killer
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PETHEMA: Programa Espafiol para el Tratamiento en Hematologia
RC: respuesta completa

RT: radioterapia

SEER: Surveillance Epidemiology and End Results

SG: supervivencia global

SLP: supervivencia libre de progresion

SNC: sistema nervioso central

TASP: trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

PCR: polymerase chain reaction, reaccion en cadena de la polimerasa
PD-1: programmed death 1

PD-L1: programmed death ligand 1

PD-L2: programmed death ligand 2

VAF: variant allele frequency

VEB: virus Epstein Barr

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana
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RESUMEN

La infiltracion del sistema nervioso central (SNC) en los pacientes con sindromes
linfoproliferativos es un hallazgo poco frecuente pero asociado con mal prondstico. En
el caso del linfoma cerebral primario, el diagnéstico es complicado en muchas ocasiones
debido a la dificultad para realizar la biopsia cerebral y los riesgos asociados al proceso
quirurgico. Por otro lado, las recaidas en el SNC en los pacientes con linfoma sistémico
son en general poco frecuentes, aunque determinados subtipos histolégicos y la
presencia de ciertos factores clinicos y biolégicos aumentan el riesgo forma significativa.
Ademads, la mayoria de las recaidas en el SNC ocurren de forma precoz lo que sugiere
que las células malignas podrian estar ya presentes en el liquido cefalorraquideo (LCR)
y no ser detectadas por los estudios convencionales. Debido al mal prondstico asociado
con las recaidas neuromeningeas, se recomienda realizar profilaxis del SNC en los
pacientes de alto riesgo, aunque su eficacia es controvertida y tanto el esquema como
la via de administracion no estan del todo establecidas. En el primer trabajo,
observamos que el analisis de DNA circulante tumoral (ctDNA) en el LCR permite
detectar enfermedad y monitorizar la respuesta al tratamiento en los pacientes con
linfoma cerebral. Ademas, el analisis de ctDNA fue capaz de detectar la presencia de
enfermedad en el SNC de forma precoz en un paciente con linfoma sistémico y otro con
linfoma cerebral. En el segundo trabajo, observamos que la profilaxis del SNC con
quimioterapia intratecal no parece aportar un beneficio claro en la prevenciéon de la
recaida neuromeningea en los pacientes con linfoma difuso de células grandes B de
alto riesgo. Ademas, nuestros resultados tampoco demuestran que la profilaxis con
dosis altas de metotrexato endovenoso sea mas eficaz que la profilaxis IT. Estos
resultados sugieren que el analisis de ctDNA en el LCR permitiria detectar y caracterizar
mejor la presencia de linfoma en el SNC, ademas podria ayudar a predecir la recaida
neuromeningea. Ademas, ponen de manifiesto la necesidad de investigar esquemas de

profilaxis mas eficaces.
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ABSTRACT

Central nervous system involvement (CNS) in patients with non-Hodgkin lymphoma is
an uncommon event associated with dismal prognosis. The diagnosis of CNS lymphoma
can be challenging due to the difficulty in accessing the tumor and the inherent risks
associated with cranial surgery. Although CNS relapse is an uncommon complication in
patients with systemic lymphoma, the presence of certain risk factors might increase the
risk of CNS relapse significantly. Furthermore, CNS relapse is usually diagnosed during
frontline chemotherapy shortly after the completion of treatment, suggesting the tumor
cells were undetected in the cerebrospinal fluid (CSF) by standard techniques. In high-
risk patients, CNS prophylaxis is usually recommended, although the optimal regimen
remains unclear. In the first work, we showed that cell free circulating tumor DNA (ctDNA)
in the CSF could complement de diagnosis, identify somatic mutations, monitor tumor
burden and response to treatment in patients with CNS lymphoma. In addition, we
observed that CSF ctDNA facilitated early detection of CNS relapse in one patient with
high-risk systemic lymphoma and one patient with CNS lymphoma. In the second work,
we did not observe a clear benefit of intrathecal (IT) prophylaxis on preventing CNS
relapse. Furthermore, we did not demonstrate clinical advantage for using intravenous
high-dose methotrexate (MTX) over traditional IT. Overall, our results suggest that CSF
ctDNA analysis could be useful to detect and characterize CNS lymphoma, as well as
facilitate early detection of CNS relapse. Moreover, they highlight the need for developing

more effective CNS prophylaxis regimens than MTX.
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1.1 NEOPLASIAS LINFOPROLIFERATIVAS

1.1.1 Concepto, epidemiologia y etiopatogenia

Los sindromes linfoproliferativos son un grupo heterogéneo de neoplasias originadas en
células linfoides en diferentes estadios madurativos.(1) Representan aproximadamente
el 4% de todos los nuevos diagndsticos de cancer cada afio, con una incidencia de 33
casos por 100.000 habitantes por afio segun los datos procedentes del SEER
(Surveillance Epidemiology and End Results) en Estados Unidos.(2) La etiopatogenia
de los linfomas es desconocida en la mayoria de los casos, aunque las alteraciones del
sistema inmunoldgico, las inmunodeficiencias primarias o adquiridas como la infeccion
por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o los tratamientos inmunosupresores,
y las enfermedades autoinmunes se han relacionado con un mayor riesgo de desarrollar
una neoplasia linfoide.(1, 3-5) También se ha demostrado que ciertos agentes
infecciosos contribuyen al desarrollo de determinados sindromes linfoproliferativos,
como el virus de Epstein Barr (VEB), implicado en la mayoria de los casos de linfoma
de Burkitt endémico y otras neoplasias de células B, T y NK, el virus herpes 8 humano
(HHV8) asociado con la enfermedad de Castleman multicéntrica, y el virus HTLV-I
(human T-cell leukemia virus type 1) causante de la leucemia/linfoma T del adulto.(6-9)
También algunas bacterias se han visto implicadas en la patogénesis de los linfomas de
la zona marginal asociados a mucosas (MALT, del inglés “marginal associated lymphoid
tissue”), como por ejemplo: Helicobacter pylori asociado con el el linfoma MALT gastrico,
Borrelia burgorferi con el linfoma MALT cutaneo o Chlamidia psittaci con los linfomas

MALT de los anejos oculares.(10)
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1.1.2 Clasificacion

La clasificacion de los sindromes linfoproliferativos ha ido cambiado a lo largo de los
afios en base a los nuevos conocimientos obtenidos sobre su biologia. La clasificacion
actual de las neoplasias linfoides y otras neoplasias hematoldgicas es la realizada por
la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), siendo la versién vigente la clasificacién del
afo 2016.(1) Las neoplasias linfoides se dividen en base a la naturaleza de la célula
tumoral en 3 categorias principales: neoplasias de células B, neoplasias de células
T/NK, y linfomas de Hodgkin. Ademas, la OMS utilizando criterios morfolégicos,
inmunofenotipicos, genéticos y moleculares, distingue mas de 60 subtipos de neoplasias

linfoides que se detallan en la tabla 1.(1)
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Tabla 1. Clasificacion de la OMS 2016 de las neoplasias linfoides

Neoplasias de célula B maduras

Leucemia linfatica crénica/linfoma linfocitico de célula pequefia
Linfocitosis B monoclonal
Leucemia prolinfocitica B
Linfoma de la zona marginal esplénico
Tricoleucemia
Linfoma esplénico de célula B inclasificable
- Linfoma esplénico difuso de la de pulpa roja de célula B pequefia
- Tricoleucemia variante
Linfoma linfoplasmacitico
Linfoma marginal extranodal del tejido linfoide asociado a mucosas (linfoma MALT)
Linfoma marginal nodal
- Linfoma marginal nodal pediatrico
Linfoma folicular

- Linfoma folicular in situ
- Linfoma folicular duodenal
- Linfoma folicular testicular
Linfoma folicular tipo pediatrico
Linfoma de células grandes B con reordenamiento de IRF4
Linfoma centrofolicular primario cutaneo
Linfoma de células del manto
- Linfoma de células del manto in situ
- Linfoma del manto variante leucémica, no nodal
Linfoma difuso de célula grande B (LDCGB), no especificado (NOS)
Linfoma B de célula grande rico en células T e histiocitos
LDCGB primario del sistema nervioso central
LDCGB cutaneo primario, tipo pierna
LDCGB VEB positivo, NOS
Ulcera mucocutanea VEB positivo
LDCGB asociado con inflamacién cronica
Granulomatosis linfomatoide
Linfoma B de célula grande primario de mediastino (timico)
Linfoma B de célula grande intravascular
Linfoma B de célula grande ALK positivo
Linfoma plasmablastico
Linfoma primario de cavidades
Sindromes linfoproliferativos asociados a HHV-8
- Enfermedad de Castleman
- LDCGB asociado a HHV-8, NOS
- Sindrome linfoproliferativo germinotropico asociado a HHV-8
Linfoma de Burkitt
Linfoma Burkitt-like con alteraciones en 11q
Linfoma B de alto grado
- Linfoma B de alto grado con reordenamiento de MYC y BCL2 y/o BCL6, NOS
- Linfoma B de alto grado NOS

Linfoma B inclasificable con caracteristicas intermedias entre LDCGB y LH clasico

Neoplasias de células Ty NK maduras

Leucemia prolinfocitica T
Leucemia linfatica T de linfocitos grandes granulares
Trastorno linfoproliferativo cronico de células NK
Leucemia agresiva de células NK
Enfermedades linfoproliferativas T y NK de la infancia VEB +
- Linfoma T sistémico de la infancia VEB +
- Sindrome linfoproliferativo hydroa vacciniforme-like
Leucemia/linfoma T del adulto




Linfoma extranodal T/NK tipo nasal
Linfoma T intestinal
- Linfoma T asociado a enteropatia
- Linfoma T intestinal monomérfico epiteliotropo
- Linfoma T intestinal, NOS
- Sindrome linfoproliferativo T indolente del tracto gastrointestinal
Linfoma T hepatoesplénico
Linfoma T subcutaneo paniculitis-like
Micosis fungoides
Sindrome de Sézary
Linfomas primarios cutdneos T CD30 positivos
- Papulomatosis linfomatoide
- Linfoma primario cutaneo anaplasico de célula grande
Linfomas T periféricos cutaneos, subtipos raros
- Linfoma T cutéaneo primario gamma-delta
- Linfoma T cuténeo primario epidermotropico agresivo CD8+
- Linfoma T primario cutaneo acral CD8+
- Linfoma T cutaneo de célula pequefia/mediana CD4+
Linfoma T periférico, NOS
Linfoma T angioinmunobléstico y otros linfomas T nodales de origen T folicullar helper (TFH)
- Linfoma T angioinmunoblastico
- Linfoma T folicular
- Linfoma T periférico nodal con fenotipo TFH
Linfoma anaplasico de célula grande ALK positivo
Linfoma anaplasico de célula grande ALK negativo
Linfoma anaplasico de célula grande asociado a prétesis mamarias

Linfomas de Hodgkin

Linfoma de Hodgkin predominio linfocitico nodular
Linfoma de Hodgkin clasico

- Linfoma de Hodgkin clasico esclerosis nodular

- Linfoma de Hodgkin clasico celularidad mixta

- Linfoma de Hodgkin clasico rico en linfocitos

- Linfoma de Hodgkin clasico con deplecion linfoide

Sindromes linfoproliferativos asociados a inmunodeficiencias

Enfermedades linfoproliferativas asociadas con alteraciones primarias inmunes
Linfomas asociados con la infeccion por VIH
Sindromes linfoproliferativos post-trasplante (SLPT)

- SLPT no destructivo

- SLPT polimorfo

- SLPT monomorfo

- SLPT tipo linfoma de Hodgkin clasico

Otros sindromes linfoproliferativos iatrogénicos asociados a inmunodeficiencias

Adaptado de la WHO Classification of Tumors of Hematopoietics and Lymphoid Tissues, 2017(1).

HHV-8, virus humano herpes tipo 8; OMS, Organizacién Mundial de la Salud; NK, natural killer; VEB, virus
Epstein Barr; VIH, virus de la inmunodeficiencia humana.

Las entidades en cursiva son provisionales.
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Los sindromes linfoproliferativos de células B representan aproximadamente el 90% de
las neoplasias linfoides, siendo mas frecuentes los linfomas no Hodgkin B (LNH B) que
el linfoma de Hodgkin. Aunque su incidencia varia segun el &rea geografica, globalmente
los subtipos mas frecuentes son el linfoma difuso de células grandes B (LDCGB) vy el
linfoma folicular, que juntos representan alrededor del 60% de todos los LNH B.(11)
Otros subtipos menos frecuentes son el linfoma MALT, el linfoma del manto, el linfoma
B de alto grado y el linfoma de Burkitt (figura 1). Por otro lado, el linfoma de Hodgkin
representa aproximadamente el 10% de todas las neoplasias linfoides. Las neoplasias
maduras de células T son mucho menos frecuentes y su incidencia también varia segun
el &rea geogréfica, siendo mas comunes en Asia. El linfoma T periférico no especificado

(NOS) y el linfoma T anaplasico son los mas frecuentes globalmente (figura 1).(12)

7% 1%)q
6% 2%
2%
» b 0g = LDCGB
? = LF
12% = L MALT
8% LLCP/LLC
= L Manto

m Linfoma T-periférico

m Burkitt

22% m | T anaplasico
()

m Linfoplasmacitico

m L primario mediastino

Figura 1. Distribucion de los linfomas no Hodgkin segin su frecuencia.
Adaptado de The Non-Hodgkin Lymphoma Classification Project.1997.(11)

LDCGB, Linfoma difuso de células grandes B; LF, linfoma folicular; L, linfoma; L MALT, linfoma de la zona
marginal asociado a mucosas; LLCP, linfoma linfocitico de célula pequefia; LLC, leucemia linfatica crénica;
LT, linfomaT
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1.2 LINFOMA DIFUSO DE CELULAS GRANDES B

1.2.1 Definicion, epidemiologia y subtipos

El linfoma difuso de células grandes B (LDCGB) es una neoplasia linfoide compuesta
por células linfoides B de tamafio grande y un patrén de crecimiento difuso.(1) Es el
subtipo mas frecuente de los LNH B, representando aproximadamente un 30-40% del
total, con una incidencia de 7.1 casos por 100.000 habitantes por afio segun los datos
procedentes del SEER en Estados Unidos.(2, 11) La mediana de edad al diagnéstico es
alrededor de los 65 afios, aunque también puede aparecer en adultos jovenes. La
mayoria de los casos son formas “de novo”, aunque también pueden presentarse como
transformacion de un sindrome linfoproliferativo previo como el linfoma folicular, la

leucemia linfatica cronica u otros linfomas indolentes.(1)

Existe una gran heterogeneidad bioldgica y clinica dentro de la enfermedad, y la actual
clasificacion de la OMS los subdivide segun sus caracteristicas morfologicas en:
variante centroblastica, variante inmunoblastica, variante anaplasica, y otras variantes
raras; Yy segun sus caracteristicas moleculares en: subtipo de célula B del centro

germinal y subtipo de célula B activada.(1)

1.2.2 Presentacion clinicay diagndéstico

El LDCGB tiene un comportamiento clinico agresivo, y los pacientes normalmente
presentan afectacion de los ganglios linfaticos, aunque hasta en un 40% de los casos la
afectacién puede ser primariamente extraganglionar. La localizacién extraganglionar
mas frecuente es el tracto gastrointestinal (estbmago y union ileocecal), siendo también
frecuente la afectacién o6sea, testicular, hepdética, renal, suprarrenal y de tejidos
blandos.(13) La médula 6sea esta infiltrada en aproximadamente el 15-20% de los

casos. La afectacion del sistema nervioso central (SNC) al diagnéstico o durante la
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evolucion de la enfermedad es en general poco frecuente, inferior al 5%, aunque la
presencia de ciertas caracteristicas clinicas o bioldgicas pueden aumentar el riesgo de
forma considerable, tal y como se detalla en el apartado 1.6.2.(14, 15) La mayoria de
pacientes estdn asintomaticos al diagnostico, aunque pueden aparecer sintomas B
(fiebre > 38°C, sudoracion nocturna, pérdida de peso), astenia, anorexia u otros

sintomas relacionados con la localizacion del linfoma.(16)

Al igual que todos los sindromes linfoproliferativos con afectacion primariamente
ganglionar, el sistema de estadificacion que se utiliza es el de “Ann Arbor”, desarrollado
en los afios 70 y modificado en el afilo 1989; aunque su valor pronéstico ha disminuido

considerablemente en los ultimos afos (tabla 2).(17)

Tabla 2. Sistema de estadificacion “Ann Arbor”

Sistema de estadificacion Ann Arbor

Estadio | Afectacion de una localizacion ganglionar o de una sola
localizacion extraganglionar (1E)

Estadio Il  Afectacién de dos 0 mas territorios ganglionares o
estructuras linfoides en el mismo lado del diafragma

Estadio lll  Afectacién de territorios ganglionares a ambos lados del
diafragma

Estadio IV = Afectacién diseminada de una o mas localizaciones
extraganglionares, con o sin afectacion ganglionar
Nota: Las amigdalas, el anillo de Waldeyer y el bazo se consideran tejidos ganglionares

El diagnostico se realiza en una biopsia de un ganglio linfatico o un tejido extraganglionar
afectado.(18) Morfolégicamente se caracteriza por una infiltracion difusa de células de
mediano o gran tamafio que alteran la arquitectura del ganglio linfatico. Las células
neoplasicas expresan normalmente marcadores de célula B como CD19, CD20, CD79b
y PAX5. La expresiéon de MYC y BCL2 varia considerablemente en funcién del punto de

corte empleado para definir la positividad.(1) A nivel molecular, los estudios de perfil de
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expresion génica (GEP, del inglés gene expression profiling) llevados a cabo hace 2
décadas, describieron 2 subtipos de LDCGB en funcién de su célula de origen: el subtipo
de célula B del centro germinal (GCB, del inglés germinal center B cell), con un
pronéstico mas favorable, y el subtipo de célula B activada (ABC, del inglés activated B
cell) con un prondstico mas adverso; quedando un tercer grupo de casos (10-15%) no

clasificables en ninguno de estos dos subgrupos.(19, 20)

Debido a la dificultad para realizar estudios de GEP en la practica clinica habitual, en
los dltimos afios se han desarrollado diversos algoritmos basados en la expresion
inmunohistoquimica de diferentes marcadores para determinar la célula de origen. De
ellos, el mas utilizado es el algoritmo de Hans que utiliza los marcadores CD10, BCL6 e
IRF4/MUM-1 para diferenciar los subtipos centro germinal y no-centro germinal, con una
correlacion del 85% con los estudios de GEP.(21, 22) Recientemente, investigadores de
la British Columbia Cancer Agency (BCCA), determinaron la célula de origen en 334
muestras de tumor parafinado utilizando un test digital basado en la expresion génica

llamado Lymph2Cx, con una buena concordancia con los estudios iniciales de GEP.(23)

1.2.3 Alteraciones genéticas y moleculares

1.2.3.1 Alteraciones cromosémicas

La translocacion mas frecuente en el LDCGB es la que afecta a la region 3927 que
codifica al gen BCL6 y que esta presente hasta en el 30% de los casos, siendo mas
habitual en el subtipo ABC. La translocacion t(14;18)(g32;g21.3) que afecta al gen BCL2
ocurre en el 20-30% de los casos, y se presenta casi de forma exclusiva en el subtipo
GCB (40%).(31) Por otro lado, el reordenamiento del gen MYC se observa
aproximadamente en el 10-15% de los pacientes, y se puede producir con los IG loci

(IGH, IGK 0 IGL) o con otros partners.(32-34)
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Estudios de arrays de hibridacion gendmica comparada (aCHG) han descrito ganancias
recurrentes en los cromosomas 1q, 2p (REL), 3q (FOXP1), 7q, 12q (MDM2), 18g (BCL2)
y pérdidas en 1p (TNFRSF14), 6g (PRDM1, TNAFAIP3), 9p (CDKN2A), 10q (PTEN), y

17p (TP53) entre otras.(31, 35)

1.2.3.2 Perfil mutacional

En la dltima década, gracias a las nuevas técnicas de secuenciacion masiva, diferentes
estudios han demostrado que el perfil mutacional del LDCGB es altamente complejo y
que existe una gran variabilidad interindividual, por lo que la mayoria de las mutaciones

recurrentes estan presentes en menos del 10% de los pacientes.(26-30)

Entre las alteraciones méas frecuentes se encuentran las mutaciones soméaticas en
genes implicados en la regulacién epigenética, como KMT2D (30%), CREBBP (25%) y
EP300 (5%). También se han descrito mutaciones en el factor de transcripcion MEF2B
(15%); asi como en genes relacionados con la evasion inmune, como por ejemplo B2M,
CD58, o HLA. También se han descrito mutaciones recurrentes en el gen TP53 (15%) y

con menor frecuencia en MYC (5%).

En el subtipo molecular GCB, son frecuentes las mutaciones recurrentes en EZH2
(20%), un gen que codifica una histona metiltransferasa con un papel clave en la
regulacién del centro germinal.(37) En este subtipo también son frecuentes las

mutaciones en TNFRSF14 (20%), GNA13 (10-20%) y BCL2 (20%) entre otras.(38)

En subtipo molecular ABC, con frecuencia se encuentran alterados genes implicados en
la via de sefalizacion del receptor de célula B (BCR, del inglés B cell receptor) y en la
via de sefalizacion del receptor toll-like (TLR, del inglés toll like receptor), que dan lugar
a la activacion constitutiva del complejo de transcripcion nuclear kappa (NF-kB).
Aproximadamente un 30-40% de los casos presentan mutaciones en MYD88, un gen

implicado tanto en la via de NF-kB como en la via de JAK/STAT. También son frecuentes
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las mutaciones en CD79B (~20%), TNFAIP3 (20-30%), CARD11 (5-10%) y PRDM1 (10-
15%). (26-30) (Figura 2) Por dltimo, mas alla de la categorizacién por perfiles de
expresion génica, recientemente se han definido nuevos subgrupos moleculares a partir
de la integracién de datos genémicos mediante el analisis de genes recurrentemente
alterados por mutaciones, translocaciones y/o alteraciones en el nimero de copias.(24,

25, 39)

. Cél. B memoria
Centro germinal

e
Zona oscura

Zona clara

Cél. B naive

Plasmablasto

*®

Cél. plasmatica

GCB y ABC GCB ABC
KMT2D 30 BCL2 20 MYD88 30
CREBBP 25 EZH2 20 TNFAIP3 25
TP53 15 TNFRSF14 20 CD79A/B 20
MEF2B 15 GNA13 15 PRDM1 10
FOX01 10 BCL6 15 CARD11 10
MYC 5 PTEN del 10 BCL2 amp 30

Figura 2. Célula de origen en el LDCGB vy las alteraciones genéticas asociadas con los distintos
subtipos moleculares.

Adaptado de Pasqualucci L and Dalla-Favera R. Blood 2018;131(38)

Ag, antigeno; cél, célula; HMS, hipermutacion somatica; CFD, células dendriticas foliculares; CSR, class
switch recombination; GCB, centro germinal; ABC, célula activada; del, deleccion; amp, amplificacion

1.2.4 Factores pronosticos
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El indice prondstico méas utilizado en los linfomas agresivos es el indice prondstico
internacional (IPI), desarrollado en los afios 90. Este indice utiliza las variables: edad
mayor de 60 afos, estadio Ann Arbor IlI-IV, afectacibn de 2 6 mas Organos
extraganglionares, afectacion del estado general (ECOG > 1) y lactato deshidrogenasa
(LDH) sérica superior al valor normal; para dividir a los pacientes en 4 grupos de riesgo
segun la presencia de 0-1, 2, 3, o 4-5 factores, con una supervivencia a los 5 afios del
73%, 51%, 43% y 26%, respectivamente.(40) Tras la introduccion del rituximab
(anticuerpo monoclonal anti-CD20), se realiz6 una revision del IPI (R-IPI), demostrando
que mantiene su utilidad pronostica.(41) En los ultimos afios han surgido otros indices
pronésticos como el NCCN-IPI, aunque el mas utilizado en la actualidad sigue siendo el
IPI1.(42) También ciertos factores bioldgicos como el subtipo molecular ABC, o la doble
expresion por inmunohistoquimica de las proteinas BCL2 (valores superiores al 50% o
70%) y MYC (valores superiores al 40%), se han visto asociados con un pronéstico mas
desfavorable.(43, 44) Por ultimo, dos estudios recientes de andlisis integrado del
genoma del LDCGB, han conseguido establecer distintos subgrupos moleculares con

diferencias pronosticas significativas. (24, 25)

1.2.5 Tratamiento

El tratamiento estandar del LDCGB se basa en la combinacién de los farmacos de
quimioterapia ciclofosfamida, adriamicina y vincristina, con prednisona (CHOP) y
rituximab, un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigeno CD20 de los linfocitos;
con el que se consiguen aproximadamente un 60% de respuestas duraderas.(45) La
introduccion del rituximab a principios de los afios 2000 supuso un incremento del
namero de respuestas completas (RC), asi como una mejoria significativa de la
supervivencia global (SG) en comparacién con los resultados obtenidos previamente
con la quimioterapia CHOP.(45-48) En los ultimos afios, se han llevado a cabo varios

estudios aleatorizados, con el fin de investigar si la adicion de nuevos farmacos al
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esquema R-CHOP podria mejorar sus resultados en términos de eficacia y
supervivencia. Asi se estudiaron combinaciones de R-CHOP mas bortezomib (inhibidor
del proteasoma), ibrutinib [inhibidor de la tirosin quinasa de Bruton (BTK)], vy
lenalidomida (inmunomodulador), sin que finalmente ninguna combinacion demostrase
ser superior a R-CHOP.(49-51) Tampoco la sustitucién de rituximab por el nuevo
anticuerpo monoclonal humanizado tipo I, obinutuzumab, demostré mejores resultados,
por lo que en la actualidad el esquema R-CHOP sigue siendo el estandar de

tratamiento.(52)

En la recaida, el tratamiento de eleccion se basa en dosis altas de quimioterapia mas
un trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos (TASP). Con esta estrategia,
aproximadamente un 30% de los pacientes consiguen respuestas prolongadas.(53) En
pacientes mayores o no candidatos a un TASP, no existe un estandar de tratamiento y
el prondstico es en general malo.(54) Recientemente, la terapia de células T con
receptores quiméricos de antigenos (CAR T, del inglés chimeric antigen receptor T-cell)
ha supuesto un gran avance en el tratamiento de estos pacientes en recaida tras 2 o
mas lineas de tratamiento, consiguiendo hasta un 40% de respuestas completas,

muchas de ellas duraderas. (55-57)

1.3 LINFOMA B DE ALTO GRADO

1.3.1 Definicion y epidemiologia

La entidad linfoma B de alto grado incluye un grupo de neoplasias linfoides con unas
caracteristicas clinicas y biol6gicas especificas, por lo que no pueden ser clasificadas
como LDCGB o como linfoma de Burkitt.(1) Representa una entidad nueva dentro de la
clasificacién actual de la OMS, aunque se ha reconocido su existencia durante afios.(58)
La clasificacion de la OMS reconoce 2 subtipos: el linfoma B de alto grado con

reordenamientos de MYC y BCL2 y/o BCL6, donde se incluyen los linfomas con
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morfologia similar al LDCGB o linfoma de Burkitt que presenten reordenamientos en los
genes MYC y BCL2 y/o BCL6 también llamados double hit o triple hit y el linfoma B de
alto grado NOS, que es un grupo heterogéneo donde se incluyen linfomas con
comportamiento agresivo y morfologia intermedia entre LDCGB y linfoma de Burkitt, que

no presenten los reordenamientos mencionados anteriormente.(1)

Dado que representan una nueva entidad y que para su diagndstico se necesitan
estudios de citogenética, su incidencia no esté del todo establecida. Diversos trabajos
han reportado que hasta un 10% de pacientes con diagnoéstico inicial de LDCGB
presentan reordenamientos de MYC y en aproximadamente un 6-7% se encuentran
también reordenamientos de BCL2, BCL6 o ambos.(34, 59) Se suelen presentar en
pacientes mayores, con una mediana de edad de 60 afos, aunque también pueden

aparecer en pacientes mas jovenes.

1.3.2 Presentacion clinicay diagnostico

El linfoma B de alto grado se caracteriza por presentar un curso clinico agresivo.
Normalmente se diagnostica en estadios avanzados y es frecuente la afectacién
extraganglionar.(60-63) La infiltracion del SNC también es frecuente, aunque el
porcentaje es variable entre las distintas series retrospectivas que describen entre un 7-

50% de pacientes con infiltracion al diagndéstico y entre un 5-48% a la recaida (Tabla 3).

Tabla 3. Infiltracién del SNC en pacientes con linfoma B de alto grado “double-hit”

Estudio (afio) Tipo de estudio n SNC al Recaida en SNC
diagnostico

Le Gouill S (2007)(63) Retrospectivo 16 50% NR

Tomita N (2009) (61) Retrospectivo 27 9% (2/22) 13 (48%)

Li S (2012) (64) Retrospectivo 52 23% (7/39) NR
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Oki Y (2014) (60) Retrospectivo 129 10% (5/50) Riesgo 3 afios: 13%

Petrich AM (2014) (65) Retrospectivo 311 7% NR
Sun H (2015) (66) Retrospectivo 32 13% NR
Savage K (2016) (67) Retrospectivo 24 NR Riesgo 2 afios: 4.5%
Landsburg L (2017) (68) Retrospectivo 159 NR 5/25
Dunleavy K (2018) (69) Prospectivo 24 5% (1/21) NR

SNC, sistema nervioso central; NR, no reportado; n, nimero

Morfolégicamente se caracteriza por presentar una infiltracion difusa por células B
grandes, similar al LDCGB, que en ocasiones pueden tener un aspecto blastoide. En
aproximadamente la mitad de los casos también se puede observar una infiltracion por
células de mediano tamafio con un patron de cielo estrellado similar al linfoma de Burkitt
0 presentar caracteristicas intermedias entre el LDCGB vy el linfoma de Burkitt.(1) Las
células neoplasicas normalmente expresan CD20, CD19, CD79a, CD10 y BCL6. Es
frecuente que también expresen MYC y BCL2, aunque el punto de corte para definir la
positividad no esta del todo establecido. El indice de proliferacion Ki67 normalmente es
elevado, aunque en algunas ocasiones puede ser bajo, sobre todo en los casos que
presentan una morfologia mas similar al LDCGB.(1) Los estudios de hibridacion
fluorescente in situ (FISH) son esenciales para la identificacion de los reordenamientos
de MYC, BCL2 y BCL6. La combinacion que se observa con mas frecuencia es la de
MYC y BCL2 (60%) seguido de MYC y BCL6 (22%) y de la combinacién de los tres

reordenamientos MYC, BCL2 y BCL6 (18%).(34)

1.3.3 Alteraciones genéticas y moleculares

A nivel citogenético, ademas de las translocaciones mencionadas previamente,
presentan con frecuencia cariotipos complejos con varias alteraciones

cromosdémicas.(1) El perfil mutacional, al igual que en el LDCGB es muy heterogéneo.

35



Dos estudios recientes han descrito la presencia de mutaciones recurrentes en genes
que controlan la epigenética como CREBBP (14%), KMT2D (8%), y EZH2 (4%), y en
genes implicados en la apoptosis celular como GNA13 (3%), TP53 (4%), y FOXOL1 (3%),
todos ellos también alterados con frecuencia en el LDCGB. Las mutaciones en MYC
(10%) y BCL2 (14%) también son frecuentes.(70, 71) Recientemente, también se han
descrito mutaciones en los genes TCF3 y su regulador negativo ID3, que se encuentran

tipicamente alterados en el linfoma de Burkitt.(72-74)

1.3.4 Factores prongsticos y tratamiento

Histéricamente, este grupo de linfomas se ha asociado con un prondstico desfavorable
con una mediana de SLP de 1 afio y una SG inferior a 2 afios.(60, 65, 75, 76) Sin
embargo, la mayoria de estos datos provienen de series retrospectivas donde los
pacientes estaban probablemente seleccionados. Recientemente, el Lunemburg
Lymphoma Biomarker Consortium, analiz6 la presencia de reordenamientos MYC,
BCL2 y BCL6 en 2383 pacientes con diagndstico de LDCGB tratados con R-CHOP. Los
resultados de este estudio demuestran la presencia de estos reordenamientos en 139
pacientes y confirman que confieren un peor prondstico, aunque no tan desfavorable
como se habia descrito inicialmente, con una SLP y SG a los 2 afios del 55% y 60%,
respectivamente.(77) Como en la mayoria de los linfomas agresivos, las recaidas
ocurren normalmente en los dos primeros afios.(77) y al igual que sucede en otros
linfomas, la afectacién del SNC al diagnéstico o a la recaida se asocia con una peor

supervivencia.(60, 67, 68).

No existe un tratamiento estandar y como se ha descrito previamente, el esquema R-
CHOP no consigue respuestas duraderas en un elevado numero de casos, por lo que
se recomienda utilizar combinaciones de quimioterapia de intensidad intermedia o alta.
Diferentes estudios retrospectivos han demostrado buenos resultados con esquemas
como R-EPOCH (rituximab, etopdsido, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina y

prednisona), R-CODOX-M/IVAC (rituximab, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina,
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metotrexato, ifosfamida, etopdsido y citarabina) u otros esquemas similares, con los que
se obtiene una SLP a los 2 afios alrededor del 70%.(60, 65, 68, 69) Debido al alto riesgo
de infiltracién del SNC, se recomienda realizar profilaxis del SNC aunque la via de
administracion y la pauta de tratamiento no estan bien establecidas.(78, 79) Este punto

se desarrolla con mas detalle en el apartado 1.7.

1.4 LINFOMA DE BURKITT

1.4.1 Definicion y epidemiologia

El linfoma de Burkitt es un linfoma B maduro con un comportamiento clinico muy
agresivo caracterizado por la translocacion del gen MYC. Es una enfermedad poco
frecuente, que representa menos del 1-2% de todos los linfomas en el mundo
occidental.(11) Se reconocen tres variantes epidemioldgicas, que se diferencian
fundamentalmente por su distribucién geografica, presentacion clinica y caracteristicas

bioldgicas.(1)

a) Endémico: Se diagnostica principalmente en paises de Africa ecuatorial y Papua
Nueva Guinea, sobre todo en zonas endémicas de malaria. En su etiopatogenia
estd implicado el VEB, presente en > 95% de los casos.

b) Esporadico: No tiene una distribucion geografica definida, y es la forma mas
frecuente en los paises occidentales. Es un linfoma poco frecuente con una
incidencia de 2-3 casos por millébn de habitantes/afio. Normalmente se
diagnostica en individuos jévenes con mediana de edad de 30 afios y predominio
en varones (ratio 2-3:1). ElI VEB se detecta en un 20-30% de los casos.

c) Asociado a inmunodeficiencia: Afecta con mayor frecuencia a personas
infectadas por el VIH, sobre todo aquellas con recuento de linfocitos T CD4

superiores a 200/uL. Se identifica el VEB hasta en un 25-40% de los casos.
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1.4.2 Presentacién clinicay diagnostico

El linfoma de Burkitt se caracteriza por presentar un curso clinico muy agresivo, masas
voluminosas de crecimiento rdpido y afectaciébn extraganglionar. La localizacién
extraganglionar mas frecuente es el intestino aunque también es habitual la afectacion
de otros 6rganos.(1, 80) La variante endémica se caracteriza ademas por la presencia
de masas mandibulares (50-70%).(1) En las tres variantes es frecuente la infiltracion del
SNC al diagnostico, que esta presente hasta en un 15-20% de los casos, sobre todo a

nivel de leptomeningeo (Tabla 4)(81-87).

Morfolégicamente, las células tumorales presentan un tamario intermedio y se disponen
formando un patrén difuso y uniforme, siendo habitual la presencia de imagenes de
mitosis. También se observan con frecuencia imagenes de “cielo estrellado”, debido a
la presencia de macréfagos que fagocitan detritus celulares producidos por la alta tasa
de proliferacion celular. Las células normalmente expresan CD20, BCL6 y CD10.
También es caracteristica una alta expresiéon de MYC. El indice proliferativo es muy
elevado con un Ki67 de alrededor del 100% en la mayoria de los casos. Desde el punto
de vista genético se caracteriza por el reordenamiento del gen MYC. La translocacion
mas frecuente (80%) es la t(8;14)(g24;9032) que yuxtapone del gen MYC en el
cromosoma 8 con promotores del gen que codifica la cadena pesada de las
inmunoglobulinas IgH (IGH) en el cromosoma 14. En los casos restantes el gen MYC
se yuxtapone a los promotores de las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas kappa

1(2;8)(p12;924) o lambda t(8;22)(g24;911).(1)

1.4.3 Alteraciones genéticas y moleculares

En el afio 2006, investigadores del Lymphoma/Leukemia Molecular Profiling Project,

demostraron que el linfoma de Burkitt posee un perfil de expresion génica propio, con
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una elevada expresion de MYC y otros genes target de MYC.(88) Recientemente,
diversos grupos han identificado la presencia de mutaciones recurrentes en TCF3 o su
regulador negativo ID3, hasta en un 70% de los pacientes.(73, 74, 89-91) Las
mutaciones en MYC también son frecuentes y se observan en un 40-70% de los
pacientes.(89, 90) Ademas, se han descrito mutaciones recurrentes en otros genes
como CCND3, GNA13, MKI67, SMARCA4, ARID1A y TP53, que se encuentra mutado

en el 30-40% de los casos.(73, 74, 89-91)

1.4.4 Factores prongsticos y tratamiento

La presencia de ciertas caracteristicas al diagnéstico como la edad avanzada,
afectacion del estado general (ECOG 2 2), elevacién de la LDH sérica o la infiltracion de
del SNC se han relacionado con un pronéstico mas adverso.(80, 83, 87, 92, 93)
Recientemente, un estudio retrospectivo de 641 pacientes con linfoma de Burkitt
tratados en diferentes centros de Estados Unidos desarrollé un indice prondstico
llamado BL-IPI con las variables: edad superior a 40 afios, ECOG 2-4, elevacién de la
LDH sérica al diagndstico, y afectacion del SNC. Este indice permite clasificar a los
pacientes en 3 categorias en base a la presencia de 0 (riesgo bajo), 1 (riesgo intermedio)
y 2 0 mas (riesgo alto) de estas caracteristicas, con una SG a los 3 afios de 96%, 82%

y 63% respectivamente.(94)

El tratamiento se basa en esquemas de quimioterapia a dosis altas incluyendo farmacos
con capacidad para penetrar al SNC, en combinacion con rituximab, con lo que se
consiguen buenas respuestas y una SG a los 3 afios del 70-90% (Tabla 4) (81, 85, 87,
93, 95-97). El principal inconveniente de estos esquemas es su elevada toxicidad, sobre
todo en los pacientes con comorbilidades o infeccién por VIH, con una tasa de
mortalidad relacionada con el tratamiento entre el 5% y el 15%.(81, 93) En los ultimos

afios, el esquema R-EPOCH ha demostrado también buenos resultados, con menor
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toxicidad que los esquemas mas intensivos.(82, 98). Sin embargo, uno de los
inconvenientes es que este esquema no incluye farmacos con capacidad para atravesar
la barrera hematoencefalica y la profilaxis del SNC se realiza solamente mediante la
administracion de MTX IT. A pesar de que en este estudio no se ha visto un mayor
namero de recaidas neuromeningeas, la presencia de infiltracion del SNC al
diagnostico, se asoci¢ de forma significativa con un mayor riesgo de progresion, con
una SLP a los 4 afios del 45% comparado con un 89% en los pacientes sin infiltracion
del SNC.(82) Los pacientes que presentan una recaida de la enfermedad tienen un

pronéstico infausto con una supervivencia inferior a 3 meses.(83, 99)

Tabla 4. Infiltracién del SNC y esquemas de tratamiento en el linfoma de Burkitt en la
era del rituximab

Estudio (afio) n VIH SNC Tratamiento Recaida SG
diagnostico SNC 3 afios

Ribera JM (2013) 118 38 12% Burkimab 2% 74%

(81)

Thomas DA (2006) 31 - NR R-HyperCVAD NR 89%

(95)

Dunleavy K (2013) 30 11 3% DA-EPOCH-R NR 100%

(98) SC-EPOCH-R 90%

Hoelzer D (2014) 363 - 10% R-QMT dosis altas 14% 80% (5a)

(85)

Noy A (2015) 34 34 20% CODOX/M-IVAC NR 69% (2a)

(86)

Roschewski M (2020) 113 28 10% DA-EPOCH-R 2% 87% (4a)

(82)

Zhu KY (2020) 81 18 11% CODOX/M-IVAC-R NR 81% (2a)

(87)

Zayac AS (2021) 641 141 19% CODOX-M-IVAC(R) 4% 72%*

(83) HyperCVAD (R) 3%

DA-EPOCH-(R) 13%

n, ndmero; SNC, sistema nervioso central; NR, no reportado; SG, supervivencia global; a, afios; R,
rituximab; QMT, quimioterapia; R-HyperCVAD, combinacion de: rituximab, ciclofosfamida, doxorrubicina,
dexametasona, vincrisitina, citarabina y metotrexate; DA-EPOCH-R, dosis ajustadas de la combinacion:
rituximab, etopdsido, ciclofosfamida, doxirrubicina, vincristina y prednisona; SC-EPOCH-R, dosis bajas del
esquema EPOCH-R; CODOX/M-IVAC, combinacion de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina,
metotrexato, ifosfamida, etoposido y citarabina.

*En los pacientes tratados con quimioterapia y rituximab (90% del total)
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1.5 LINFOMA DIFUSO DE CELULA GRANDE B PRIMARIO DEL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

1.5.1 Definicion y epidemiologia

El linfoma difuso de célula grande B primario del sistema nervioso central (LCP) es un
tipo de LDCGB que se origina en el cerebro, la médula espinal, las leptomeninges o en
los ojos. No se consideran LCP aquellos linfomas con afectacién sistémica previa o con
afectacién sistémica concomitante, ni tampoco los linfomas asociados con
inmunodeficiencias.(1)

Es un linfoma muy poco frecuente con una incidencia de 0.5 casos por 100.000
habitantes/afio, y representa menos del 1% de todos los LNH y un 2-3% de todos los
tumores cerebrales.(100) Puede afectar a personas de cualquier edad, con un pico de

incidencia entre los 50 y 70 afios.(100, 101)

1.5.2 Presentacion clinica

La presentacion clinica es variable y depende de la localizacion del linfoma. La mayoria
de pacientes presentan sintomas neuroldgicos como deterioro cognitivo o psicomotor
(60%), sintomas visuales (30%) o convulsiones (20%).(102) La afectacion
leptomeningea concomitante ocurre en un 15-20% de los casos y normalmente es

asintomatica.(103).

El linfoma cerebral primario se puede presentar en forma de una Unica lesién cerebral
(65%) o multiples lesiones (35%). La zona mas frecuentemente afectada son los
hemisferios cerebrales (38%), seguido del tdlamo/ganglios de la base (16%), cuerpo

calloso (14%), ventriculos cerebrales (12%) y cerebelo (9%).(104)
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1.5.3 Diagnadstico y perfil molecular

A nivel histologico, presenta un patron de crecimiento difuso, con un marcado
angiotropismo, por lo que las células tumorales tienden a acumularse alrededor de los
pequefios vasos. Las células tumorales expresan marcadores de células B como CD20,
CD22 y CD79a. También es frecuente la expresion de IRF4/MUM1 y BCL6 y hasta un
20% de los casos expresan CD10.(1) El estudio del liguido cefalorraquideo (LCR) debe
realizarse siempre y cuando no existan contraindicaciones para estudiar la presencia de
afectacién leptomeningea. La citologia convencional (CC) sigue siendo la técnica gold
standard para el andlisis del LCR, aunque en los ultimos afios se ha afiadido también la
citometria de flujo multiparamétrica (CFM), que ofrece una mayor sensibilidad para
detectar la presencia de células malignas.(106, 107) A nivel molecular, entre las
alteraciones mas frecuentes se encuentran mutaciones recurrentes en MYD88 y CD79b
presentes hasta en un 70% de los casos.(108) También se han descrito con frecuencia

mutaciones en los genes CARD11, TNFAIP3, PRDM1y TBL1XR1.(109-111)

1.5.4 Biomarcadores en el liquido cefalorraquideo

En los ultimos afios, numerosos estudios han investigado la presencia de proteinas u
otras moléculas en el LCR de estos pacientes, para utilizarlas como potenciales
biomarcadores que ayuden al diagnostico. Roy et al, utilizando estudios de proteémica,
demostraron que los niveles elevados de antitrombina Ill (ATIIl) en el LCR detectaban
con mayor sensibilidad y especificidad la presencia de linfoma que la CC.(112) Mas
recientemente, otros grupos observaron que los pacientes con LCP, presentan niveles
elevados de IL-6, IL10 y CXCL13 en el LCR, a diferencia de otros tumores cerebrales o
enfermedades no malignas del SNC, aunque los puntos de corte utilizados en los
diferentes estudios son muy variables.(113-117) Del mismo modo, también se han

detectado niveles elevados de CD27 soluble o CD19 soluble en el LCR de pacientes
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con linfoma cerebral.(118, 119) Por ultimo, también se ha descrito la presencia de los
microRNA miR-21, miR-19b y miR-922 con una sensibilidad y especificidad diagnosticas
del 95% y 96%, respectivamente.(120) Sin embargo, la utlidad de todos estos

biomarcadores en la practica clinica habitual esta aln por determinar.

1.5.5 Detecciéon de DNA tumoral libre circulante

Debido a las dificultades para el diagndstico y los riesgos asociados con la obtencion de
las biopsias cerebrales, en los ultimos afios ha habido un gran interés por analizar la
presencia de DNA tumoral libre circulante (ctDNA, del inglés cell free circulating tumor

DNA) en el plasmay el LCR de los pacientes con neoplasias cerebrales.(121-125)

a) Analisis de ctDNA en plasma

En los dltimos afios, varios trabajos han demostrado la presencia de ctDNA en el plasma
de los pacientes con sindromes linfoproliferativos con afectacion sistémica,
demostrando que existe una buena correlacién entre los niveles de ctDNA, el volumen
metabdlico tumoral y el pronéstico.(126-130) Recientemente, también se ha investigado
la presencia de ctDNA en el plasma de los pacientes con linfoma cerebral (Tabla 5).
Hattori et al. utilizando la técnica de droplet digital PCR (ddPCR), demostraron la
presencia de la mutacion MYD88 L265P en el plasma de 8 (57%) de los pacientes que
presentaban esta mutacion en el tumor.(131) De forma similar, otro estudio, utilizando
un panel de secuenciacion de NGS, detect6 la presencia de mutaciones somaticas en
el plasma de 8 (32%) pacientes con LCP, aunque con mutant allele frequencies (MAFs)
significativamente inferiores a las detectadas en el tumor.(132) Por ultimo, un trabajo
reciente encontrd la mutacion de MYD88 L265P en un 4% de las muestras de plasma
de pacientes con LCP a pesar de que se detectaba en el 85% de los tumores analizados.

(133) Estos estudios sugieren que, en el LCP, al igual que sucede en otras neoplasias
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cerebrales, la cantidad de ctDNA circulante en plasma es baja y por tanto el plasma no

seria una buena fuente para determinar el ctDNA.

b) Analisis de ctDNA en el LCR

Existen todavia pocos trabajos que hayan utilizado el LCR como fuente para el estudio
de ctDNA en pacientes con LCP (Tabla 5). En el afio 2018, Hiewke-Jiwa et al,
demostraron por primera vez la presencia de la mutacion MYD88 L265P en el LCR de
5 pacientes con linfoma e infiltracion del SNC.(134) De forma similar, otro estudio
detectd la mutacion MYD88 L265P en el LCR de 10 de 16 pacientes con LCP.(135)
Posteriormente, otro grupo de investigadores observo la mutacion MYD88 L265P en el
LCR de 6 (35%) pacientes al diagnéstico y en 3 (25%) en tratamiento.(136) También,
Hickman et al. detectaron mutaciones somaticas en el LCR de 3 de 5 pacientes con
LCP. Ademas, en los 3 pacientes también se detectaron mutaciones en el plasma,
aunqgue con MAFs significativamente inferiores a las del LCR.(137) Recientemente, un
grupo de investigadores del Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC), también
realizé un andlisis de ctDNA en 8 pacientes con LCP o secundario mediante un panel
customizado de NGS. Previo al inicio del tratamiento, todos los pacientes presentaban
ctDNA en el LCR. Ademés, analizaron muestras secuenciales de 9 pacientes y
observaron que en aquellos que alcanzaban RC, la cantidad de ctDNA disminuia hasta
hacerse indetectable; mientras que en 1 paciente con progresion precoz, los niveles de
ctDNA permanecieron estables.(138) Por ultimo, un grupo de investigadores de la
Universidad de Brown examinaron recientemente la presencia de clonotipos especificos
en el DNA libre circulante (cfDNA) del LCR utilizando una nueva técnica de NGS
combinada con una PCR multiple. En este estudio se detectd un clonotipo especifico
del tumor en el LCR de todos pacientes con linfoma cerebral (n=6), a pesar de que en

algunos de ellos no se detectaba enfermedad por CC ni CFM.(139)
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Tabla 5. Estudios de ctDNA en LCR y plasma en pacientes con linfoma cerebral

Estudio Pacientes Muestra Técnica Resultados
ctDNA
Hiemcke-Jiwa LS 3 LCP dx, LCR ddPCR Se detectd la mutacién MYD88
(2018)(134) 5 MW recaida L265P en 4 pacientes con MW y
enl1LCP
Zorofchian S (2018) 1 LC secundario LCR ddPCR Se detect6 la mutacién MYD88
(140) recaida L265P
Rimelen V (2019) (135) 11 LCP al dx LCR ddPCR Se detect6 MYD88 L265P en 8
5 recaida pacientes al dxy en 2 a la
recaida
Grommes C (2019) (138) 8LCPy LCR Panel NGS  Se detectaron >1 mutacién en
secundario todos los pacientes antes del
recaida tratamiento
Hickmann AK (2019) 3 LCP dx LCRYy PCR digital Se detect6 ctDNA en el LCR y
(137) plasma plasma de los 3 pacientes. La
concentracién de ctDNA en LCR
fue superior al plasma
Hiemcke-Jiwa LS (2019) 17 LCP LCRyY ddPCR Se detectdo MYD88 L265P en
(136) retrospectivo plasma 6/17 (35%) pacientes con
9 prospectivo al dx muestras retrospectivas y en
8/11 (73%) muestras de 9
pacientes de forma prospectiva.
Se detectd MYDB88 en el plasma
de 2/10 pacientes
Olszewski AJ (2020) 6 LC primario y LCRYy NGS IGH, Se detectd ctDNA en el LCR de
(139) secundario plasma IGK, todos los pacientes con linfoma
19 linfoma IGL cerebral y en 8 con linfoma
sistémico sin SNC sistémico (2 presentaron
recaida en SNC)
Hattori K (2018)(131) 14 LCP dx Plasma ddPCR Se detecto la mutaciéon MYD88
L265P en 8 (57%) pacientes
Fontanilles M (2017) 25 LCP dx Plasma Panel NGS  >1 mutacién somatica en 8
(132) (32%) pacientes
Montesinos-Rongen M 27 LCP dx Plasma Panel NGS  Se detecté MYD88 L265P en

(2020)(133)

85% de los tumores y 4% de las
muestras de plasma. CD79B en
59% de los tumores y en ningun
plasma

LCP, linfoma cerebral primario; MW, macroglobulinemia de Waldestrom; LC, linfoma cerebral; PCR,;
polimerase chain reaction; ddPCR, droplet digital PCR; ctDNA, cell free DNA; NGS, next generation
sequencing; dx, diagnostico; IGH, cadena pesada de las inmunoglobulinas; IGK, cadena ligera kappa de
las inmunoglobulinas; IGL, cadena ligera lambda de las inmunoglobulinas

1.5.6 Factores pronosticos

Los factores pronosticos mas importantes en el LCP son la edad y el estado general del

paciente. Ademas, el retraso en el inicio del tratamiento también ha demostrado ser uno

de los factores mas importantes asociado con un pronéstico desfavorable.(114) En las
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ultimas décadas, se han desarrollado dos indices prondsticos especificos. El
International Extranodal Lymphoma Study Group (IELSG) utilizando 5 parametros: edad
> 60 aflos, ECOG > 1, LDH sérica elevada, proteinas en el LCR elevadas, y afectacion
de las estructuras profundas del cerebro, diferencian 3 grupos prondsticos segun la
presencia de 0-1, 2-3 6 4-5 variables, con una SG a los 2 afios del 80%, 48% y 15%,
respectivamente.(141) Los investigadores del MSKCC desarrollaron otro indice que
estratifica a los pacientes en tres grupos en funcién de la edad y el estado general. Asi,
los pacientes menores de 50 afios tienen el mejor prondstico con una mediana de SG
de 8.5 afos, los pacientes mayores de 50 afios con un Karnofsky Performance Score
(KPS) > 70 tienen una SG mediana de 3.2 afios, y los pacientes mayores de 50 afios
pero con un KPS < 70 son los que tienen el peor prondstico con una mediana de SG de

1 afo.(142)

1.5.7 Tratamiento

El tratamiento se basa en esquemas de quimioterapia que incluyan MTX a dosis
intermedias o altas (1.5-8 g/m?) y otros farmacos con capacidad para penetrar la barrera
hematoencefalica. Ademas, hace unos afos se confirmé que la incorporacién de
rituximab mejoraba el prondstico de estos pacientes, por lo que desde entonces se ha
afiadido a la mayoria de los esquemas terapéuticos. La radioterapia (RT) holocraneal
también consigue un alto porcentaje de respuestas e histéricamente ha sido uno de los
tratamientos mas utilizados. Sin embargo, las respuestas no son duraderas, debido
sobre todo a las recaidas precoces fuera del campo irradiado con una supervivencia
inferior a 12 meses.(143) Ademés, estd bien descrita la aparicion de toxicidad
neuroldgica a largo plazo, principalmente en pacientes mayores de 60 afios, por lo que

en la actualidad se utiliza casi exclusivamente como tratamiento de rescate.
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Recientemente, investigadores del grupo IELSG, demostraron en un estudio
aleatorizado fase 2 (IELSG32), que la combinacién de rituximab, tiotepa, citarabina y
MTX (brazo C) era superior a la combinacién de MTX y citarabina y tiotepa (brazo B) y
MTX vy citarabina (brazo A), con una SLP a los 2 afios del 61% vs. 46% vs. 36%,
respectivamente.(144) Una segunda aleatorizacion, asignaba a los pacientes que
respondian al tratamiento de induccidn, a recibir como consolidacién un TASP vs. RT
holocraneal. No se encontraron diferencias significativas entre los dos grupos, con una
SG a los 2 afios del 77% vs. 82%.(145) Para los pacientes mayores, el uso de dosis
intermedias o altas de MTX se ha asociado con una mejor supervivencia, por lo que

siempre que sea posible se debera incluir en el esquema de tratamiento.(147)

Para el tratamiento de la recaida, las opciones son mas limitadas. En caso de que haya
habido una respuesta previa, se recomienda utilizar nuevamente MTX en combinacién
con otros farmacos. La RT holocraneal también ha demostrado buenos resultados para
el control de la enfermedad, aunque la duracidn de las respuestas es en general
corta.(148) En los ultimos afios, nuevas moléculas como lenalidomida, pomalidomida o
ibrutinib han demostrado resultados prometedores, aunque su papel esta todavia por

determinar.(138, 149-152)

1.6 INFILTRACION DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL EN LOS
SINDROMES LINFOPROLIFERATIVOS CON AFECTACION
SISTEMICA

1.6.1 Definicion y caracteristicas clinicas

El linfoma cerebral secundario se define como la afectacién del SNC por un linfoma
sistémico, bien al momento del diagndstico del linfoma, durante el transcurso de la

enfermedad o al momento de la recaida. Es una complicacion poco frecuente que ocurre
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en aproximadamente 1-5% de los pacientes con linfomas agresivos, aunque existe una
gran variabilidad segun el subtipo de linfoma.(60, 81, 153) Ademas, la presencia de
determinados factores clinicos y biol6gicos aumenta el riesgo de afectacién del SNC, tal

y como se detalla en el apartado 1.6.2.

Puede presentarse como una afectacién aislada del SNC o puede ocurrir de forma
concomitante a la afectacion sistémica. La enfermedad puede aparecer como infiltracion
leptomeningea, lesiones a nivel del parénquima cerebral o ambas. Las manifestaciones
clinicas varian en funcién de la zona afectada, siendo los sintomas mas frecuentes
cefalea, nauseas o vémitos, deterioro cognitivo y pardlisis de pares craneales. Algunos
pacientes se encuentran asintomaticos sobre todo aquellos con infiltracion

leptomeningea al diagnostico.(154, 155)

1.6.2 Factores de riesgo de infiltracién del sistema nervioso central

1.6.2.1 Subtipo histolégico

Los factores de riesgo de recaida en el SNC han sido evaluados en numerosos estudios
a lo largo de los afos. El subtipo histolégico es el principal factor de riesgo, de modo
que los linfomas agresivos son los que presentan un riesgo mas elevado, en especial el
linfoma de Burkitt, donde entre un 10-25% de los pacientes presentan afectacion del
SNC al diagnéstico.(81-83, 93) También el linfoma B de alto grado con reordenamientos
de MYC y BCL2 y/o BCL6 se ha asociado histéricamente con un riesgo elevado, aunque
con una incidencia variable segun los diferentes estudios entre el 5 y el 50%.(60, 61, 63-
69) En el LDCGB el riesgo de recaida en el SNC es aproximadamente del 2%, aunque
ciertas caracteristicas clinicas y bioldgicas que se detallan en los apartados 1.6.2.2 y
1.6.2.3 pueden aumentar el riesgo hasta un 15%.(156) La variante blastoide del linfoma

del manto también se ha asociado con un mayor riesgo de recaida.(157)
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Los linfomas de curso clinico indolente, generalmente presentan un riesgo muy bajo de
afectacién neuromeningea. En el caso particular del linfoma linfoplasmacitico, la
infiltracién del SNC es una complicacion poco frecuente pero bien descrita denominada
sindrome de Bing Neel. Normalmente se asocia con un curso clinico benigno y un

pronéstico mas favorable que en los linfomas agresivos.(158)

1.6.2.2 Factores clinicos

El general, los pacientes con LDCGB tienen un riesgo bajo de recaida en el SNC, sin
embargo, la presencia de ciertas caracteristicas clinicas, aumenta el riesgo de forma
significativa. Recientemente, el German High-Grade Non-Hodgkin Lymphoma Study
Group (DSHNHL) en colaboracién con la British Columbia Cancer Agency (BCCA),
desarrollé un indice prondstico denominado CNS-IPI utilizando una cohorte de 2164
pacientes tratados dentro de ensayos clinicos con esquemas tipo R-CHOP. El CNS-IPI
incluye las 5 variables del IPI y la afectacion renal o de las glandulas suprarrenales; y
divide a los pacientes en 3 grupos, segun la presencia de 0-1, 2-3 o 4-6 variables, con
un riesgo de recaida en el SNC a los 2 afios del 0.6%, 3.4%, y 10.2%, respectivamente

(Figura 4).(14)
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Figura 4. Riesgo de recaida en el SNC segun el indice pronostico CNS-IPI. Se diferencian 3
grupos de riesgo, bajo (0-1), intermedio (2-3) y alto (4-6). BBCA, British Columbia Cancer Agency;
DSHNHL, German High Grade Non-Hodgkin Lymphoma Study Group.

*Imagen adaptada de Schmitz et al. J Clin Oncol.2016;34:3150-3156
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La afectacion de ciertas regiones extraganglionares también se ha relacionado con un
mayor riesgo de recaida neuromeningea, aunque la mayor parte de la evidencia
proviene de estudios retrospectivos (tabla 6). La infiltracion testicular, ya sea como
localizacién primaria del linfoma o como extension de un linfoma sistémico, se ha
asociado a lo largo de los afios con un riesgo de recaida en SNC de aproximadamente
el 15-25% a los 10 afos.(160-162) La afectacion mamaria también se ha relacionado
con un riesgo mas elevado, de aproximadamente el 15%, tanto en estudios previos
como posteriores a la introduccién de rituximab.(163-165) También la afectacion renal
o de las glandulas suprarrenales se ha asociado con un mayor riesgo de enfermedad
en el SNC, tal y como se demuestra en el estudio del CNS-IPl y en otras series
retrospectivas.(14, 165, 166) La relacion entre la afectacion de otras localizaciones y el
riesgo de recaida neuromeningea es menos clara.(167-169) Por ultimo, un estudio
retrospectivo internacional con 1532 pacientes, demostré que la afectaciéon de mas de
dos regiones extranodales identificadas por PET/TC, también se asociaba con un riesgo

de infiltracion del SNC del 15% a los 2 afios.(13)

1.6.2.3 Factores hioldgicos

La presencia de reordenamientos de MYC, BCL2 y/o BCL6 confiere un mayor riesgo de
recaida en el SNC. Las primeras series retrospectivas describian una tasa de infiltracion
del SNC de hasta el 50%, aunque cabe destacar un probable sesgo de seleccién.(61,
63) Estudios mas recientes, han observado que existe un riesgo elevado, aunque no
tanto como lo descrito inicialmente, con una tasa de recaida que oscila entre el 5% vy el
20%, tal y como se detalla en el apartado 1.3.2 .(67, 68) La sobreexpresién por
inmunohistoquimica de MYC y BCL2 en el LDCGB, también se ha asociado en algunos
estudios con un mayor riesgo de recaida, aunque estos hallazgos no han sido validados
en otras series.(67, 159) La expresion de CD5 también se ha relacionado con un mayor

riesgo de recaida en una serie retrospectiva de Japén.(170) Por ultimo, un analisis
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posthoc de una cohorte de 1418 pacientes con LDCGB incluidos en el ensayo clinico
GOYA, demostré que la célula de origen determinada por GEP constituye un factor de
riesgo independiente siendo los pacientes con fenotipo ABC o inclasificable y CNS-IPI
de alto riesgo los que presentan un riesgo mas elevado (15.2% a los 2 afios).(159)

(Tabla 6)

Tabla 6. Factores de riesgo de recaida en SNC en pacientes con LDCGB en la era de
rituximab

Frecuencia Riesgo derecaida Tiempo alarecaida Ref.
SNC (2 afos) (mediana)
Factores de riesgo clinicos
CNS-IPI alto > 4 12%-23% 10%-12% NR (14)
> 2 localizaciones EN 10% 15% 9 meses (13)
Testiculo 5% 6%-16% (5a) 2 afos (5a loc) (161, 162)
Rifién 4% ~20% 5 meses (14, 165, 166)
Mama 2% 16%*-28% (10a) 3 afios loc. (163, 171)
Factores de riesgo bioldgicos
Subtipo ABC# ~40% 9% NR (67)
ABC* + CNS-IPI > 4 8% 15% 8.5 meses (159)
MYC+/BCL2+ IHQ* 30% 10% NR (67)
MY C+/BCL2+ double hit ~5% 5-48%* 6 meses (60, 61, 67, 68)
CD5 + IHQ ~5% 13%* 16 meses (170)

SNC, sistema nervioso central; Ref, referencia; EN, extranodal; ABC, activated B cell; IHQ,
inmunohistoquimica; GEP, gene expression profiling; a, afios; loc, localizado; NR, no reportado

*Frecuencia de recaida en SNC, #Determinado por GEP, *MYC >40%, BCL2 >50%

1.6.3 Pruebas diagnésticas en el liquido cefalorraguideo

En los pacientes que presentan sintomas neuroldgicos, o aquellos en los que haya una
sospecha de afectacién del SNC, se recomienda realizar una RMN cerebral y un analisis
del LCR. Ademas, en los pacientes asintomaticos que presenten factores de riesgo, se

recomienda realizar un analisis del LCR al momento del diagndstico para evaluar la
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presencia de células malignas. Los analisis que se realizan en el LCR de detallan a

continuacion.

1.6.3.1 Citologia convencional y citometria de flujo

La citologia convencional (CC) ha sido histéricamente el método estandar para la
analizar la afectacion leptomeningea en los pacientes con sindromes
linfoproliferativos.(172, 173) Es una técnica muy especifica que sin embargo tiene una
sensibilidad limitada, dando lugar hasta un 40% de falsos negativos.(174) En los ultimos
afios, la citometria de flujo multiparamétrica (CFM) ha demostrado mejorar la
sensibilidad de la CC para la deteccion de enfermedad leptomeningea en los linfomas
agresivos, detectando células malignas en aproximadamente un 15% de casos donde
la CC habia resultado negativa.(106, 107, 175) Asi, en un estudio del Grupo Espafiol
para el Estudio de la Enfermedad en el SNC, la CFM detectd células malignas en 27 de
los 123 (22%) pacientes, mientras que la CC solo fue positiva en 7 (6%) casos.(106) De
forma similar, un estudio internacional mas reciente analiz6 muestras de LCR de
pacientes con LDCGB de alto riesgo (n=246) y linfoma de Burkitt (n=80), antes de iniciar
el tratamiento sistémico. La CFM demostré la presencia de enfermedad en un 13% de
los pacientes con LDCGB y 11% de los pacientes con LB, mientras que la CC solo fue
positiva en un 4.5% y un 6% de los casos, respectivamente.(107) Asi pues, en la
actualidad, se recomienda utilizar ambas técnicas, CC y CFM, en aquellos pacientes

con linfomas agresivos que presenten factores de riesgo de afectacion del SNC.(176)

1.6.3.2 DNA circulante tumoral

El LCR ha demostrado ser una buena fuente para el estudio del ctDNA en los tumores

cerebrales sélidos y también en los linfomas con afectacidén cerebral Unica, tal y como
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se ha comentado en el apartado 1.5.5. En cuanto a los linfomas sistémicos, los
resultados preliminares de un estudio presentado en el American Society of Hematology
(ASH) Meeting del afio 2020, demostraron la presencia de clonotipos especificos del
tumor en el LCR de 8 (42%) pacientes con linfoma sistémico con factores de riesgo de
recaida en el SNC, pero sin evidencia de enfermedad. Con una mediana de seguimiento
de 11 meses, 2 de los 8 pacientes con cfDNA detectable presentaron una recaida
neuromeningea; mientras que ningun paciente con resultado negativo habia recaido por

el momento.(139)

1.6.4 Prondéstico y tratamiento

La afectacion del SNC por un linfoma sistémico se asocia a mal pronostico, sobre todo
cuando se presenta al momento de la recaida, con una supervivencia inferior a 6
meses.(14, 83, 155, 156, 177) En un estudio retrospectivo reciente de 254 pacientes
con linfoma cerebral secundario, se observo que la presencia de determinadas variables
como: edad < 60 afios, buen estado general (ECOG 0-1), ausencia de afectacion
concomitante leptomeningea y parenquimatosa, y recaida tras finalizar el tratamiento de

primera linea; se asociaban con un pronéstico mas favorable.(155)

El tratamiento de la infiltracién del SNC se basa en el uso de terapias dirigidas contra el
SNC, como la RT holocraneal o craneo-espinal, farmacos de administracion IT,
clasicamente MTX y/o citarabina; o0 quimioterapia endovenosa con capacidad de
penetrar la barrera hematoencefalica, aunque en general, la tasa de respuesta es
baja.(83, 155, 178, 179) Varios estudios han demostrado que los mejores resultados se
obtienen con esquemas de quimioterapia que incluyen dosis altas de MTX y/o
citarabina,, seguido de un TASP de consolidacién, con una SLP a los 2 afios del
50%.(180, 181) En los ultimos afios, nuevas moléculas como lenalidomida, o ibrutinib,
han mostrado resultados prometedores, aunque su papel esta todavia por

determinar.(138, 149-152) Por ultimo, en una serie reciente de 8 pacientes con linfoma
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cerebral secundario, la terapia con células CART demostré también resultados
esperanzadores, con un perfil de toxicidad aceptable, por lo que actualmente su eficacia

esta siendo evaluada en ensayos clinicos prospectivos.(182)

1.7 ESTRATEGIAS DE PROFILAXIS DE LA RECAIDA EN EL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

En los pacientes con linfomas agresivos, sin evidencia de enfermedad neuromeningea,
pero con factores de riesgo de recaida en el SNC, se recomienda realizar tratamiento
de profilaxis con farmacos con capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica. Esta
recomendacion proviene de los resultados observados en leucemia linfoblastica aguda
y el linfoma de Burkitt, donde el nimero de recaidas en el SNC ha disminuido
considerablemente tras la introduccion de farmacos con capacidad de penetrar al
SNC.(183). Sin embargo, en otros linfomas de alto grado como el LDCGB o el linfoma
B de alto grado, la eficacia de la profilaxis del SNC es controvertida. Ademas, tampoco

hay un consenso en cuanto a la via de administracion o la pauta de tratamiento.

1.7.1 Profilaxis intratecal

La profilaxis intratecal (IT) con MTX y/o citarabina ha sido histéricamente la mas utilizada
en los linfomas agresivos aunque en el LDCGB vy linfoma B de alto grado existe
controversia sobre su eficacia ya que la mayoria de la evidencia proviene de estudios
prospectivos no aleatorizados o de estudios retrospectivos.(153, 156, 165, 177, 184-
187) En la era del rituximab, el estudio RICOVER-60 llevado a cabo por el DSHNHL,
comparé los esquemas CHOP-14 vs. R-CHOP-14 en 1217 pacientes mayores de 60
anos. En este estudio, se recomendaba profilaxis del SNC con MTX IT en los pacientes

con afectacion testicular, de médula 6sea o de estructuras de cabeza y cuello.
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Finalmente, solo un 57% de los pacientes considerados de alto riesgo recibieron MTX
IT profilactico. El uso de profilaxis IT se asocié con un menor riesgo de recaidas
neuromeningeas en los pacientes tratados con CHOP; sin embargo, no se observé
ningun beneficio en los pacientes que recibian R-CHOP. Ademas, observaron que la
incorporaciéon de rituximab al tratamiento se asociaba de forma significativa con un
menor riesgo de recaida en el SNC.(153) Un andlisis posterior de 2210 pacientes entre
18 y 60 afos tratados dentro de diferentes ensayos clinicos con quimioterapia tipo
CHOP asociada o no a rituximab, también observé falta de eficacia de la profilaxis con
MTX IT, aunque los criterios de seleccién de los pacientes de riesgo que recibian
profilaxis eran heterogéneos entre los diferentes ensayos clinicos.(177) Mas
recientemente, en otro estudio prospectivo de 984 pacientes que comparaba R-CHOP
14 vs. R-CHOP 21, tampoco se observo un menor nimero de recaidas en los pacientes
gue recibian profilaxis con MTX IT, aunque estos solo representaban un 18% de todos
los pacientes incluidos.(156) De forma similar, varios estudios retrospectivos con un
numero elevado de pacientes llevados a cabo en los ultimos afios, tampoco han
observado un claro beneficio de la profilaxis con MTX IT.(165, 184-188) Por altimo, un
analisis post hoc del estudio GOYA que comparaba R-CHOP vs. obinutuzumab-CHOP,
tampoco encontré diferencias significativas entre los pacientes con CNS-IPI de alto
riesgo que recibian profilaxis con MTX IT y los pacientes que no recibian profilaxis.(159)
Los resultados de los principales estudios prospectivos y retrospectivos que han
evaluado la eficacia de la profilaxis con MTX IT llevados a cabo en la era de rituximab

estan resumidos en la tabla 7.

Un caso particular es el linfoma testicular, donde el uso de profilaxis con MTX IT si que
parece reducir el riesgo de recaida en el SNC.(162) Esta observaciéon se basa en los
resultados de un estudio prospectivo fase 2 con 53 pacientes con linfoma testicular

localizado, tratados con R-CHOP mas radioterapia testicular y 4 dosis de MTX IT. En
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este estudio se observé un riesgo de recaida en el SNC del 6% a los 5 afios, que es

significativamente inferior a lo reportado en otras series.(160-162)

Tabla 7. Principales estudios de profilaxis con MTX IT en pacientes con LDCGB

Estudio Tipo estudio n Pacientes  Tratamien Profilaxis Riesgo Tiempo Comentarios
to IT recaida recaida,
SNC mediana
Boehme V Andlisis post 1217 61-80 a CHOP vs. 57% 6.9% vs. 8m No beneficio de MTX IT en
2009 (153) hoc RICOVER- “agresivo” R-CHOP 4.1% pacientes de alto riesgo
60 (2a) tratados con rituximab
Rituximab reduce el riesgo
de recaida en SNC
Tai WM Retrospectivo 499 >18a (R)-CHOP 18%* 6%* 6.7m No beneficio MTX IT,
2011 (165) (2a) tampoco en pacientes de
alto riesgo (UVA)
VillaD Retrospectivo 435 2164, lll-lV  (R)-CHOP 4%* 6.4%* 6.7m* No beneficio MTX IT en
2011 (184) 0 testicular pacientes tratados con R-
CHOP p=0.36 (UVA)
Schmitz N Analisis post 2210 18-60 a CHOP vs. NR 2.3% 7m No diferencias entre IT vs.
2012 (177) hoc MinTy R-CHOP (2a) no px en pacientes tratados
otros conR
Kumar A Prospectivo 989 218 a R-CHOP 11% 2% 12.8 m No diferencias entre px y no
2012 (185) NCCN (72% IT) (2.5a) px en el grupo de alto riesgo
database 5.4% px vs. 1.4% no px,
p=0.08
Tomita N Retrospectivo 332 18-80 a R-CHOP 12% 3.6% 8.2m ITMTX 8.7% vs. 2.9% no px
2015 (186) (3a) (p=0.14)
Tampoco diferencias en el
grupo de alto riesgo
Gleeson M Analisis post 984 >18 a, lI-IV  R-CHOP 14 18% 1.9% 8m No diferencias IT vs. no px,
2017 (156) hoc EC UK 61Bulky  vs.R-CHOP (6a) tampoco ajustado por CNS-
NCRI 21 IPI (HR 1.12; 95% Cl 0.4-3-
14)
Eyre T Retrospectivo 690 >70a R-CHOP 14% 3.1% 9.4m No diferencias entre ITy no
2019 (187) (3a) px, tampoco ajustado por
CNS-IPI
Klanova M Analisis post 1418 21843, IPI> R-CHOP vs. 10% 2.5% 8.5m No diferencias IT vs. no px
2019 (159) hoc GOYA 26IPI1si O-CHOP (2a) (2.8% vs. 2.6%). Tampoco
<60 6 IPIO diferencias ajustado por
si Bulky CNS-IPI

NCCN, National Comprehensive Cancer Network; EC, ensayos clinicos; NR, no reportado; n, nimero; a,
afios; IT, intratecal; px, profilaxis; R, rituximab; O, obinutuzumab; m, meses. UVA, andlisis univariado;

1.7.2 Profilaxis sistémica

En los ultimos afios, dada la dudosa eficacia de la profilaxis con MTX IT, se ha

comenzado a utilizar MTX a dosis altas (HD-MTX) por via endovenosa en los pacientes

con LDCGB o linfoma B de alto grado con factores de riesgo de recaida en el SNC.
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Numerosos estudios han observado que en la actualidad, la mayoria de las recaidas en
los pacientes con LDCGB se producen en el parénquima cerebral y no a nivel
leptomeningeo, como sucedia antes de la introduccién del rituximab.(168, 184, 185,
189) Dado que la administracién por via endovenosa de dosis altas de MTX 3-8 g/m?
consigue niveles terapéuticos mas elevados y mantenidos en el parénquima cerebral y
el LCR, numerosos autores sugieren que seria mas util que el MTX IT para prevenir las
recaidas en ambas localizaciones.(190, 191) Una de las principales limitaciones a la
hora de administrar HD-MTX es la toxicidad asociada, sobre todo a nivel renal , por lo
que su uso debe limitarse a pacientes sin comorbilidades y con una funcion renal

adecuada.(192-194)

En los dltimos afos varios estudios han investigado la eficacia de este tipo de profilaxis
en pacientes con LDCGB. Inicialmente, Abramson et al. analizaron retrospectivamente
65 pacientes con LDCGB de alto riesgo que habian recibido HD-MTX (3.5mg/m?) como
profilaxis durante el tratamiento con R-CHOP, habitualmente el dia 15 de los ciclos 2, 4
y 6. Solamente 2 (3%) pacientes presentaron una recaida en el SNC, y la tolerancia al
tratamiento fue en general buena, aunque un 40% de los pacientes presentaron
insuficiencia renal (IR) aguda transitoria y en 8 casos se tuvo que retrasar el siguiente
ciclo de quimioterapia.(192) Otro estudio multicéntrico retrospectivo, comparoé pacientes
con LDCGB de alto riesgo que habian recibido tratamiento con: 1) (R)-CHOP mas MTX
IT; 2) (R)-CHOP més dos ciclos de HD-MTX; y 3) dosis altas de quimioterapia
(HyperCVAD o CODOXM/IVAXC) con MTX IT y HD-MTX. En este estudio, los pacientes
que recibian profilaxis con HD-MTX o dosis altas de citarabina presentaron un menor
namero de recaidas en el SNC que los que recibian solamente tratamiento con MTX IT,
con un riesgo a los 3 afios de 18%, 7% y 2%, en los grupos 1, 2 y 3
respectivamente.(193) Sin embargo, una de las limitaciones de este estudio es la

heterogeneidad en cuanto a los factores de riesgo de recaida en SNC, y la
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administracion desigual de rituximab entre los diferentes grupos de tratamiento. Otro
estudio retrospectivo del grupo italiano también observé un menor niumero de recaidas
en los pacientes que recibian HD-MTX comparado con los que recibian IT.(188) Por el
contrario, diversos estudios retrospectivos recientes no han demostrado un beneficio
claro de la profilaxis con HD-MTX en pacientes con LDCGB de alto riesgo.(194, 195)
Los principales estudios de profilaxis con HD-MTX en pacientes con LDCGB estan

resumidos en la tabla 8.
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Tabla 8. Principales estudios retrospectivos de profilaxis con dosis altas de MTX en
pacientes con LDCGB en la era de rituximab

Estudio, afio n Factores de riesgo Tratamiento Tipo de profilaxis Recaida SNC Comentarios
Abramson JS 65 EN alto riesgo’ R-CHOP MTX 3-3.5g/m? 3%* IR transitoria, 7/65
2010 (192) > 2 EN + LDH elevada Retraso QMT, 8/65
Criterios de
Hollander
Cheah C 217 EN alto riesgo* 1. CHOP+/-R Ninguna 1. 18.4% (3a) Beneficio px vs. no px
2014 (193) EN multiple, LDH 2. CHOP +/-R MTX 1-3g/m? 2. 6.9% (3a) 20 pacientes paran
elevada o sintomas B 3. Hyper-CVAD MTX 1-3g/m? 3. 2.3%(3a) MTX por IR**
CODOX +1T
Ferreri AIM 107 EN alto riesgo® R-CHOP Ninguna ¢ IT 1. 12%* Beneficio
2015 (188) Estadio IlI-1V + LDH MTX 3g/m? 2. 0% No toxicidad grado
elevada (n=33) >3
Lee K 130 EN alto riesgo” R-CHOP Ninguna 1. 6.9%(2a) No beneficio
2019 (194) >2 EN y LDH elevada MTX 3.5g/m? 2. 8.1%(2a) Toxicidad hepatica
CNS-IPI > 4 (n=64) 20%, toxicidad renal
7.8%
Goldschmidt N 480 EN alto riesgo” CHOP +/- R (80%) MTX > 3g/m? 6.5% No beneficio
2019 (195) Estadio IV (27%)
LDH elevada
>1 EN
Wilson MR 334 EN alto riesgo" R-CHOP MTX intercal. 1. 6.8% (3a) No diferencias entre
2020 (196) >2 EN + elevacion MTX final 2. 4.7% (3a) intercalado y al final
LDH Mas toxicidad con el
CNS-IP1 > 4 esquema intercalado
Orellana-NoiaV 1030 Haber recibido R-CHOP MTX (20%) 1. 7% No beneficio MTX iv
2020 (197) profilaxis del SNC R-EPOCH IT (77%) 2. 5% vs. IT. Tampoco en
analisis de subgrupos
(CNS-IPI, EN riesgo,
elevacion LDH)
Puckrin R 326 CNS-IP1 > 4 R-CHOP Ninguna 1. 12.2% No beneficio
2020 (198) Testicular QMT dosis altas MTX 3.5g/m? 2. 11.2%
Double-hit (11%) (35%)

LDH elevada +
ECOG>1+>1EN

+/- TASP (21%)

FR; factores de riesgo; IR, insuficiencia renal; EN, extranodal; IT, intratecal; Ara-C, citarabina; ns, no

significativo; QMT, quimioterapia; NR, no reportado; TASP, trasplante autélogo de progenitores
hematopoyéticos

*frecuencia de recaida en SNC

**solo descrita en pacientes del grupo 2

tMédula dsea, senos paranasales, testiculos, epidural, rifion/adrenales y orbita.

¥Médula 6sea, mamas, testiculo, rifidn/adrenales, senos, nasofaringe, higado y paravertebral.
§Testiculo, espinal, crdneo, senos, drbita, nasofaringe, rindn/adrenales y mama.
AMédula 6sea, mama, testiculo y senos paranasales.

#Médula ésea, testiculo, 6rbita y mama.

qITesticulo, rifidn/adrenales, mama, senos paranasales, paraespinal, ovario.
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2 HIPOTESIS
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2.1 HIPOTESIS

La mayoria de las recaidas en el SNC en los pacientes con linfoma sistémico se
producen de forma precoz tras el tratamiento de primera linea, lo que sugiere que las
células malignas podrian estar ya presentes en el LCR al momento del diagndstico y

no ser detectadas por las técnicas convencionales.

Ademads, las recaidas en el SNC se asocian con muy mal prondstico, con una
supervivencia inferior a 6 meses. Por ello, en los pacientes que presentan factores de
riesgo de recaida neuromeningea se recomienda realizar profilaxis del SNC con
farmacos con capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica, aunque en la
actualidad su eficacia es controvertida. Ademas, tampoco existe un consenso sobre cudl

es el esquema de profilaxis mas eficaz.

Las hipotesis sobre las cuales se asienta la presente Tesis Doctoral son las siguientes:

1. Ladeteccion de DNA tumoral libre circulante en el LCR podria ser mas sensible
que las técnicas convencionales para detectar la enfermedad en el SNC en

pacientes con sindromes linfoproliferativos.

2. La profilaxis del SNC con farmacos con capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica administrados por via endovenosa o IT, podria disminuir el
namero de recaidas neuromeningeas en los pacientes con LDCGB con factores

de riesgo de recaida en el SNC.
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3.1 OBJETIVOS

3.1.1 Objetivo principal

1. Determinar la presencia de DNA tumoral circulante (ctDNA) mediante droplet
digital PCR (ddPCR) en el LCR de los pacientes con linfoma cerebral o linfoma
sistémico y factores de riesgo de recaida en el SNC, y analizar su correlacién

con las técnicas convencionales.

3.1.2 Objetivos secundarios

1. Analizar los niveles de ctDNA en muestras secuenciales de LCR y el plasma de
pacientes con linfoma cerebral y linfoma sistémico al diagnostico, durante y al

final del tratamiento.

2. Correlacionar los resultados del estudio de ctDNA en el LCR con el riesgo de
recaida en el SNC en pacientes con linfoma sistémico con factores de riesgo de

recaida neuromeningea y en pacientes con linfoma cerebral.

3. Analizar la eficacia de la profilaxis del SNC en los pacientes con LDCGB y

factores de riesgo de recaida neuromeningea.

4. Comparar la eficacia de los dos esquemas de profilaxis mas utilizados,

guimioterapia intratecal y dosis altas de metotrexato endovenoso, en los

pacientes con LDCGB y factores de riesgo de recaida en el SNC.
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4.1 PRIMERA PUBLICACION

Cell free circulating tumor DNA in cerebrospinal fluid detects and monitors central
nervous system involvement of B-cell ymphomas. By Bobillo S, Crespo M, Escudero L,
Mayor R, Raheja P, Carpio C, Rubio-Perez C, Taz6n-Vega B, Palacio C, Carabia J,
Jiménez I, Nieto JC, Montoro J, Martinez-Ricarte F, Castellvi J, Simé M,
Puigdefabregas L, Abrisqueta P, Bosch F, Seoane J. Haematologica. 2021 Feb
1;106(2):513-521. doi: 10.3324/haematol.2019.241208.
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ABSTRACT

e levels of cell free circulating tumor DNA (ctDNA) in plasma cor-
relate with treatment response and outcome in systemic lym-
phomas. Notably, in brain tumors, the levels of ctDNA in the cere-

brospinal fluid (CSF) are higher than in plasma. Nevertheless, their role in
central nervous system (CNS) lymphomas remains elusive. We evaluated
the CSF and plasma from 19 patients: 6 restricted CNS lymphomas, 1 sys-
temic and CNS lymphoma, and 12 systemic lymphomas. We performed
whole exome sequencing or targeted sequencing to identify somatic muta-
tions of the primary tumor, then variant-specific droplet digital polymerase
chain reaction was designed for each mutation. At time of enrollment, we
found ctDNA in the CSF of all patients with restricted CNS lymphoma but
not in patients with systemic lymphoma without CNS involvement.
Conversely, plasma ctDNA was detected in only 2 out of 6 patients with
restricted CNS lymphoma with lower variant allele frequencies than CSF
ctDNA. Moreover, we detected CSF ctDNA in one patient with CNS lym-
phoma in complete remission and in one patient with systemic lymphoma,
3 and 8 months before CNS relapse was confirmed, indicating that CSF
ctDNA might detect CNS relapse earlier than conventional methods.
Finally, in two cases with CNS lymphoma, CSF ctDNA was still detected
after treatment even though no tumoral cells were observed by flow
cytometry (FC), indicating that CSF ctDNA detected residual disease better
than FC. In conclusion, CSF ctDNA can detect CNS lesions better than plas-
ma ctDNA and FC. In addition, CSF ctDNA predicted CNS relapse in CNS
and systemic lymphomas.

Introduction

Central nervous system (CNS) involvement in B-cell malignancies is associated
with dismal prognosis, especially in the relapse setting.' Primary central nervous sys-
tem lymphoma (PCNSL) is defined by the presence of CNS lymphoma in the
absence of systemic disease.” Conversely, secondary involvement of the CNS
(SCNSL) is characterized by CNS infiltration with concomitant or previous history of
systemic lymphoma.? The diagnosis of CNS lymphoma is commonly based on cra-
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nial magnetic resonance imaging (MRI) along with brain
excisional biopsy or analysis of cerebrospinal fluid (CSF) or
vitreous fluid.* In some cases, biopsies can be challenging
owing to the difficulty in accessing the tumor and the inher-
ent risks associated with cranial surgery.

Patients with aggressive systemic lymphomas and risk
factors for CNS relapse are routinely monitored by cytol-
ogy and flow cytometry (EC) analysis of CSE Cytology is
highly specific but has a very limited sensitivity, showing
up to 40% false negatives. In contrast, FC is more sensitive,
detecting malignant cells in up to 5-15% of patients with
negative cytology.* However, FC still has some limitations,
and in a relevant fraction of patients, recurrence in the CNS
is found shortly after a negative result by FC, suggesting
that tumor cells were undetected.

Several studies have demonstrated that cell free circulat-
ing tumor DNA (ctDNA) can be detected in plasma from
patients with B-cell lymphomas and correlates with meta-
bolic tumor volume and outcome.”* Due to the difficulties
in the diagnosis of brain tumors, there is growing interest in
the analysis of ctDNA in plasma and CSF and their poten-
tial utility in the management of these patients. Thus, we
and others have explored the analysis of CSF in solid brain
tumors as a better source of ctDNA compared with
plasma.”” As per B-cell lymphomas, only a minority of
patients with restricted CNS lymphomas present detectable
ctDNA in plasma®!* and only a few studies of ctDNA in
CSF have been performed so far.™" In this regard, the
MYDS88 1265P mutation has been identified in the CSF
ctDNA from some patients with PCNSL and lymphoplas-
macytic lymphoma with CNS involvement.”" More
recently, a different study using a next-generation sequenc-
ing (NGS)-based assay, detected at least one tumor-derived
genetic alteration in the CSF from eight patients with
relapsed CNS lymphoma and demonstrated that CSE
ctDNA levels correlated with treatment response.”

Taken together, these studies demonstrate that CSF
ctDNA could be detected in patients with CNS lymphomas
and could be useful to monitor the disease, but a thorough
analysis of its relevance on the diagnosis and monitoring of
the disease is still needed.

Here, we conducted a study to explore whether the
analysis of ctDNA in the CSF and plasma could be useful to
complement the diagnosis and molecular profile of tumors,
as well as to monitor treatment response in CNS lym-
phomas. In addition, we evaluated whether the presence of
CSEF ctDNA in patients with systemic lymphoma could be
more sensitive to detect CNS malignancies than CSF stan-
dard analyses and plasma ctDNA.

Methods

Patients and samples

Nineteen patients diagnosed with the following conditions
were included: restricted CNS lymphomas, n=6; PCNSL, n=1;
SCNSL, n=5; systemic lymphoma with concomitant CNS involve-
ment, n=1; and systemic lymphoma without CNS disease but risk
factors for CNS relapse, n=12. Risk factors for CNS relapse were
defined as: diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) with testis,
kidney or adrenal involvement; DLBCL with involvement of two
or more extranodal sites along with high lactate dehydrogenase;
high-grade B-cell lymphoma (HGBCL) with MYC and/or BCL2
rearrangements or Burkitt lymphoma. All patients were diagnosed
and treated at Vall d’'Hebron University Hospital (Barcelona,

Spain). Diagnosis of CNS disease was established by MRI imaging
and tumor biopsy in cases with parenchymal involvement, or by
FC and cytology in cases with leptomeningeal disease.

A written informed consent was obtained from all individuals
in accordance with the Declaration of Helsinki and the study was
approved by the local clinical research ethics committee. As part
of standard of care practice, in patients with systemic lymphoma
and risk factors for CNS relapse, prophylactic intrathecal (IT)
methotrexate (MTX) was administered every 3 weeks together
with systemic chemotherapy. In addition, in cases with lep-
tomeningeal disease, IT chemotherapy was administrated every
3-4 days until malignant cells were not detected by FC. CSF (1-2
mlL) and plasma were collected before treatment in all patients and
sequentially in patients who received IT chemotherapy as part of
routine practice. Cytology and FC were performed in all CSF sam-
ples. Two out of 7 patients with CNS lymphoma and 3 out of 12
with systemic lymphoma received steroids before the baseline
CSF sample. Evaluation of response was assessed at the end of
treatment and/or on suspicion of disease progression by using
MRI imaging in cases with CNS parenchymal involvement and by
CSF analysis (FC and cytology) in patients with leptomeningeal
disease. Positron emission tomography/computed tomography
(PET/CT) was used to assess response at the end of treatment in
patients with systemic lymphoma.

Sample collection and DNA extraction

The median volume of plasma and CSF obtained was 2.5 mL
(range: 1-6) and 1 mL (range: 0.3-2), respectively. Peripheral blood
was collected in tubes containing K2EDTA (Vacutainer) and cen-
trifuged at 1600xg for 10 minutes (min). The plasma was then
transferred to another tube that was further centrifuged at 3000xg
for 5 min. CSF samples were centrifuged at 3000xg for 5 min. The
supernatant was collected and CSF-derived and plasma-derived
circulating cell free DNA (cfDNA) was extracted using the
QlAamp Circulating Nucleid Acids kit and quantified using a flu-
orimeter. DNA was extracted from formalin-fixed paraffin-
embedded tumor samples using the QlAamp DNA FFPE tissue kit.
Germline DNA was extracted from peripheral blood granulocytes
using the Qiagen DNeasy Blood and Tissue kit.

DNA sequencing and mutation genomic analysis

We performed DNA sequencing of the tumors of 16 out of 19
patients: 11 of 16 were sequenced using a 300 gene targeted NGS
panel (Vall d’Hebron Institute of Oncology, Genomics Facility) and
in the remaining five, whole-exome DNA sequencing (WES) was
performed in both the tumor and germline DNA. SureSelect
Human All Exon V5 (Agilent Technologies) was used to perform
whole exome enrichment for the Illumina paired-read sequencing
platform HiSeq2500 with a read length of 2x100bp (Ounline
Supplemeniary Appendix). The amount of DNA used for NGS panel
and WES was 1 pg and 0.4-4 ug, respectively. In 3 out of 19
patients (NHL1, NHL4 and NHL5), MYD88 L265P mutation was
detected in the tumor by routine genomic analysis performed at
diagnosis, therefore tumor DNA sequencing was not performed.

Droplet digital polymerase chain reaction and
quantification of circulating tumor-specific DNA

Given the limited amount of cfDNA available, ddPCR was per-
formed to determine the presence of ctDNA mutations in the CSF
and plasma, ensuring sensitivity and precision. A set of driver
mutations along with additional mutations not predicted as driv-
ers by Cancer Genome Interpreter (CGI), but relevant according to
expert knowledge, were selected for further validation by ddPCR.

Custom Tagman SNP genotyping assays for ddPCR were
designed to specifically detect the selected point mutations and
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Figure 1. Genomic landscape of the cohort of study. (A) Pie chart representing the proportion of samples of each lymphoma type (see color legend). Two sectors in
each sample depict whether the patient had systemic (gray) or central nervous system (CNS) restricted disease (black). (B) Circus plot representing all mutations
identified across 16 lymphoma patients. A mutation was defined as driver according to Cancer Genome Interpreter (see Online Supplementary Appendix) colored in
red (see Methods section). Genes with recurrent mutations have been highlighted in bold. (C) Bubble plot representing all driver mutations and droplet digital
polymerase chain reaction (ddPCR) validated mutations identified in each patient. The bubble size represents the cancer allelic fraction (CAF) (see Online
Supplementary Appendix) and the border has been highlighted in black if it has been found by ddPCR, in either the cerebrospinal fluid or plasma of each patient.
NHL: non-Hodgkin lymphoma; DLBCL: diffuse large B-cell ymphoma; HGBCL: high-grade B-cell lymphoma; WM: Waldestrém macroglobulinemia; MCL: mantle cell

lymphoma; BL: Burkitt lymphoma.

the corresponding wild-type alleles. Genomic DNA from tumor
tissues (10 ng), germline DNA from peripheral blood granulocytes
(10 ng), plasma DNA, and CSF DNA (1-5 ng) were used for ddPCR
analysis using the QX200 Droplet Digital PCR system according
to manufacturer's protocols and the literature.”

Results

Circulating tumor DNA in the cerebrospinal fluid of
patients with central nervous system restricted B-cell
lymphoma is more abundant than in plasma

Here, we sought to analyze the presence of ctDNA in the
CSF and plasma from 19 patients with B-cell lymphomas
with and without CNS disease at time of enrollment (Table
1). Six patients exhibited CNS restricted disease, one sys-
temic and CNS disease, and 12 systemic disease with no

CNS involvement. CSF was obtained at the same time as
plasma in all patients. WES or targeted sequencing of the
tumors was performed to identify somatic mutations
(Figure 1). Variant-specific ddPCR detecting 1-5 variants per
patient was performed to detect ctDNA.

To demonstrate that the variant-specific ddPCR was
highly specific, we performed MYDS88 L265P ddPCR in ten
CSF samples obtained from patients with hydrocephalus
without a brain tumor (n=6), and from patients diagnosed
with glioma (n=3) and a cavernoma (n=1). No mutant allele
was found in any of the cases.

Analysis of the ctDNA in the CSF and plasma of the six
CNS restricted lymphomas showed detectable ctDNA at
high variant allele frequency (VAF) (ranging from 1% to
95%) in all cases. In contrast, ctDNA in plasma was only
detected in 2 out of 6 cases at very low VAF (always <5 %)
(Table 1), highlighting that in CNS restricted lymphomas,
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® Table 1. Patients’ characteristics and tumor mutations at the time of enrolment and outcome.
Age Histol Dx Disease Systemic CNS CNS Tumor
status inv inv (FC/C) seq
CNS lymphoma
NHLI1 59 DLBCL PCNSL New dx No P - - MYD88 1.265P - 8% N CR
NHL2 60  DLBCL SCNSL Relapse No PLM  +- WES CD79BY197D 1™ 9% - CR
MYDS8 1.265P 22% 25% -
FOXOI D69A 13% - -
TMSB44 Q24P 54% 20% -
NHL3 53 DLBCL SCNSL Relapse No PLM  +/+  Panel B2MMIT 1% N N PD, died
BCOR N145S 68% 52% N
CREBBPR1664C  21% N N
NHL4 75 WM S5CNSL Relapse No LM ++ - MYDS8 1.265P - 33% N CR
NHL5 58 DLBCL SCNSL Relapse No PIM  +/+ - MYDS8 1.265P 86% 29% 5% CR, CNS relapse
NHL6 73 MCL  SCNSL Relapse No LM +/+  Panel ATM H2872L 31% 34% 2% PD, died
MEF2B K23R 90% 95% 4%
CNS and systemic lymphoma
NHL7 7 MCL  SCNSL Relapse LN LM +/+  Panel BRAF N5818 4% N % PD, died
Systemic lymphoma
NHL3 50  HGBCL -  Newdx LN, No /- WES MYCY21C 28% N 16% CR
bone, ARIDIA E1104 32% N 20%
intestine MEF2B D83G 33% N 18%
MLL2 C533fs 50% N 31%
CCND3 P284fs 29% N 16%
NHL9 38 HGBCL - Newdx LN, No /- WES D3 YA8* 38% N 12% CR
intestine DDX3X Q360fs 98% N 15%
NHLIO 73 DLBCL -  Newdx LN, No /- Panel MLL2 splicing 60% N 19% CR
kidney MLL2 P3139A 34% N 12%
NHLIT 72 DLBCL -  Newdx LN, lung, No /- Panel TP53 R273C 32% N 12% CR
ileum CREBBPY145C 25% N 27%
NHLI2 86 DLBCL -  Newdx LN, breast No /- Panel MCLI L186F 31% N 0.9% CR
PTNPNG6 T80fs 26% N N
NHLI3 77 DLBCL -  Newdx LN, No /- WES MYD88 1.265P 29% N 5% CR
testes PIMI L2F 21% N 3%
MEF2B ETTK 21% N 5%
NHLI4 62 DLBCL -  Newdx Teste  No -~ Panel HSD3B2 1.108W 22% N N CR
MYDSS8 1.265P 31% N N
NHLI5 75  DLBCL -  Newdx LN testes, No -~ Panel BCOR S1517fs 63% N N CR
liver, adrenal EZH2 P55TL 34% N N
NHLI6" 57  DLBCL -  Newdx LN, sinus, No /- Panel MYDS§V2ITF 28% N N CR, CNS relapse
bones ASXL2 K927R 42% N N
NHLI7T 58 HGBCL -  Newdx LN No <~ Panel CREBBP 514361 50% N 16% CR, CNS relapse
NHLI§" 60 BL - Newdx LN, No - WES D3 154V 3% N N CR
intestine KRAS G12V 34% N 1%
TCF3 D561E 42% N N
ABLI G321R 43% N 0.5%
NHL19" 65 BL - Newdx LN, bone  No </~ Panel ARIDIA del 9% N 1% CR
BL: Burkitt lymphoma; C: cytology; CNS: central nervous system; CR: complete response; CSF: cerebrospinal fluid; DLBCL: diffuse large B-cell lymphoma; Dx: diagnosis; FC: flow
cytometry; HGBCL: high-grade B-cell lymphoma; Histol: histology; ID: patient identification number; inv: involvement; LM: leptomeningeal; LN: lymph nodes; MCL: mantle cell
Iymphoma; N: not detectable; Neg: negative; NHL: non-Hodgkin lymphoma; P: parenchyma; PCNSL: primary central nervous system lymphoma; PD: progressive disease; Pos: pos-
itive; SCNSL: secondary central nervous system lymphoma; seq: sequencing; VAF: variant allele frequency; WES: whole exome sequencing; WM: Waldestrdom macroglobulinemia.
Plasma samples were collected after administration of systemic chemotherapy.
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Figure 3. Cerebrospinal fluid (CSF) circulating tumor DNA (ctDNA) is more sensitive than flow cytometry (FC) to detect central nervous system (CNS) relapse and
residual disease in CNS-restricted lymphomas. Longitudinal monitoring of three patients with CNS-restricted lymphomas (NHL3, NHL5 and NHL6) through (A) CSF
and (D) plasma ctDNA analysis (variant allele frequency [VAF] values for each mutation obtained by droplet digital polymerase chain reaction [ddPCR]) and its corre-
lation with (B) CSF flow cytometry (cells/uL), (C) cytology (+/- presence/absence of cells). (E) Type of treatment and response assessment, (F) radiological imaging
(MRI). Data points are vertically aligned. MRI scans for patient NHL6 and NHL5 are not shown given that the patient only presented leptomeningeal involvement at
diagnosis. Dx: time of diagnosis; IT MTX: intrathecal methotrexate; BAM-R: combined therapy (rituximab, carmustine, cytarabine and methotrexate); ASCT: autologous
stem cell transplant; CR: complete response; LM: leptomeningeal; EOT: end of treatment; d: day; m: month; NA: not available. *CSF sample was not available for

ctDNA analyses.

ctDNA is better identified in the CSF than in plasma.
Interestingly, these two cases with restricted CNS lym-
phoma in which plasma ctDNA was detected had a previ-
ous history of systemic disease. This finding might reveal a
systemic nature of some restricted SCNSL and deserves fur-
ther investigation in larger studies.

We then analyzed 12 patients with systemic lymphoma
without CNS involvement but with high risk for CNS
relapse. In these cases, lumbar puncture was performed to
rule out CNS infiltration and to administer IT MTX. As
opposed to cases with CNS involvement, no ctDNA was
detected in the CSF while it was detected at high VAF in the
plasma of the majority of cases (Table 1). Finally, the patient
with systemic and concomitant CNS disease had ctDNA in
plasma but not in the CSE suggesting that some CNS
lesions cannot be captured through CSF ctDNA.

Central nervous system circulating tumor DNA exhibits
higher sensitivity than flow cytometry in detecting
central nervous system lesions

We next correlated the detection of ctDNA with the iden-
tification of malignant cells by conventional tests in the
same CSF samples at time of enrollment. Cytology detected
the presence of malignant cells in 4 out of 6 CNS restricted
lymphomas. In these four cases the FC analysis also detect-

ed lymphoma cells. In one case (NHL2), cytology was nor-
mal but a small amount of tumor cells was observed by FC
(0.06 cell/uL). Notably, all six cases exhibited CSF ctDNA.
Importantly, in a patient with newly diagnosed PCNSL
(NHL1) we could not detect lymphoma cells by FC or cytol-
ogy; however, ctDNA was abundantly found in the CSE
(Table 1). These results indicate that ctDNA analysis of the
CSF can improve the detection of CNS lymphoma by con-
ventional techniques.

Cerebrospinal fluid circulating tumor DNA can be used
to monitor central nervous system tumor burden and
response to treatment

To address whether the amount of CSF ctDNA could be
useful to monitor tumor burden in CNS lymphomas, we
analyzed sequential concomitant samples of CSF and plas-
ma. CSF was obtained as part of the standard procedures
before each administration of IT MTX or on suspicion of
relapse. Tumor burden was evaluated by MRI and/or FC
depending on the lymphoma location. We observed that
CSE ctDNA levels correlated with disease response and
progression (Figure 2). In addition, tumor burden measured
by MRI and FC was concordant with CSF ctDNA levels in
two patients with CNS lymphoma (Figure 2). Importantly,
plasma ctDNA levels remained constantly low (VAF <6%)
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Figure 4. Cerebrospinal fluid (CSF) circulating tumor DNA (ctDNA) detects central nervous system (CNS) involvement and residual disease in patients with systemic
lymphoma and is more sensitive than conventional tests. Longitudinal analyses of (A) CSF and (D) plasma ctDNA (VAF values for each mutation detected using
ddPCR) and correlation with (B) CSF FC (cells/uL), (C) cytology (+/- presence/absence of cells), and (E) type of treatment and radiological response assessment. (F)
Radiological imaging (magnetic resonance imaging [MRI] and positron emission tomography/computed tomography scans) in two patients with systemic lymphoma
(NHL16 and NHL17) that present CNS relapse. Data points are vertically aligned. MRI scans for patient NHL17 are not shown given that the patient only presented
leptomeningeal involvement. Dx: time of diagnosis; R-CHOP: combined therapy (rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine and prednisone); IT MTX:
intrathecal methotrexate; CR: complete response; P: parenchymal; LM: leptomeningeal; EOT: end of treatment; m: month; d: days; NA: not available. *CSF sample

was not available for ctDNA analyses

in sequential samples and did not correlate with the disease
status, underlining the fact that plasma ctDNA is not useful
to monitor the activity of CNS restricted lymphomas
(Figure 2).

Six patients with systemic lymphoma without CNS
involvement had sequential plasma samples collected at the
same time as CSE We observed that plasma ctDNA became
undetectable after the first cycle of treatment in all cases, in
agreement with PET/CT results (Figure 2), suggesting that
plasma ctDNA is a good tool to monitor response to treat-
ment in these patients.

Cerebrospinal fluid circulating tumor DNA can identify
central nervous system relapse and residual central
nervous system disease hetter than flow cytometry

We then addressed whether the presence of ctDNA in

the CSF could be more sensitive than conventional CSF
analyses to monitor CNS lymphoma and detect CNS
relapse.

In two cases of CNS lymphoma (NHL3 and NHL5), we
observed that CSF ctDNA levels increased earlier than the
detection of cells by FC. In NHL3, after the first dose of IT
MTX, despite the fact that the patient did not exhibit a
complete neurological response, we observed a sharp
decrease in CSF ctDNA levels concomitant with a decrease
in the tumor cells by FC. However, after three doses of IT
MTX, although FC was negative, a clear ctDNA increase
was observed. The patient died 1 month later due to pro-
gression (Figure 3). In NHL5, CSF ctDNA levels also
decreased with response to treatment and remained unde-
tectable after complete remission. However, CSF ctDNA
reappeared in two CSF samples collected 2 and 4 months
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after treatment due to the presence of minimal neurological
symptoms, when brain-spinal MRI and CSE FC did not
show any evidence of disease; 8 months later CNS relapse
was confirmed (Figure 3). Taken together, our results indi-
cate that ctDNA can be a more sensitive tool than FC to
monitor relapse of CNS lymphomas.

In one additional case of CNS lymphoma (NHL6) treat-
ment with IT MTX decreased the number of cells in the
CSF till they were no longer detectable by FC. However,
CSFE ctDNA was still detectable. Notably, this patient
relapsed shortly after the analysis (Figure 3). In a similar
way, we found persistence of ctDNA in the CSF from case
NHL17 after treatment for CNS relapse, despite the fact
that FC did not detect malignant cells. Four months later,
the patient relapsed. (Figure 4). These results point out
that the detection of CSF ctDNA may help to identify
patients with residual disease who are likely to relapse.

A subset of patients with systemic lymphoma presents
high risk of CNS relapse, which frequently occurs during
treatment or shortly thereafter. To address whether the
presence of CSF ctDNA could be more sensitive than FC
to detect CNS disease, we analyzed sequential CSF sam-
ples from eight patients with systemic lymphoma
obtained while receiving prophylactic IT MTX. Two out
of 8 patients relapsed in the CNS during the time of study
(Figure 4). In one case (NHL17), we found CSF ctDNA at
the same moment in which FC showed a positive result.
However, we could not detect ctDNA in the CSF samples
collected 9 and 7 months before CNS progression.
Notably, in case NHL16, the detection of ctDNA in the
CSE with a VAF of 7% antedated by 3 months the CNS
relapse. Importantly, at the time of ctDNA detection, the
patient was asymptomatic and CSF FC was normal
(Figure 4). This case points out that CSF ctDNA could
detect CNS involvement in systemic lymphomas earlier
than standard procedures. Finally, in the remaining six
patients with systemic lymphoma and sequential CSF
samples, ctDNA was not detected and, with a median fol-
low-up of 18 months (range: 12-28 months), these patients
did not develop CNS disease.

Discussion

The diagnosis and monitoring of CNS lymphoma are
still challenging. MRI can be misleading and not suffi-
ciently sensitive, and the difficulties of the intracranial
tumor biopsies challenge histological diagnosis.
Mutational analysis of the CSF could be useful in these
cases, since the presence of AYDS8§ L265P mutation
strongly suggests the diagnosis of PCNSL."*****® Qurs is a
proof of concept study aiming to identify and character-
ize ctDNA in the CSF of patients with CNS lymphoma
and to evaluate its role in the management of these
patients. We were able to identify ctDNA in the CSF from
all patients with restricted CNS disease and show that
CSFE ctDNA could complement the diagnosis, identify
somatic mutations, monitor tumor burden and response
to treatment, and facilitate early detection of relapse, as
well as detect residual disease after treatment. In addi-
tion, our results support the notion that the CSF is a bet-
ter source of ctDNA than plasma.

Assessment of therapeutic response in CNS lym-
phomas is usually performed by brain MRI along with EC

and cytology. Regrettably, around 50-60% of patients
with CNS lymphoma will eventually relapse.” Notably,
we observed that CSF ctDNA was able to detect CNS
lesions better than FC and cytology. In addition, CSF
ctDNA was able to predict CNS relapse months before
MRI or EC, indicating that it can be used for early detec-
tion of tumor relapse.

CNS relapse from systemic lymphoma is a fatal compli-
cation with an overall survival of less than 6 months, and
early identification of patients with CNS relapse is of para-
mount value.” High-risk patients are usually tested for CNS
disease by CSF analysis including cytology and FC.
Although FC is a more sensitive test than conventional
cytology,*“it has some limitations™ and some patients with
no evidence of CNS disease by FC still relapse, suggesting
the presence of undetected malignant cells in the CSE We
identified ctDNA in the CSF in the absence of MRI or FC
detection earlier than CNS relapse. This indicates that CSF
ctDNA could facilitate early detection of CNS relapse in
high-risk systemic lymphomas who undergo serial lumbar
punctures to administrate prophylactic IT chemotherapy,
therefore improving management of these patients.

Moreover, we observed the persistence of high levels of
CSFE ctDNA in some patients even though FC did not
detect tumor cells. This suggested that the detection of a
residual disease by CSF ctDNA could be used to deter-
mine the type and duration of treatments.

Taken together, and with the limitation of the reduced
number of patients analyzed, our findings show that CSF
ctDNA can be an important tool to complement standard
procedures to evaluate the CNS lymphoma disease sta-
tus. This technology can be exploited as a 'liquid biopsy'
of CNS lymphoma opening a novel way forward for
research in circulating biomarkers of CNS lymphoma
with an important impact on the future characterization,
diagnosis, prognosis, and management of this type of dis-
eases.
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Although methotrexate (MTX) is the most widely used therapy for central nervous system (CNS) prophylaxis in patients with diffuse
large B-cell lymphoma (DLBCL), the optimal regimen remains unclear. We examined the efficacy of different prophylactic regimens
in 585 patients with newly diagnosed DLBCL and high-risk for CNS relapse, treated with rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin,
vincristine, and prednisone (R-CHOP) or R-CHOP-like regimens from 2001 to 2017, of whom 295 (50%) received prophylaxis.
Intrathecal (IT) MTX was given to 253 (86%) and high-dose MTX (HD-MTX) to 42 (14%). After a median follow-up of 6.8 years, 36 of
585 patients relapsed in the CNS, of whom 14 had received prophylaxis. The CNS relapse risk at 1 year was lower for patients who
received prophylaxis than patients who did not: 2% vs. 7.1%. However, the difference became less significant over time (5-year risk
5.6% vs. 7.5%), indicating prophylaxis tended to delay CNS relapse rather than prevent it. Furthermore, the CNS relapse risk was
similar in patients who received IT and HD-MTX (5-year risk 5.6% vs. 5.2%). Collectively, our data indicate the benefit of MTX for CNS
prophylaxis is transient, highlighting the need for more effective prophylactic regimens. In addition, our results failed to

demonstrate a clinical advantage for the HD-MTX regimen.

Blood Cancer Journal (2021)11:113; https://doi.org/10.1038/541408-021-00506-3

INTRODUCTION
Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the most common
subtype of lymphoma accounting for 30-40% of all non-Hodgkin
lymphomas. Central nervous system (CNS) relapse is an uncom-
mon yet often fatal complication with a median overall survival
(OS) of less than 6 months [1]. Overall, the incidence of CNS
relapse in patients with DLBCL is around 2%, which is lower than
with other aggressive lymphomas, such as Burkitt lymphoma or
acute lymphoblastic leukemia. However, the presence of certain
risk factors might increase the risk of CNS relapse to 15% [2].
Models have been made to identify patients with high risk of CNS
relapse. The German High-Grade non-Hodgkin Lymphoma Study
Group (DSHNHL) recently proposed a CNS prognostic model (CNS-
IPI) that includes five international prognostic index (IPl) factors and
the involvement of kidney or adrenal glands. This model stratified
DLBCL patients into three categories, low (0-1 risk factors),
intermediate (2-3 risk factors), and high risk (4-6 risk factors) with
a 2-year rate of CNS relapse of 0.6%, 3.4%, and 10.2%, respectively
[3]. However, involvement of certain extranodal sites, such as testes,
breast, or bone marrow also confers an increased risk, even with
low CNS-IPI [4-7]. In addition, the presence of MYC translocation
together with BCL2 translocation has been also associated with a
higher risk of CNS relapse in several retrospective series [8, 9].

Finally, the combination of cell of origin (COO) determined by gene
expression profiling (GEP) and CNS-IPI has recently improved the
identification of DLBCL patients with high risk of CNS relapse,
showing a 2-year CNS relapse rate up to 15% in patients with
activated B-cell (ABC) phenotype and high CNS-IPI [10].

In high-risk patients, CNS prophylaxis is usually recommended,
although the optimal regimen remains unclear. Some prospective
and retrospective studies conducted in the rituximab era have
demonstrated the lack of efficacy of intrathecal (IT) methotrexate
(MTX) in patients treated with rituximab, cyclophosphamide,
doxorubicin, vincristine, and prednisone (R-CHOP) or similar
regimens [2, 10-13]. High-dose intravenous methotrexate (HD-
MTX) has been postulated as a possibly better option since the
majority of relapses in the rituximab era occur in the brain
parenchyma. However, different retrospective studies have shown
conflicting results regarding its efficacy [14-19]. Finally, prelimin-
ary results from a multicenter retrospective study showed similar
effectiveness of prophylactic HD-MTX and IT MTX in patients with
aggressive non-Hodgkin lymphoma [20].

The purpose of this study was to evaluate the efficacy of
different CNS prophylaxis regimens in preventing CNS relapse in
DLBCL patients with risk factors for CNS recurrence who were
treated with rituximab and chemotherapy in a single institution.
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DLBCL 2001-2017

n=2308
Excluded
- HIV positive n=42
- CNS disease at dx n=34
- R-CODOX/M-IVAC n=4 —
- Primary mediastinal n= 168
- Follow-up less 12 months n= 40
- Previously treated indolent lymphoma n=18

N=2002

CNS high risk CNS low risk
n=585 n=1417

> ITMTXn=253

> HD-MTX n=42

No prophylaxis

— =290

Fig. 1 Consort diagram. DLBCL diffuse large B cell lymphoma, CNS
central nervous system, IT MTX intrathecal methotrexate, HD-MTX
high-dose methotrexate.

PATIENTS AND METHODS

Patients

We retrospectively reviewed the records of all newly diagnosed patients
with DLBCL at Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC) from 2001
to 2017, treated with frontline R-CHOP or R-CHOP-like regimens. In all
cases, the pathology at diagnosis was confirmed by expert hematopathol-
ogists at MSKCC according to the World Health Organization classification
of hematopoietic and lymphoid tumors. Patients with primary mediastinal
B cell lymphoma, HIV positive or known CNS disease at diagnosis were
excluded. Patients with history of indolent lymphoma previously treated
with chemotherapy were also excluded. The Hans algorithm [21] was used
to classify patients as germinal center B-cell like phenotype (GCB) or non-
germinal center B-cell like (non-GCB). High risk for CNS relapse (HR-CNS)
was defined by high-CNS-IPI (4-6 risk factors) or low or intermediate CNS-
IPI along with testicular, breast, kidney, adrenal glands, and/or bone
marrow involvement. Patients with MYC and BCL2 rearrangement were
also included in HR-CNS group. Patients with low or intermediate CNS-IPI
and paraspinal masses, sinus, orbit or skull involvement were not
considered HR-CNS.

CNS prophylaxis was administered based on physician’s preference. CNS
relapse was diagnosed by the presence of radiological findings, detection
of lymphoma cells in the CSF and/or by brain biopsy. This study was
approved by the institutional reviewed board at MSKCC.

Statistical analysis

Competing risk analysis was used to analyze time to CNS relapse, with
systemic non-CNS relapse and death without relapse as competing events.
Time to event was calculated from the date of diagnosis to the date of one
of the three events, relapse in the CNS, systemic relapse, or death without
relapse whichever occurs first. OS from relapse was defined as the time

SPRINGER NATURE

from relapse until death of any cause. Patients’ characteristics were
compared using Fisher exact test for categorical variables and
Kruskal-Wallis test for continuous variables. Kaplan-Meier analysis was
implemented to report survival estimates across patients and logrank test
to compare groups. We applied a non-parametric analysis of competing
risks and used Gray's test to compare the cumulative incidence of CNS
relapse between the different groups, with death and systemic relapse as
competing events. Confidence intervals for risk ratio (RR) (ratio of
cumulative incidence rate at fixed time-points) were obtained using
bootstrap resampling. All statistical analyses were performed in R v3.6.

RESULTS
Patient characteristics
We identified 2308 patients treated with R-CHOP or R-CHOP-like
regimens from 2001 to 2017 at MSKCC. We excluded 306 patients
for the following reasons: HIV positive, n =42, CNS disease at
diagnosis, n = 34; primary mediastinal lymphoma, n=168; pre-
viously treated indolent lymphoma, n—=18; treatment with R-
CODOX/M-IVAC, n = 4 and follow-up shorter than 12 months, n=
40. Finally, 2002 patients were considered and 585 (29%) were
classified as HR-CNS relapse and were included in the study (Fig. 1).
Median age was 68 years (range 21-91) and 301 (51%) patients
were male. The high-risk extranodal sites were: BM, n =118 (20%),
kidney/adrenal, n = 106 (18%); testes, n =51 (9%) and breast, n =
47 (8%). One hundred and fifty-eight patients (27%) had more
than two extranodal sites involved. By CNS-IPI, patients were
classified as low, 10%; intermediate, 22%; and high risk, 68%.
Eighteen (7%) patients had MYC and BCL2 rearrangements. COO
determined by Hans algorithm [21] was non-germinal center (non-
GCB) in 229 (39%) patients, germinal center (GCB) in 234 (40%)
patients and missing in 122 (21%).

CNS prophylaxis

Two hundred and ninety (50%) patients received at least one
administration of CNS prophylaxis: IT MTX and/or cytarabine, n =
253 (87%); or HD-MTX, n =42 (13%). Among the 42 patients who
received HD-MTX, 11 received concomitant IT prophylaxis.
Patients’ characteristics by prophylactic regimen are shown in
Table 1. Patients who received prophylaxis (IT or HD-MTX) were
younger (p<0.001) and presented with a better performance
status (ECOG < 2) (p =0.002) compared with patients who did not
receive prophylaxis. Patients with two or more extranodal sites
involvement were more likely to receive CNS prophylaxis (p <
0.001).

The median administrations of IT prophylaxis were 4 (range
1-9), and the majority of patients received MTX alone. The dose of
IT MTX and IT cytarabine was 12 and 70 mg, respectively. Patients
had a median of two cycles of HD-MTX (range 1-6), at a median
dose of 3500 mg/m2 (range 2000-3500 mg/mz). Overall, 23
patients (55%) had HD-MTX at the end of R-CHOP-like treatment
and 19 (45%) patients during R-CHOP-like treatment. Patients
receiving HD-MTX were admitted to the hospital and received
leucovorin rescue starting 24 h after MTX. Overall, 6 out of 42
patients (14%) developed acute renal injury (grade 3 in all cases)
related to HD-MTX; two patients at the end of chemotherapy
treatment and four during systemic chemotherapy treatment. All
patients recovered completely and no patient required dialysis.
None of the patients received further HD-MTX after developing
renal injury, two patients transitioned to IT MTX, one patient
received a single administration of high-dose cytarabine, and
three patients did not receive further prophylactic treatment.

CNS relapse and the effect of prophylaxis on CNS relapse

After a median follow-up of 6.8 years, 36 out of 585 patients
considered HR-CNS, relapsed in the CNS with a 5-year risk of 6.5%.
Fourteen (39%) patients had received prophylaxis: 12 IT and 2 HD-
MTX. The risk of CNS relapse at 5 years for patients who received

Blood Cancer Journal (2021)11:113
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Table 1. Patient’s characteristics.
Variables IT methotrexate
n (%)

Number (n) 253 (43%)
Median age (range) 64 (21-86)
Male 142 (56)
ECOG

0-1 160 (63)

=2 93 (37)
Stage

-1l 30(12)

-1V 223 (88)
Serum LDH

Above normal 198 (78)

Missing 5(2)
CNSHPI risk®

0 10 (4)

1 16 (6)

2 28 (11)

3 41 (16)

4 107 (43)

5 41 (16)

6 10 (4)
CNS-IPI risk groups®

Low 0-1 26 (10)

Intermediate 2-3 69 (27)

High 4-6 158 (63)
High risk site

Testis 39 (15)

Breast 15 (6)

Kidney/adrenal glands 50 (20)

Bone marrow 63 (25)
Extranodal sites

>2 sites 87 (36)
Double-hit 18 (7)
Treatment

R-CHOP 143 (57)

R-EPOCH 43 (17)

R-CHOP/RICE 67 (26)
Cell of origin

Germinal center 104 (41)

Non-germinal center 104 (41)

Missing 45 (18)

HD-methotrexate No prophylaxis p value
n (%) n (%)
42 (7%) 290 (50%)
63 (27-81) 72 (24-91) <0.001
24 (57) 135 (47) 0.07
27 (64) 142 (49) 0.002
15 (38) 148 (51)
4 (10) 30 (10) 0.81
38 (90) 260 (90)
28 (67) 207 (71) 0.14
0 17 (6)
3@ 12 (4)
2(5) 18 (6)
4 (10) 17 (6)
4(9) 31 (11)
16 (38) 157 (54)
12 (29) 49 (17)
1) 6 (2)
5(12) 30 (10) 0.009
8 (19) 48 (17)
29 (69) 212 (73)
8(19) 4(1)
5(12) 27 (9)
12 (29) 44 (15)
6 (14) 49 (17)

14 (35) 57 (20) <0.001
5(12) 11 (4) 0.05
32 (76) 220 (76) <0.001

707) 40 (14)

3(7) 30 (10)

14 (33) 116 (40) 0.15
23 (55) 102 (35)

5(12) 72 (25)

IT intrathecal, MTX methotrexate, HD high-dose, ECOG Eastern Cooperative Oncology Group, LDH lactate dehydrogenase, CNS-IPl central nervous system
international prognostic index, R-CHOP rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, prednisone, R-EPOCH rituximab, etoposide, cyclophosphamide,
doxorubicin, vincristine, prednisone, RICE rituximab, ifosfamide, carboplatin, etoposide.

®Includes patients who were missing baseline LDH but were grouped regardless of its value.

IT, HD-MTX, or no prophylaxis was 5.5%; 5% and 7.5% (p = 0.34),
respectively (Fig. 2). The risk of CNS relapse by prophylaxis was
similar when excluding patients who received concomitant HD-
MTX and IT (Supplementary Fig. 1). CNS relapse risk was similar
among patients who received R-CHOP, R-EPOCH, and R-CHOP/
RICE (p = 0.12) (Supplementary Fig. 2). The 5-year CNS relapse risk
for patients considered low-risk CNS and not included in the study
was 1.1%.

Blood Cancer Journal (2021)11:113

The median time to relapse since first diagnosis was 9 months
(range 6-110 months). Patients who received prophylaxis, either IT
or HD-MTX, relapsed later than patients who did not receive
prophylaxis, with a median time to relapse of 19 months (range
7-55 months) vs. 8 months (range 6-110 months), respectively.
The risk of relapse at 1 year was lower for patients who received
prophylaxis compared to patients who did not receive prophylaxis
2% vs. 7.1%, RR 0.29 (95% Cl; 0.08,0.66). However, over time, the
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Fig. 2 Cumulative incidence of CNS relapse rate by prophylactic
strategy. IT MTX intrathecal methotrexate, HD-MTX high-dose
methotrexate.

Risk Ratio of CNS over Time

Years from start of treatment

0.0 0.5 1.0 15
Risk ratio

Fig. 3 Risk ratio of CNS relapse with and without prophylaxis
over time.

risk of CNS relapse became closer among prophylaxis and no-
prophylaxis groups, with a 3-year risk of 3.8% vs. 7.5% (RR 0.51, CI
95%; 0.22, 1.04) and a 5-year risk of 5.6% vs. 7.5% (RR 0.76, Cl 95%;
0.35,1.50), respectively (Fig. 3).

At the time of CNS relapse, 26 (72%) patients presented with
disease confined to the CNS and 10 (28%) patients had a
concomitant systemic and CNS relapse. The brain parenchyma
was the most common site of relapse (47%), followed by
leptomeninges (30%) and both sites (23%). Sites of relapse by
prophylactic treatment are detailed in Table 2.

Patients with CNS relapse (n = 36) presented worse outcomes
than patients with systemic relapse without CNS involvement
(n=145) with a median OS of 4.9 months vs. 17.1 months,
respectively (p = 0.003) (Fig. 4).

The COO determined by the Hans algorithm was available in 463
out of 585 patients, of whom 229 (49%) had a non-GCB phenotype
and 234 (51%) patients had a GCB phenotype. Overall, 127 (55%)
patients in the non-GCB group and 108 (46%) in the GCB group
received prophylaxis. Patients with non-GCB phenotype had a
higher risk of CNS relapse compared with patients with GCB subtype
with a 5-year risk of 9.9% vs. 4.5%, respectively (p = 0.03) (Fig. 5).

Finally, we performed a sub-analysis excluding patients with
low or intermediate CNS-IPI and bone marrow involvement (n =
66), since the association between bone marrow and CNS relapse
is controversial. We observed a 5-year CNS relapse risk of 5.2%,
5.3%, and 7.5% for patients receiving IT and HD-MTX and no
prophylaxis; respectively. Due to the low number of events in this
group, we could not perform a sub-analysis to investigate the risk
of CNS relapse in patients with bone marrow involvement.

SPRINGER NATURE

Table 2. Site of CNS relapse by CNS prophylaxis.

Site of CNS relapse
CNS prophylaxis

Leptomeninges Parenchyma Both

regimen

T 5 (42%) 3 (25%) 4 (33%)
HD-MTX 1 (50%) 1 (50%) -

No prophylaxis 5 (23%) 13 (57%) 4 (18%)

CNS central nervous system, IT intrathecal, MTX methotrexate, HD high-
dose.

—— NS relapse
—— Otherrelapse

0.6 0.8
Il L

L

Proportion surviving
0.4

el

I
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0 12 24 36 48 60 72 84 26
months from cns/relapse event
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Fig. 4 Overall survival of patients with CNS relapse vs. other relapse.
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Fig. 5 Cumulative incidence of CNS relapse by cell of origin. GCB
germinal center B-cell phenotype, non-GCB non germinal center B-
cell phenotype.

DISCUSSION
To our knowledge, this is one of the largest series analyzing the
role of CNS prophylaxis exclusively in patients with high risk of
CNS relapse in the modern era. According to the CNS-IPI model,
we considered high-risk for CNS relapse patients with 4 to 6 risk
factors. In addition, we included patients with involvement of
certain extranodal sites traditionally associated with an increased
risk of CNS relapse, such as testes, breast, kidney, and bone
marrow [3-6], regardless the CNS-IPI; making our results more
informative. We also included double-hit lymphomas that have
been associated with a high risk of CNS relapse, although
estimates vary widely among different studies [2, 8, 9]. Notably,
50% of the patients included in our study did not receive CNS
prophylaxis. These patients tended to be older and had worse
performance status than those who receive prophylaxis. Similar
results were found in recent large retrospective studies [13, 19].
Consistent with recently published studies in the rituximab era,
we observed a risk of CNS relapse of 6.5% at 5 years in the HR-CNS
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group [13, 15, 20, 22, 23]. Furthermore, our results are similar to a
recent real-world study from Sweden including 4205 patients with
DLBCL, that reported a 2-year CNS risk of 8% in the high-risk
patients [23]. Other investigators reported a slightly higher
incidence of CNS relapse, with a 2-year risk of 10.2% [10]. The
lower incidence of our study is likely due to the fact that we
frequently perform brain magnetic resonance imaging in addition
to a diagnostic lumbar puncture. Therefore, patients with active
CNS involvement at diagnosis are promptly identified and
excluded from the prophylactic strategy.

Whether CNS prophylaxis is useful in preventing CNS relapse has
been addressed in several studies over the past years, including the
most widely used strategy IT MTX and more recently intravenous
methotrexate. The majority of the retrospective studies and post
hoc analysis from prospective trials showed the lack of efficacy of IT
prophylaxis in the rituximab era [10-13, 22]. In this regard, Kumar
et al. using the prospectively collected National Comprehensive
Cancer Network database, analyzed the risk of CNS relapse in 989
newly diagnosed DLBCL, 117 (11.8%) of whom had received
prophylaxis, mostly IT MTX. They described no benefit from
prophylaxis in the whole population and also in high-risk patients,
though patients with involvement of kidney or adrenal glands or
patients with double-hit ymphomas were not included in the high-
risk group [22]. More recently, a large retrospective study including
690 patients older than 70 years of whom 271 had high-risk CNS-IPI,
also described a similar rate of CNS relapse regardless the use of IT
MTX prophylaxis [HR 1.34 (95% Cl, 046-3.86)] [13]. Our series
included only high-risk patients from all ages who received mostly
IT MTX as prophylaxis (43%). In line with previously reported, we did
not observe a clear benefit from IT MTX on preventing CNS relapse,
especially after the first year of immunochemotherapy.

In recent years, the use of HD-MTX administrated mid
chemotherapy cycles or after completing systemic chemotherapy
was proposed as an alternative strategy to prevent CNS recurrence.
The rational is based on the observation that CNS relapses
frequently involve the brain parenchyma [14-16]. This approach
was initially evaluated in the pre-rituximab era by the Groupe
d’Etudes des Lymphomes de I'Adulte/Lymphoma Study Associa-
tion comparing high-dose chemotherapy plus two cycles of HD-
MTX vs. CHOP without CNS prophylaxis, with significant reduction
in the CNS relapse risk of 0.8% vs. 2.7%, respectively [24]. In the
modern era, different retrospective series had supported this
evidence in patients treated with R-CHOP chemotherapy [14-16],
although two recent retrospective studies have shown no clear
benefit [17, 18]. More recently, preliminary results from a large
retrospective series from Canada including 326 high-risk DLBCL
patients, showed the lack of effectiveness of HD-MTX with a CNS
relapse risk of 11.2% for patients who received HD-MTX (n = 115)
vs. 12.2% for patients who did not [19]. Consistent with these
studies, our data also failed to demonstrate a clinical advantage for
using the more toxic intravenous HD-MTX regimen. More recently,
a multicenter retrospective study found no difference in the
efficacy between intravenous HD-MTX and IT MTX prophylaxis,
with a CNS relapse risk of 5% vs. 7%, respectively [20].

A multicenter retrospective Australian study analyzed 217 high-
risk patients treated with: (1) R-CHOP plus IT MTX, (2) R-CHOP pus
HD-MTX, or (3) dose-intensive chemotherapy plus HD-MTX. They
observed a lower incidence of CNS relapse in patients receiving
HD-MTX compared to IT MTX, with a 3-year CNS relapse rate of
18.4% vs. 6.9% vs. 2.3%, for groups 1, 2, and 3, respectively [16].
Notably, in this study, only 37% of patients from the IT MTX group
had received rituximab as part of the induction therapy, while
nearly all patients in the HD-MTX group received immunochem-
otherapy [16]. In our study where all patients had received
immunochemotherapy, we did not detect differences in the
efficacy between IT and HD-MTX, although the number of patients
in the HD-MTX group was low.

Blood Cancer Journal (2021)11:113
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Although in our series the risk of CNS relapse was similar
regardless the use of prophylaxis, we found that within the first
year from diagnosis the risk was higher in patients who did not
receive prophylaxis compared to patients who received IT or HD-
MTX with a risk of 7.1% vs. 2% vs. 2.4%, respectively. However,
over time, the risk became similar between groups, raising up to
56% and 52% at 5 years in the HD-MTX and IT groups,
respectively. These findings were not observed in previous studies
analyzing the role of CNS prophylaxis [13, 22]. However, the
median follow-up in these studies was around 2.5 years, so late
relapses might have been underestimated. Our evidence suggests
CNS prophylaxis might help to partially control undetected CNS
disease present at diagnosis delaying the occurrence of CNS
relapse, rather than preventing it. Furthermore, the use of CNS
prophylaxis might not prevent from late CNS relapse in the HR-
CNS population.

Finally, we noticed that the presence of non-GCB phenotype
determined by immunohistochemistry confers an increased risk of
CNS relapse in the HR-CNS population. These results are in
accordance with a recent publication analyzing the impact of COO
by GEP in 1418 patients from the GOYA phase 3 trial. In this study,
the authors found that ABC or unclassified phenotype was an
independent risk factor for CNS relapse, and patients with high-
CNS-IPI together with an ABC phenotype had a 2-year CNS relapse
rate of 15% [10]. Interestingly, although we used immunohisto-
chemistry techniques to determine the COO phenotype, we
observed similar results, suggesting that in the absence of
molecular analysis, COO assessed by immunohistochemistry along
with other risk factors could be useful to identify high-risk
patients.

In conclusion, our study highlights the need for developing
more effective CNS prophylaxis regimens than MTX. Furthermore,
our data in addition to emerging data from other centers, did not
demonstrate clinical advantage for using intravenous HD-MTX
over traditional IT MTX. Since HD-MTX is associated with higher
incidence of adverse events resulting in more delays in the
administration of R-CHOP cycles, we recommend that benefit/risk
assessment should be carefully considered before adopting HD-
MTX for CNS prophylaxis.
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Los resultados de este trabajo han demostrado que el andlisis del DNA tumoral
circulante en el liquido cefalorraquideo permite detectar y monitorizar la infiltracion del

sistema nervioso central en pacientes con linfoma B.

Los niveles de DNA tumoral circulante (ctDNA) en plasma tienen una buena correlaciéon
con la respuesta al tratamiento y el prondstico en los pacientes con linfoma no-Hodgkin
B con afectacion sistémica. En los pacientes con neoplasias sélidas cerebrales, varios
estudios han demostrado que la cantidad de ctDNA en el liquido cefalorraquideo (LCR)
es mas abundante que en el plasma. Sin embargo, en los pacientes con linfoma
cerebral, el papel del ctDNA en el LCR esta todavia por determinar. Tampoco se ha
investigado hasta el momento la utilidad del ctDNA para predecir la recaida en el sistema
nervioso central (SNC) en los pacientes con linfoma sistémico y alto riesgo de recaida

neuromeningea.

En este primer trabajo, se analizaron muestras de LCR y plasma de 19 pacientes con
los siguientes diagnosticos: 6 linfomas cerebrales, 1 linfoma con afectacion cerebral y
sistémica concomitante, y 12 linfomas sistémicos sin evidencia de afectacion
neuromeningea, pero con factores de riesgo de recaida en SNC. Se secuenciaron las
muestras del tumor primario de 16 de los 19 pacientes con el fin de identificar las
mutaciones somaticas en el tumor. Para ello, se utilizaron técnicas de secuenciacion
completa del exoma (WES, del inglés whole exome sequencing) en 5 pacientes, y un
panel de secuenciacion en 11 pacientes. En los 3 pacientes restantes se habia
detectado previamente la mutacion MYD88 L265P en el tumor como parte de los
estudios de rutina. Una vez secuenciado el tumor, se seleccionaron de 1 a 5 mutaciones
para cada paciente y se disefiaron sondas variant-specific droplet digital PCR para cada

mutacion.

En las muestras recogidas al inicio del estudio, se encontré ctDNA en el LCR de todos
los pacientes con linfoma y afectacion cerebral Gnica (n=6), con frecuencias alélicas

(VAF, del inglés variant allelle frequency) elevadas, con un rango de 1% a 95%. Las
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técnicas estandar de citologia convencional (CC) y citometria de flujo multiparamétrica
(CFM) detectaron células malignas en 4 y 5 pacientes, respectivamente. En el plasma,
se detectd ctDNA solamente en 2 de los 6 pacientes con linfoma cerebral, con VAFs
mucho menores a las observadas en el LCR (inferiores al 5%). No se detectd ctDNA en
el LCR de ninguno de los pacientes con linfoma sistémico (n=12) sin evidencia de
enfermedad en el SNC, aunque en la mayoria de los pacientes si que se encontré ctDNA
en el plasma (n=10). Por ultimo, en el paciente con afectacion concomitante sistémica y
cerebral, no se encontré ctDNA en el LCR, a pesar de que por CCy la CFM si que se

detectaron células malignas, y ademas se observo la presencia de ctDNA en el plasma.

Por otro lado, se investigo si el ctDNA podria ser til para monitorizar la respuesta al
tratamiento en los pacientes con enfermedad en el SNC. Para ello se analizaron
muestras secuenciales de LCR y plasma de 5 pacientes con linfoma cerebral. Los
niveles de ctDNA en el LCR se correlacionaron muy bien con la respuesta al tratamiento
disminuyendo hasta hacerse indetectables en los 3 pacientes que alcanzaron respuesta
completa (RC). En los 2 pacientes restantes, los niveles de ctDNA también disminuyeron
inicialmente durante el tratamiento, en concordancia con los resultados obtenidos por
CC y CFM, que no detectaron células malignas. Sin embargo, al finalizar el tratamiento
se observo que los niveles de ctDNA aumentaban nuevamente, a pesar de que la CCy
la CFM seguian sin detectar células malignas, y finalmente los 2 pacientes presentaron
una progresion precoz de la enfermedad. En el plasma, por el contrario, los niveles de
ctDNA en los 5 pacientes incluidos en esta parte del estudio permanecieron bajos en

todo momento, con VAFs inferiores al 6%.

Por dltimo, se estudid la correlacion entre el ctDNA en el LCR con el riesgo de recaida
en el SNC en los pacientes con linfoma cerebral en RC y en los pacientes con linfoma
sistémico sin evidencia de infiltracion neuromeningea, asi como su concordancia con
los resultados obtenidos con la CC y la CFM. Se detecté ctDNA en el LCR de 2

pacientes, uno con linfoma cerebral y otro con linfoma sistémico, ambos en respuesta
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completa, 3 y 8 meses antes de que las técnicas convencionales detectasen y

confirmasen la recaida en el SNC.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que el analisis de
ctDNA en el LCR puede detectar mejor la presencia de linfoma en el SNC que el analisis
del ctDNA en plasma. Ademas, la presencia ctDNA en el LCR tras el tratamiento puede
predecir la recaida neuromeningea y puede detectar la enfermedad residual mejor que
las técnicas convencionales en pacientes con linfoma cerebral y linfoma sistémico con

factores de riesgo de recaida neuromeningea.

El linfoma difuso de células grandes B (LDCGB) es el linfoma mas frecuente y supone
el 30-40% de todos los linfomas no Hodgkin. En general, los pacientes con LDCGB
tienen un riesgo bajo de recaida en el SNC; sin embargo, la presencia de ciertas
caracteristicas clinicas y biologicas puede aumentar el riesgo de forma considerable
llegando hasta el 15%. Debido al mal prondstico asociado con las recaidas
neuromeningeas, se recomienda realizar profilaxis del SNC en aquellos pacientes que
presenten factores de riesgo, aunque su eficacia es controvertida y tanto el esquema

como la via de administracion no estan del todo establecidas.

En este trabajo se analiz6 la eficacia de los dos esquemas de profilaxis mas utilizados
en la actualidad, la quimioterapia intratecal (IT) o las dosis altas de metotrexato (MTX)
endovenoso (HD-MTX). Para ello se estudiaron todos los pacientes diagnosticados de
LDCGB que presentasen factores de riesgo de recaida en el SNC, y que hubiesen sido
tratados con rituximab, ciclofosfamida, adriamicina, vincristina y prednisona (R-CHOP),
0 esquemas similares a R-CHOP desde el afio 2001 al 2017 en el hospital Memorial
Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC). Como factores de riesgo de recaida
neuromeningea se establecieron: CNS-IPI de alto riesgo (4-6 factores de riesgo), o

infiltracion testicular, mamaria, renal o de glandulas suprarrenales, o de la médula 6sea,
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independientemente del CNS-IPI. También se consideraron de alto riesgo los pacientes

con reordenamientos de los genes MYC y BCL2.

En total se identificaron 2308 pacientes, de los cuales 585 se clasificaron como alto
riesgo de recaida en el SNC y se incluyeron en el estudio. La mediana de edad fue de
68 afos (rango 21-91) y 301 (51%) eran varones. La distribucion segun la afectacion de
o6rganos de alto riesgo fue la siguiente: médula dsea, 118 (20%) pacientes,
riidn/glandula suprarrenal, 106 (18%); testiculo, 51 (9%) y mama, 47 (8%) pacientes.
Segun el CNS-IPI, los pacientes se clasificaron en bajo riesgo (10%), riesgo intermedio
(22%) y alto riesgo (68%). Dieciocho (7%) pacientes presentaban reordenamientos de

MYC y BCL2.

Doscientos noventa y cinco (50%) pacientes recibieron profilaxis, 253 (86%) con IT
(MTX con o sin citarabina) y 42 (14%) con HD-MTX. Con una mediana de seguimiento
de 6.8 afios, 36 de los 585 pacientes presentaron una recaida en el SNC, 14 de los
cuales habian recibido profilaxis. El riesgo de recaida en el SNC fue similar en los
pacientes que habian recibido profilaxis con IT o HD-MTX, y en los pacientes que no
habian recibido profilaxis, con un riesgo a los 5 afios del 5.5% vs. 5% vs. 7.5% (p=0.34),
respectivamente. Los pacientes que habian realizado profilaxis, tanto IT como HD-MTX,
recayeron en el SNC de forma mas tardia que los que no habian realizado profilaxis,
con una mediana de tiempo a la recaida de 19 meses (rango 7-55 meses) vs. 8 meses
(rango 6-110 meses), respectivamente. También observamos que el riesgo de recaida
en el SNC durante el primer afio tras finalizar la quimioterapia fue menor en los pacientes
que habian recibido profilaxis, comparado con los pacientes que no la habian recibido,
con un riesgo del 2% vs. 7.1%, respectivamente, y un riesgo relativo (RR) de 0.76 [95%
Cl, 0.08-0.66]. Sin embargo, con el paso del tiempo el riesgo de recaida se volvia similar
en los dos grupos, con un riesgo a los 5 afios del 5.6% en los pacientes con profilaxis,

comparado con el 7.5% en los pacientes sin profilaxis, RR 0.76 [95% CI, 0.35-1.75].
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Por ultimo, observamos que los pacientes con fenotipo no centro germinal determinado
por inmunohistoquimica (n=229), presentaban un riesgo mas elevado de recaida en el
SNC que los pacientes con fenotipo centro germinal (n=234), con un riesgo a los 5 afios

del 9.9% vs. 4.5%, respectivamente (p=0.03).

Por lo tanto, en base a los resultados de este segundo trabajo se puede concluir que la
profilaxis del SNC con quimioterapia IT no demostré un beneficio claro en la prevencion
de la recaida neuromeningea en pacientes con factores de riesgo. Ademas, el esquema
con HD-MTX tampoco demostré ser mas eficaz que la profilaxis con IT, lo que pone de

manifiesto la necesidad de investigar esquemas de profilaxis mas eficaces.
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El diagnodstico de los linfomas con afectacion del SNC es complicado en muchas
ocasiones debido a la dificultad para realizar la biopsia cerebral y los riesgos asociados
con el proceso quirargico. Ademas, debido a estos factores, la muestra obtenida en las
biopsias realizadas suele ser escasa. Por ello, en los dltimos afios ha habido un gran
interés en el estudio del ctDNA en el LCR y el plasma de estos pacientes y su potencial
uso para complementar el diagnostico. Hasta el momento, varios estudios han
demostrado que los niveles de ctDNA en el plasma tienen una muy buena correlacion
con el volumen metabdlico tumoral y con el pronéstico de los pacientes con linfoma B
con afectacion sistémica.(126, 127, 129, 130) Sin embargo, en el caso del linfoma
cerebral, al igual que sucede en otras neoplasias cerebrales, diversos grupos de
investigadores han observado que la cantidad de ctDNA circulante en el plasma es muy
baja, y por lo tanto no seria una buena fuente para para realizar estudios de ctDNA.(121,
122, 124, 131-133) Por otro lado, varios trabajos recientes, han conseguido detectar
ctDNA en el LCR de los pacientes con linfoma cerebral primario (LCP) y linfoma cerebral
secundario, la mayoria a través del andlisis de la mutacion MYD88 L265P, presente

hasta en el 70% de estos tumores.(134-136, 138, 140)

En la primera parte de este primer trabajo, demostramos la presencia de ctDNA en el
LCR al diagndstico, en todos los pacientes con linfoma cerebral con afectacién Gnica del
SNC (n=6), con VAFs entre el 5% y el 95%. Estos resultados, junto con los datos
reportados en los estudios previos, sugieren que el estudio del ctDNA en el LCR seria
una buena herramienta para complementar el diagndstico e identificar mutaciones
somaticas en los pacientes con linfoma cerebral.(134-136, 138, 140) Por otra parte,
también observamos que la cantidad de ctDNA en el plasma era indetectable o muy baja
en estos pacientes con enfermedad Unica en el SNC, en concordancia con los datos
publicados anteriormente, confirmando que el analisis de ctDNA en plasma no seria (til

para el manejo de estos enfermos.(131, 132, 136)
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La respuesta al tratamiento en los pacientes con linfoma cerebral se realiza mediante
pruebas de imagen junto con el andlisis del LCR en los casos con afectacion
leptomeningea.(103, 199) Nuestros resultados muestran que los niveles de ctDNA en el
LCR presentan una buena correlacién con la respuesta al tratamiento, disminuyendo de
forma significativa en los casos que presentaron reduccion tumoral y aumentando con
la progresion de la enfermedad, lo que sugiere que la determinacion de ctDNA en el
LCR también podria ser util para monitorizar la respuesta al tratamiento. De forma
similar, los resultados de un estudio llevado a cabo por investigadores del hospital
Memorial Sloan Kettering Cancer Center, también demostraron una buena correlacion
entre los niveles de ctDNA en el LCR y la respuesta al tratamiento en 9 casos con

linfoma cerebral en recaida incluidos en un ensayo clinico.(138)

También observamos la persistencia de niveles elevados de ctDNA en el LCR en dos
pacientes tras finalizar el tratamiento, aunque la citologia convencional (CC) y la
citometria de flujo multiparamétrica (CFM) en el LCR no detectaban células malignas.
Finalmente, estos dos pacientes presentaron una recaida precoz de la enfermedad a
nivel del SNC. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la determinacién de ctDNA
en el LCR también podria ser Util para detectar la presencia de enfermedad minima

residual tras el tratamiento en pacientes con enfermedad conocida en el SNC.

La recaida en el SNC en los pacientes con un linfoma sistémico se asocia con muy mal
prondstico, con una supervivencia inferior a 6 meses.(14, 155, 156, 177) Por ello, la
identificacion precoz de los pacientes con enfermedad en el SNC es crucial. Como se
ha comentado previamente, en los pacientes con linfoma sistémico y factores de riesgo
de recaida neuromeningea, se recomienda realizar un andlisis del LCR al diagnéstico
que incluya CC y CFM para descartar la presencia de enfermedad a ese nivel. A pesar
de que la CFM es una técnica mas sensible que la CC tiene algunas limitaciones como

la falta de estandarizacion y la disminucion de la sensibilidad de la técnica en muestras
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con escaso volumen.(106, 107, 175, 200) Ademas, la mayoria de las recaidas en el SNC
se producen de forma precoz, lo que sugiere que las células tumorales podrian estar ya
presentes en el LCR al diagnéstico y no ser detectadas por las técnicas convencionales.
En nuestro estudio, el andlisis de ctDNA en el LCR fue capaz de detectar la presencia
de enfermedad neuromeningea en 1 paciente con un linfoma sistémico sin evidencia de
enfermedad en el SNC al diagnostico ni durante el tratamiento y en respuesta completa
(RC), en una muestra de LCR (CC negativa y CFM negativa) obtenida 3 meses antes
de que las técnicas convencionales demostrasen la recaida a nivel cerebral. De forma
similar, en otro paciente con un linfoma cerebral en RC tras la quimioterapia, se observé
la presencia de ctDNA en el LCR en 2 muestras con CC y CFM negativas, obtenidas 8
y 10 meses antes de que la RMN cerebral y la CFM confirmasen la recaida
neuromeningea. Estos hallazgos indican que el analisis del ctDNA en el LCR podria ser
mas sensible que las técnicas convencionales para la deteccion precoz de la
enfermedad neuromeningea en pacientes con linfoma sistémico con alto riesgo de
recaida en SNC y en pacientes con linfoma cerebral. De forma similar, los resultados de
un estudio reciente presentado en el American Society of Hematology (ASH) Meeting
del afio 2020, mostraron por medio de un analisis de clonotipos especificos del tumor,
la presencia de cfDNA en el LCR de 8 de los 19 (42%) pacientes con diagndstico de
linfoma sistémico sin evidencia de afectacion en el SNC. Con una mediana de
seguimiento de 11 meses, 2 de estos 8 pacientes presentaron una recaida
neuromeningea. Sin embargo, en los resultados preliminares presentados no se detall6
si el resto de pacientes con cfDNA detectable que no recayeron a nivel del SNC
recibieron algun tipo de tratamiento con farmacos con capacidad para penetrar al SNC,
que explicase la ausencia de recaida.(139) En nuestro estudio, el andlisis de ctDNA en
el LCR no consiguio detectar enfermedad en 1 paciente con un linfoma sistémico de alto
riesgo, que presenté una recaida en el SNC 9 meses después de finalizar el tratamiento
de primera linea. El resto de los pacientes con linfoma sistémico en los que no se detectd

ctDNA en el LCR, permanecen en RC sin evidencia de enfermedad neuromeningea.
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Una de las principales limitaciones de nuestro estudio es que debido a la elevada
heterogeneidad intra-tumoral existente en el LDCGB y en otros linfomas B sistémicos,
no se sabe con certeza el nimero de mutaciones que son compartidas por el tumor
primario y las células malignas presentes en otras localizaciones. De este modo, en
nuestro estudio, no detectamos ctDNA en el LCR de un paciente con enfermedad
conocida a nivel leptomeningeo y sistémico, aunque si que se identificaban mutaciones
en el plasma. Cabe destacar que en este caso la muestra tumoral secuenciada
correspondia al diagnéstico de la enfermedad, mientras que las muestras de LCR y
plasma utilizadas para el analisis de ctDNA se obtuvieron al momento de la recaida.
Asimismo, un trabajo llevado a cabo por investigadores del Memorial Sloan Kettering
Cancer Center, observo que solo entre un 11% - 37% de las mutaciones identificadas
en el LCR de los pacientes con linfoma cerebral en recaida, estaban también presentes
en la muestra tumoral al diagnéstico, aunque este porcentaje aumentaba hasta el 60%
en las mutaciones que afectaban a los genes de la via del BCR (MYD88, CD79B,

CARD11, MALT1, PLCG2, TNFAIP3).(138)

En conclusién, los resultados de este primer trabajo muestran que, en los pacientes con
linfoma cerebral, el ctDNA es mas abundante en el LCR que en el plasma y que los
niveles del mismo presentan una buena correlacién con la respuesta al tratamiento, por
lo que podria ser una buena herramienta para complementar el diagndstico y monitorizar
la respuesta a la terapia. Ademas, también se observo que el andlisis del ctDNA en el
LCR permite detectar la recaida en el SNC de manera mas precoz que las técnicas
diagnésticas estandar, tanto en pacientes con linfoma sistémico con alto riesgo de

recaida neuromeningea como en pacientes con linfoma cerebral.
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En el linfoma difuso de células grandes B (LDCGB) el riesgo de recaida en el SNC es
en general bajo; sin embargo, la presencia de ciertas caracteristicas clinicas y bioldgicas
aumentan el riesgo de forma significativa.(13, 14) Dado el mal pronéstico asociado con
las recaidas neuromeningeas, en los pacientes considerados de alto riesgo se
recomienda realizar profilaxis con farmacos con capacidad de penetrar la barrera
hematoencefalica, aunque en la era de rituximab su eficacia es controvertida.(156, 165,
166, 185-188, 192-194) El segundo trabajo de esta Tesis Doctoral, tenia como objetivo
evaluar la eficacia de la profilaxis del SNC con los dos esquemas mas utilizados en la
actualidad, la quimioterapia intratecal (IT) y las dosis altas de metotrexato endovenoso
(HD-MTX), en una amplia cohorte de pacientes tratados de forma homogénea con R-
CHOP o esquemas similares. Nuestros resultados muestran que la profilaxis del SNC
no ofrece un beneficio claro en los pacientes con LDCGB y factores de riesgo, con un
riesgo de recaida a los 5 afios del 5.5% en los pacientes que recibian profilaxis IT, 5%

los que recibian HD-MTX y 7.5% en los pacientes que no recibian profilaxis.

El riesgo de recaida en el SNC de los pacientes incluidos en nuestro estudio de fue del
6.5% a los 5 afios, en concordancia con los resultados obtenidos en otras series
retrospectivas publicadas en los Ultimos afos.(185, 187, 188, 197, 201) Otros
investigadores sin embargo, describieron un riesgo de recaida superior, alrededor del
10%, en los pacientes de alto riesgo.(14, 159) Es posible que esta diferencia sea debida
a que la mayoria de los pacientes de nuestro estudio se les realizé un analisis del LCR
previo a iniciar el tratamiento lo cual permitié identificar de forma precoz a los pacientes
asintomaticos con enfermedad leptomeningea oculta, que fueron por lo tanto excluidos
del andlisis. Otra de las razones podria ser que los criterios escogidos para identificar a
los pacientes de alto riesgo varian entre los diferentes estudios.(159, 185, 187, 188, 197,

201)
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La eficacia de la profilaxis del SNC en los pacientes con LDCGB de alto riesgo se ha
investigado en numerosos estudios a lo largo de los afios. La mayoria de estos trabajos
son de caracter retrospectivo, y muchos de ellos carecen de un grupo comparador, lo
que representa una de sus principales limitaciones. Ademas, como se ha comentado
anteriormente, los criterios utilizados por los diferentes investigadores para definir el
grupo de pacientes de alto riesgo se han ido modificando a lo largo de los afios y varian
ampliamente entre los diferentes estudios. Por Ultimo, otra de las limitaciones de las
series publicadas hasta ahora y también de nuestro estudio es que la administracion de
la profilaxis fue a criterio del médico tratante, lo cual implica que los pacientes que
recibieron profilaxis podrian haber sido considerados de mayor riesgo, o por el contrario,
que los pacientes con mal estado general o de edad avanzada no fuesen considerados
candidatos para recibir la profilaxis.(153, 156, 159, 165, 177, 184-187) En nuestro
estudio, a pesar de que el uso de la profilaxis no fue controlado, utilizamos un indice
pronéstico robusto, como es el CNS-IP| para identificar con mayor precisién a los
pacientes de alto riesgo. Ademas, incluimos también a aquellos pacientes con
afectacion testicular, mamaria, renal o de la médula 6sea, independientemente del CNS-
IPI; asi como los casos con reordenamientos de MYC y BCL2 y/o BCL6; que como se
ha descrito en la introduccion, también presentan un riesgo mas elevado de recaida en
el SNC,(60, 61, 65, 66, 68) lo que hace que nuestros resultados sean mas

representativos que otros estudios retrospectivos similares.

En nuestra serie, el 50% de los pacientes recibieron profilaxis neuromeningea, la
mayoria de ellos con MTX IT, probablemente porque el periodo de inclusion del estudio
es muy amplio (afios 2001-2017), y esta ha sido la profilaxis mas utilizada
histéricamente. Nuestros resultados fueron concordantes con los datos de otros
estudios retrospectivos y analisis posthoc de estudios prospectivos, donde tampoco se
observé una reduccién en el nimero de recaidas en el SNC en los pacientes que

recibian profilaxis IT comparado con los que no recibian profilaxis, lo que apoya la
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hipotesis de que este tipo de profilaxis no es eficaz en la era del rituximab.(153, 156,

159, 165, 177, 184-187)

En los dltimos afios, dado el escaso beneficio reportado con la profilaxis IT, se ha
investigado también la utilidad de la profilaxis con dosis altas de MTX administrado por
via endovenosa. Con este esquema se ha demostrado que se alcanzan concentraciones
mas elevadas de MTX en el LCR y en el plasma, lo que permitiria prevenir tanto las
recaidas leptomeningeas como las parenquimatosas, mas frecuentes en la era de
rituximab.(168, 189, 191) A pesar de que inicialmente varios estudios retrospectivos
demostraron una reduccion en el nimero de recaidas neuromeningeas en pacientes de
alto riesgo,(188, 192, 193) dos trabajos publicados en los Ultimos afios contradicen estos
resultados concluyendo que no existe un beneficio claro con este tipo de profilaxis.(194,
195) Nuestros resultados, a pesar de que el nUmero de pacientes que habian recibido
HD-MTX no fue muy elevado, tampoco muestran un menor riesgo de recaida en el grupo
que recibia HD-MTX comparado con el grupo que no recibia profilaxis. Por ultimo, un
estudio reciente llevado a cabo en Canada con 326 pacientes de los cuales un 35%
habian recibido HD-MTX, mostr6 resultados concordantes con nuestro estudio, con un
riesgo de recaida similar entre los pacientes que recibian profilaxis con HD-MTX y los

gue no recibian profilaxis (11% vs. 12%).(198)

Nuestros resultados tampoco muestran diferencias entre los dos esquemas de profilaxis
analizados. Inicialmente, un estudio retrospectivo llevado a cabo por investigadores de
Australia, mostro que los pacientes que recibian profilaxis con HD-MTX tenian un riesgo
de recaida en el SNC significativamente inferior al de los pacientes que recibian
profilaxis con MTX IT. Sin embargo, cabe destacar que en este estudio solo un 37% de
los pacientes que recibian MTX IT, habian recibido rituximab como parte del tratamiento;
mientras que casi todos los pacientes del grupo de HD-MTX habian sido tratados con

inmunoquimioterapia.(193) Otro estudio reciente tampoco observo diferencias
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significativas en una amplia cohorte de pacientes tratados en 19 centros de Estados
Unidos que habian recibido como profilaxis HD-MTX o quimioterapia IT, con un riesgo

de recaida de 7% vs. 5%, respectivamente.(197)

En nuestro trabajo, a pesar de que el riesgo de recaida neuromeningea fue similar
independientemente del uso de la profilaxis, observamos que los pacientes que recibian
profilaxis presentaban recaidas mas tardias que los pacientes que no la recibian. Asi, el
primer afio tras finalizar el tratamiento, el riesgo de recaida en SNC fue del 7.1% en los
casos que no habian recibido profilaxis comparado con un 2.4% y 2% en los pacientes
tratados con HD-MTX y quimioterapia IT, respectivamente. Sin embargo, observamos
gue, con el paso de los afios, el riesgo se volvia similar, siendo a los 5 afios del 7.5%
vs. 5.6% vs. 5.2%, en los pacientes sin profilaxis, con quimioterapia IT y HD-MTX,
respectivamente. Estos resultados no se habian observado en estudios publicados
anteriormente, probablemente porgue la mayoria de estos trabajos tienen una mediana
de seguimiento corta, de aproximadamente 2.5 afios, por lo que las recaidas tardias no
serian detectadas, a diferencia de nuestro estudio, donde la mediana de seguimiento

fue de 6.8 afos.(185, 187, 197, 198)

Una de las hipétesis que explicarian nuestros resultados es que la administracién de
tratamiento profilactico con farmacos que penetran al SNC, podria eliminar parcialmente
la enfermedad oculta neuromeningea, retrasando su aparicion, en lugar de prevenirla
de manera eficaz. Ademas, los resultados obtenidos en nuestro estudio también
sugieren que los esquemas de profilaxis utilizados hasta ahora no serian Utiles para

prevenir las recaidas tardias.

Finalmente, aunque en nuestro estudio todos los pacientes incluidos fueron
considerados de alto riesgo, observamos que aquellos que tenian un fenotipo no centro

germinal (no-GCB) determinado por inmunchistoquimica, tenian un riesgo mas elevado
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de recaida en el SNC que los pacientes que tenian un fenotipo centro germinal (GCB).
Estos resultados concuerdan con un trabajo reciente en el que se observé que la célula
de origen tipo ABC, determinada mediante un andlisis de perfil de expresion génica, era
un factor de riesgo independiente de recaida en el SNC, sobre todo en el grupo de
pacientes con un CNS-IPI de alto riesgo, con un riesgo de recaida a los 2 afios del 15%.
Asi, nuestros resultados sugieren que en los casos en los que no se puedan realizar
estudios moleculares para determinar la célula de origen, las técnicas de

inmunohistoquimica podrian ser de ayuda para identificar a los pacientes de alto riesgo.

Por lo tanto, como conclusion de este segundo trabajo, la profilaxis con quimioterapia IT
no demostré un beneficio en la prevencion de la recaida neuromeningea en los
pacientes con diagnostico de LDCGB vy factores de riesgo. Ademas, el esquema con
HD-MTX no demostrd ser mas eficaz que la profilaxis IT. Todo ello, pone de manifiesto

la necesidad de investigar esquemas de profilaxis mas eficaces.
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7/ CONCLUSIONES
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Las conclusiones de esta Tesis Doctoral son las siguientes:

En los linfomas con afectacidon cerebral Unica, el ctDNA fue mas abundante en el

LCR que en el plasma.

El analisis de ctDNA en el LCR mostrd una buena correlaciéon con la respuesta al

tratamiento en los pacientes con linfoma cerebral.

El analisis de ctDNA detect6 la recaida en el SNC con mayor precisién que la

citometria de flujo multiparamétrica y la citologia convencional.

La profilaxis del SNC no fue eficaz para prevenir la recaida neuromeningea en los

pacientes con LDCGB vy factores de riesgo

El esquema de profilaxis con dosis altas de metotrexato endovenoso no demostrd

ser mas eficaz que la profilaxis con quimioterapia intratecal
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8 LINEAS DE
FUTURO
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En los ultimos afos, la biopsia liquida ha demostrado una buena correlacion con el
volumen tumoral y el pronostico de los pacientes con sindromes linfoproliferativos. Los
resultados de nuestro estudio confirman que la biopsia liquida también es util para el
diagnostico y la monitorizacion de la respuesta al tratamiento en los pacientes con
sindromes linfoproliferativos con afectacion del sistema nervioso central (SNC).
Ademas, la biopsia liquida también demostr6 su utilidad para predecir la recaida
neuromeningea en los pacientes con linfoma sistémico y riesgo alto de recaida en el
SNC. Este ultimo hallazgo es especialmente significativo ya que como se observa en el
segundo trabajo de esta tesis doctoral, la administracién de profilaxis del SNC, no
parece ser muy eficaz en la prevencidon de las recaidas neuromeningeas en los
pacientes con linfoma difuso de célula grande B y riesgo alto de recaida en el SNC. Por
altimo, en base a los resultados obtenidos con los estudios que conforman esta Tesis
Doctoral, nuestro grupo de investigacion esta desarrollando nuevos proyectos para
investigar la utilidad de la biopsia liquida en el diagndéstico y la caracterizacion molecular
en los pacientes con linfoma cerebral primario, asi como su utilidad para evaluar la

respuesta al tratamiento.
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