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RIASSUNTO

Presupposti dello studio. Il linfoma linfoplasmocitico (LPL) ¢ un raro linfoma
non-Hodgkin a cellule B periferiche, costituito da linfociti maturi di piccola taglia,
plasmacellule e linfociti plasmocitoidi. La valutazione istologica del midollo osseo
ha un ruolo fondamentale nella diagnosi del LPL. La presenza di immunofenotipi
aberranti e reperti morfologici non completamente specifici possono, tuttavia,
complicare il work-up diagnostico e la diagnosi differenziale con i linfomi della
zona marginale (MZL). Studi di citofluorimetria hanno suggerito elevati tassi di
positivita per CD23 nel LPL, ma poco si sa sull’espressione immunoistochimica
(IHC) di questa proteina e sulla sua eventuale utilita nella diagnosi differenziale con
il MZL.

Scopo dello studio. Scopi del presente studio sono: (i) descrivere le caratteristiche
cliniche, morfologiche e immunofenotipiche di una ampia serie di LPL; (ii) valutare
I’espressione di CD23 in campioni midollari di LPL, identificando possibili
correlazioni tra fenotipi clinici, immunoistochimici e molecolari; (iii) valutare il
ruolo di CD23 e di altri parametri istologici nella diagnosi differenziale tra LPL e
MZL.

Materiali e metodi. Questo studio ha considerato una serie retrospettiva di 81 casi
di LPL, diagnosticati presso I’U.O.C. di Anatomia Patologica dell’Azienda
Ospedale Universita di Padova tra il 2017 e il 2023. Ai fini dello studio, sono stati
adottati i seguenti criteri di inclusione: (i) diagnosi di LPL basata su criteri
internazionali; (i1) disponibilita di dati clinici e di laboratorio alla diagnosi; (iii)
follow-up clinico >6 mesi; (iv) disponibilita di campioni di midollo osseo adeguati
alla revisione morfologica e immunochimica. I reperti istologici sono stati correlati
con dati clinico-laboratoristici e con lo stato mutazionale per MYDS88 e CXCR4. 11
confronto tra LPL e MZL ¢ stato condotto considerando un’ulteriore serie di 73 casi
di MZL con coinvolgimento midollare alla diagnosi. Le analisi statistiche sono state
condotte considerando test non-parametrici per variabili quantitative (test di
Wilcoxon-Mann-Withney) e qualitative (test esatto di Fisher). Uno score
diagnostico integrato ¢ stato realizzato mediante analisi di regressione logistica e
studi con curve ROC ¢ stima delle AUC. Per tali analisi, sono stati considerati come

statisticamente significativi valori di p <0.05.



Risultati. La popolazione dello studio includeva 81 pazienti affetti da LPL con eta
mediana alla diagnosi di 71 anni e rapporto M:F di 1,8. La valutazione morfologica
ha documentato vari pattern di infiltrazione midollare (interstiziale,
intrasinusoidale, paratrabecolare, centrolacunare e diffuso). La caratterizzazione
immunoistochimica ha dimostrato positivita parziale/focale per CD23 in 59/81
(72,8%) casi. L’espressione di CD23 era significativamente associata a piu esteso
coinvolgimento midollare e a piu frequenti tassi della mutazione L265P di MYDSS.
Il confronto con la coorte di MZL ha evidenziato piu alti livelli di espressione della
componente monoclonale sierica e di CD23 nel LPL. Uno score integrato che
considerasse tali parametri, la presenza/assenza di linfoadenopatie/organomegalia
e di reti di cellule follicolari dendritiche nel midollo consentiva la diagnosi
differenziale tra LPL e MZL con ottimi valori predittivi positivi e negativi.
Conclusioni. Il LPL ¢ una malattia clinicamente e istologicamente eterogenea,
caratterizzata da frequente espressione di CD23. La positivita per tale marcatore
correla con specifiche caratteristiche cliniche e biologiche e (insieme ad altri

parametri) supporta la diagnosi differenziale con il MZL.



ABSTRACT

Background. Lymphoplasmacytic lymphoma (LPL) is a rare non-Hodgkin B-cell
lymphoma consisting of mature lymphocytes, plasma cells, and plasmacytoid
lymphocytes. Bone marrow biopsy plays a key role for the diagnosis of LPL.
Aberrant phenotypes and not fully specific morphological features may hinder the
diagnostic workup and the differential diagnosis with marginal zone lymphoma
(MZL). Flow cytometry studies have suggested high rates of CD23 positivity in
LPL, yet little is known on the immunohistochemical (IHC) expression of this
marker and on its possible role in the differential diagnosis with MZL.

Study aims. This study is aimed at: (i) describing the clinical, morphological and
immunohistochemical features of a larger series of LPL; (ii) evaluating CD23
expression in LPL, also considering possible correlations among the disease
clinical, phenotypic and molecular features; (iii) evaluating the role of CD23 and
other markers in the differential diagnosis between LPL and MZL.

Materials & methods. This study considered a retrospective series of 81 cases of
LPL, diagnosed at the Pathology Unit of Padua University Hospital between 2017
and 2023. The following inclusion criteria were adopted: (i) diagnosis of LPL based
on international consensus criteria; (i1) availability of clinical and laboratory data at
diagnosis; (iii) clinical follow-up >6 months; (iv) availability of adequate bone
marrow samples for morphological and immunochemical review. Bone marrow
biopsy findings were correlated with clinical-laboratory data and with MYDS&S8 and
CXCR4 mutational status. Comparison between LPL and MZL was conducted
considering a further series of 73 cases of MZL with bone marrow involvement.
Statistical analyses were conducted by non-parametric tests for quantitative
(Wilcoxon-Mann-Withney test) and qualitative variables (Fisher’s exact test). An
integrated diagnostic score was produced by logistic regression with ROC curve
and AUC studies. Statistical significance was considered for p values <0.05.
Results. The study population included 81 LPL patients with median age at
diagnosis of 71 years and M:F ratio of 1.8. Morphological evaluation disclosed a
variety of infiltration patterns (interstitial, intrasinusoidal, paratrabecular, non-
paratrabecular and diffuse). Partial/focal positivity for CD23 was documented in
59/81 (72.8%) cases. CD23 expression was significantly associated with more
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extensive bone marrow infiltration and with higher MYDS§ mutational rates.



Comparison with MZL showed higher serum monoclonal component and higher
CD23 expression in LPL. An integrated score considering such parameters as well
as the presence/absence of adenopathy/splenomegaly and of follicular dendritic cell
meshworks could distinguish LPL from MZL with high diagnostic yield.
Conclusions. LPL is a clinically and histologically heterogeneous disease,
featuring frequent CD23 expression. Positivity for CD23 correlates with specific
clinical and biological features and (together with other markers) supports the

differential diagnosis between LPL and MZL.



1. INTRODUZIONE
1.1. Le neoplasie linfoidi

1.1.1. Definizione e caratteristiche generali delle neoplasie linfoidi

Linfomi e leucemie linfoidi sono proliferazioni neoplastiche derivate da linfociti B,
T o da cellule NK. Le neoplasie derivanti da cellule mature rappresentano le forme
piu frequenti. Il decorso clinico varia da quadri indolenti a estremamente aggressivi.
Per quanto tali patologie interessino piu spesso organi linfoidi secondari (i.e.
linfonodi e milza), esse possono insorgere in ogni distretto corporeo.

Le neoplasie linfoidi vengono classificate in linfomi di Hodgkin (HL) e linfomi
non-Hodgkin (nHL); questi ultimi, a loro volta, si dividono in linfomi/leucemie dei
precursori (i.e. linfomi/leucemie linfoblastiche a cellule B e T) e in linfomi a cellule

B o T periferiche.

1.1.2. Caratteristiche generali dei linfomi non-Hodgkin a cellule B

La categoria dei linfomi non-Hodgkin a cellule B periferiche ¢ molto vasta e il loro
decorso clinico molto variabile. Tradizionalmente si distinguono forme indolenti
(anche asintomatiche) e forme aggressive, rapidamente letali se non trattate [29].
Le prime includono il linfoma follicolare, la leucemia linfatica cronica/linfoma a
piccoli linfociti, il linfoma della zona marginale (MZL), la leucemia a cellule
capellute e le sue varianti e il linfoma linfoplasmocitico (LPL). Le seconde
comprendono il linfoma diffuso a grandi cellule B (primitivo o secondario a forme
indolenti), il linfoma mantellare, il linfoma di Burkitt e gli high-grade B-cell

lymphomas (double hit o non altrimenti specificati) [29].

1.2. Linfoma linfoplasmocitico

1.2.1. Definizione

I1 LPL ¢ un raro linfoma non-Hodgkin a cellule B periferiche, costituito da linfociti
maturi di piccola taglia, plasmacellule e cellule con caratteristiche intermedie (c.d.
linfociti plasmocitoidi) [8]. La malattia interessa principalmente il midollo osseo,
mentre coinvolge raramente linfonodi e milza [12]. Nella maggior parte dei casi si
ha una paraproteinemia monoclonale di tipo IgM [41].

La maggior parte degli LPL presenta caratteristiche del tipo Macroglobulinemia di

Waldestrom (MW), ossia coinvolgimento del midollo osseo e paraproteinemia I[gM



[3]. Piu raramente si hanno LPL associati a gammopatia monoclonale IgA o IgG,

LPL non secernenti o LPL senza infiltrazione del midollo [7, 3].

1.2.2. Epidemiologia

I1 LPL rappresenta meno del 5% di tutte le neoplasie linfoidi, insorge nell'eta adulta
o anziana (eta mediana alla diagnosi di 65 anni) e ha una maggior prevalenza nel
sesso maschile. Il tasso di incidenza aggiustato per eta ¢ di circa 7 casi/1.000.000
negli uomini e 4 casi/1.000.000 nelle donne. Le popolazioni caucasiche sono piu
colpite delle popolazioni di origine asiatica, medio-orientale o africana. Tanto il

LPL quanto la WM hanno decorso clinico protratto e generalmente indolente [1].

1.2.3.Eziologia

L’eziologia del LPL ¢ sconosciuta, per quanto sembra giochino un ruolo patogenico
rilevante sia fattori genetici che ambientali ed acquisiti. I primi sono suggeriti dalla
presenza di clusters di famiglie affette da questa patologia [42]. I secondi
potrebbero comprendere invece infezione virali croniche (e.g. infezione da HCV) e
disordini autoimmuni [3, 44].

Per quanto riguarda la cellula di origine del LPL, il fenotipo e le caratteristiche
genetiche delle cellule neoplastiche (i.e. presenza di mutazioni somatiche dei geni
della regione variabile delle catene delle immunoglobuline) suggeriscono come
controparte normale un linfocita B post-centro germinativo in avanzato stadio di
differenziazione verso la plasmacellula [43]. In tale contesto, la stimolazione
cronica da parte di antigeni self o non-self potrebbe contribuire alla degenerazione

neoplastica di cloni di linfociti B [45,46].

1.2.4. Presentazione clinica

I1 LPL ¢ una neoplasia clinicamente indolente, spesso asintomatica o con solo lieve
anemia alla diagnosi. Il decorso clinico € lento e progressivo con una sopravvivenza
mediana di circa 5-10 anni. Una minoranza di casi pud evolvere a linfoma diffuso
a grandi cellule B.

Le manifestazioni cliniche del LPL possono dipendere da (i) infiltrazione midollare/
extra-midollare o (ii) proprieta immunologiche e/o biochimiche della componente
monoclonale IgM [4,3]. Tra i segni e i sintomi derivanti da infiltrazione neoplastica

del midollo osseo vi sono le citopenie, astenia, faticabilita e sintomi B (i.e.



febbricola, sudorazione notturna e calo ponderale) [4]. L’anemia ¢ particolarmente
frequente e (oltre che da infiltrazione midollare) pud dipendere da emolisi
immunomediata o alterato metabolismo del ferro, secondario ad elevati livelli
epcidina [33]. Leucopenia e trombocitopenia sono piu rare, essendo documentate
in circa il 15% dei pazienti [3.4].

Tra le manifestazioni da infiltrazione extra-midollare vi sono linfoadenopatie,
epato/splenomegalia, versamenti pleurici o addominali [47]. In circa 1’1% dei
pazienti si possono sviluppare inoltre la sindrome di Bing-Neel (infiltrazione
diffusa del sistema nervoso centrale con conseguenti disturbi neurologici) [48] e la
sindrome di Schnitzler (quadri orticariodi ricorrenti da interessamento cutaneo e
segni di infiammazione sistemica) [8].

I quadri correlati alla paraproteinemia monoclonale IgM comprendono anemia
emolitica autoimmune, malattia da agglutinine fredde o crioglobulinemia di tipo |
[8] con manifestazioni prevalentemente cutanee, quali fenomeno di Raynaud,
acrocianosi, ulcere, porpora e orticaria da freddo [52]. Piu raramente possono aversi
depositi tissutali di sostanza amiloide. Di grande rilevanza ¢, inoltre, la sindrome
da iperviscosita, che si verifica in circa il 10-15% dei pazienti quando 1 livelli sierici
di IgM raggiungono o superano i 3 g/dL [50]. In tali casi, I’elevata osmolarita sierica
determina alternazioni del microcircolo, determinando cefalea, alterazioni del
sensorio, disturbi della visione e sanguinamento mucoso [49,50,51].

I depositi di IgM, la presenza di autoanticorpi, la crioglobulinemia e 1’amiloidosi
possono inoltre provocare vari quadri di polineuropatia periferica [53]. Una delle
forme piu caratteristiche di polineuropatia associata a LPL/WM ¢ la sindrome da
anticorpi anti-MAG, dovuta ad auto-anticorpi diretti contro la guaina mielinica dei
nervi periferici. Tale sindrome colpisce circa il 10% dei pazienti con LPL e causa
una polineuropatia demielinizzante periferica, soprattutto a livello degli arti

inferiori, generalmente sensitiva, ma (nei casi piu gravi) anche motoria [54].

1.2.5. Alterazioni laboratoristiche associate a LPL/WM

Come precedentemente accennato, nel 50-70% dei pazienti ¢ presente anemia
normocitica normocromica. La presenza di paraproteinemia puo determinare inoltre
la formazione di rouleaux di eritrociti all’esame microscopico dello striscio di
sangue periferico. La conta leucocitaria ¢ tendenzialmente entro i limiti di norma,

per quanto analisi citofluorimetriche possano documentare piccole popolazioni di



linfociti circolanti monoclonali [4]. All’esame microscopico, tali cellule sono di
piccole dimensioni con cromatina addensata. Comune ¢ inoltre la presenza di
linfociti plasmocitoidi con citoplasma basofilo abbondante e nuclei eccentrici [8].
La conta piastrinica ¢ generalmente entro i limiti di norma, per quanto
trombocitopenia possa verificarsi negli stadi avanzati di malattia.

La componente monoclonale IgM puo interferire con la funzione piastrinica,
determinando un’alterazione dei parametri coagulativi (tempi di sanguinamento e
di coagulazione). La VES ¢ solitamente aumentata [4], mentre gli indici di
funzionalita renale ed epatica sono quasi sempre nella norma. L’iperuricemia ¢
comune mentre I’ ipercalcemia si verifica solo nel 5% dei casi [55,56]. Elevati livelli
di beta2-microglobulina sono presenti nella maggior parte dei pazienti con WM
sintomatica.

Il profilo elettroforetico delle proteine sieriche evidenzia frequenti gammopatie
monoclonali, che possono essere confermate mediante test di immunofissazione
[3]. A queste possono aggiungersi proteinuria di Bence Jones, agglutinine fredde o
crioglobuline, che dovrebbero essere sempre ricercate alla diagnosi.
Prognosticamente ¢ molto importante la valutazione delle catene leggere libere
sieriche, in quanto pazienti con livelli > 80 mg/L hanno decorso clinico progressivo

e sopravvivenza libera da trattamento piu breve [57].

1.2.6. Profilo genetico del LPL/WM

Come in tutte le neoplasie a cellule B, anche nel LPL si ha riarrangiamento
monoclonale dei geni delle immunoglobuline. Nel 90% dei casi si ha inoltre
ipermutazione somatica delle regioni variabili delle catene leggere e pesanti delle
immunoglobuline [58].

Per quanto riguarda le alterazioni citogenetiche, nel 63% dei casi ¢ presente una
delezione del braccio lungo del cromosoma 6. Tale alterazione ¢ relativamente
specifica di LPL ed ¢ stata associata a prognosi molto sfavorevole [59]. Altri eventi
citogenetici comprendono trisomia del cromosoma 4, del(13q14), del(17p23),
del(11g22), la trisomia del cromosoma 8 e la traslocazione t(9;14)(p13;q32)
[60,61,62,63,64].

Grazie a studi di whole genome sequencing (WGS) sono state identificate mutazioni
somatiche ricorrenti, frequentemente associate a LPL/WM [65]. Di queste, la piu

frequente e utile ai fini diagnostici ¢ la mutazione L265P di MYDS88 (MYDS88-?6°7),



riscontrata nel 90% dei pazienti [66]. Tale mutazione non ¢ tuttavia specifica di
LPL, essendo documentata in altri disordini linfoproliferativi, quali la leucemia
linfatica cronica/linfoma a piccoli linfociti B, il MZL, il linfoma mantellare e alcuni
linfomi diffusi a grandi cellule B [4]. Mutazioni alternative di MYDS88 possono
essere riscontrate in una minoranza di pazienti [67]. Da un punto di vista funzionale,
le mutazioni di MYD&S risultano patogeniche in quanto determinano attivazione
costitutiva delle chinasi associate al recettore per IL-1 (IRAK), promuovendo
I’attivazione della Bruton tirosin chinasi (BTK) e la proliferazione dei linfociti B.
I pazienti senza mutazioni di MYD&8S presentano altre mutazioni attivanti la via di
NF-kB, in grado di provocare deregolazione epigenomica e danni nei meccanismi
di riparo del DNA. Questi pazienti hanno prognosi piu sfavorevole con piu alti tassi
di progressione a linfoma diffuso a grandi cellule B [68].

Nel 30-40% dei pazienti sono presenti mutazioni attivanti il recettore chemochinico
CXCRA4. L attivazione di tale recettore promuove cascate intracellulari di PI3K,
ERK, Akt, responsabili della chemiotassi, migrazione, proliferazione e staminalita
dei linfociti B [65,70]. La maggior parte delle mutazioni di CXCR4 introduce un
codone di STOP prematuro o un frame-shift che rimuove la porzione C-terminale
della proteina, evitandone la degradazione e prolungandone [Dattivita.
L’iperfunzione di CXCR4 ¢ in grado di favorire la sopravvivenza, la migrazione nel
midollo osseo e la produzione di livelli elevati di IgM nel siero. La presenza di
mutazioni di CXCR4 ¢ stata inoltre associata a una riduzione dell’efficacia
terapeutica degli inibitori di BTK [71,72].

Oltre alle mutazioni d MYD88 e CXCR4, nel 17-20% dei casi sono riportate
mutazioni somatiche del gene ARIDIA, che correlano con malattia in stadio
avanzato. Mutazioni di 7P53 sono presenti in meno del 5% dei casi e si associano
a prognosi severa. Possono aversi, inoltre, mutazioni attivanti di CD794 e CD79B,
che determinano attivazione costitutiva del B-cell receptor. Mutazioni meno

frequenti coinvolgono geni quali KMTDZ2 e MYBBP1A4 [73,74,41,76].

1.2.7. Caratteristiche istologiche del LPL/WM

Nella midollo osseo, il LPL ha pattern di infiltrazione interstiziale o in aggregati
paratrabecolari e non paratrabecolari. La popolazione neoplastica ¢ composta da
piccoli linfociti B, linfociti plasmocitoidi e plasmacellule con solo rari blasti. Sono

comuni cellule con corpi di Dutcher (i.e. pseudoinclusi nucleari di
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immunoglobuline) e mastociti [8]. I follicoli linfoidi e le reti di cellule follicolari
dendritiche (FDC) sono rari. In caso di interessamento linfonodale, I’architettura
nodale puo essere conservata e I’infiltrazione neoplastica puo limitarsi alle aree
interfollicolari con un’espansione paracorticale di piccoli linfociti e con un numero
variabile di plasmacellule. I seni sottocapsulari e della midollare rimangono pervi.
In alternativa, si possono avere follicoli iperplastici e un’architettura nodale
sovvertita da una proliferazione diffusa o vagamene nodulare di elementi
linfoplasmocitici con numerosi istiociti epitelioidi [77]. A livello splenico il linfoma
linfoplasmocitico coinvolge sia la polpa bianca sia la rossa con pattern di crescita
diffuso [4].

L’immunofenotipo delle cellule neoplastiche ¢ relativamente aspecifico e si
sovrappone a quello dei MZL. Le cellule neoplastiche risultano positive per i
marcatori pan-B (CD20, CD79a, CD19, CD22) e negative per CD5, CD10, Ciclina
D1 e Bcl2, con variabile espressione di MUMI1/IRF4 ¢ MNDA [10]. Le
plasmacellule esprimono CD138 e sono ristrette per le catene leggere kappa o
lambda delle immunoglobuline [9]. In un sottogruppo consistente di LPL, sono
segnalate aberrazioni fenotipiche, quali positivita per CD5, CD10 e/o CD23. Tali
aberrazioni sono state documentate prevalentemente in studi condotti con
citometria a flusso (FC) e variano dal 1% al 61% dei casi, a seconda dei cut-off

selezionati [11,13,14].

1.2.8. Work-up diagnostico del LPL/WM

La diagnosi di LPL/WM puo rivelarsi difficile a causa dell’assenza di marcatori
morfologici, immunofenotipici o cromosomici assolutamente specifici. In tale
contesto, solo I’integrazione di dati clinici, laboratoristici, istologici e molecolari
consente di arrivare a un inquadramento preciso [5,2].

Il work-up diagnostico del LPL/WM prevede:

e Un’anamnesi accurata, che consideri segni/sintomi correlati a malattia,
familiarita per LPL/WM e I’identificazione di fattori di rischio per una
adeguata stratificazione prognostica e gestione clinica del paziente;

e Esami ematochimici, che considerino emocromo con formula leucocitaria,
pannello metabolico completo, protidogramma e valori delle

immunoglobuline e delle catene leggere sieriche, elettroforesi con
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immunofissazione, dosaggio della B2-microglobulina, proteinuria delle 24h
e ricerca di proteinuria di Bence Jones;

e Test sierologici per infezioni pregresse/in atto da HBV, HIV, HCV;

e Ove clinicamente indicato, ricerca e dosaggio delle crioglobuline, delle
agglutinine fredde e della viscosita sierica, con screening per malattia di Von
Willebrand,;

e Test laboratoristici per valutare marcatori di danno d’organo (e.g. dosaggio
delle troponine cardiache e NT-proBnP);

e Ove clinicamente indicato, elettromiografia e ricerca di autoanticorpi
correlati a neuropatia periferica (anti-MAG; anti-GM1);

e Studio completo del midollo osseo con: (i) biopsia osteo-midollare
(caratterizzazione morfologica e immunoistochimica); (ii) analisi fenotipica
con FC multiparametrica; analisi molecolari per ricerca della mutazione
MYD88>%" ¢ di mutazioni di CXCR4; (iii) analisi citogenetiche e, ove
disponibili, FISH per del(6q21) e del(17p);

e Stadiazione mediante TC fotal body (soprattutto in pazienti selezionati per
la terapia);

e PET-TC, se vi ¢ il sospetto di progressione di malattia.

L’insieme di questi studi consente un preciso inquadramento della biologia e delle
condizioni cliniche del paziente, supportando la diagnosi differenziale tra LPL/WM

e suoi potenziali mimi clinici/istologici.

1.2.9. Stratificazione prognostica

Come precedentemente accennato, il LPL/WM ¢ una neoplasia indolente e
sostanzialmente incurabile, con una sopravvivenza mediana alla diagnosi di 5-10
anni. Le principali cause di morte associate a malattia includono la progressione
clinica, la trasformazione a linfoma di alto grado e complicanze infettive.

Vari parametri clinici e laboratoristici sono stati associati a una prognosi
sfavorevole. Tra questi, vi sono I’eta avanzata, bassi livelli di emoglobina e di
albumina sierica, elevati livelli di B2-microglobulina e di componente monoclonale,
leucopenia, trombocitopenia e organomegalia. Inoltre, specifiche aberrazioni
cromosomiche correlano con un peggior outcome (e.g. delezione 6q).

Tali parametri sono stati integrati in uno score prognostico specifico per il

LPL/WM, noto come [International Prognostic Scoring System for Waldestrom
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Macroglobulinemia (ISSWM). L’ISSWM stratifica 1 pazienti in gruppi di rischio
sulla base dei seguenti parametri: (i) etd > 65 anni; (ii) concentrazione di
emoglobina < 11,6 g/dL; conta piastrinica < 100,00/uL; (iii) valori di B2-
microglobulina >3 mg/L; (iv) titolo di IgM monoclonali >7 g/dL. Le classi di
rischio comprendono i1 seguenti gruppi:
e Basso rischio: <2 fattori di rischio (esclusa I’eta); tale categoria di pazienti
ha una sopravvivenza mediana di 14 anni;
e Medio rischio: 2 fattori di rischio o eta > 65 anni; tale categoria di pazienti
ha sopravvivenza mediana di 8 anni;
e Alto rischio: >2 fattori di rischio; tale categoria di pazienti ha sopravvivenza
mediana di 4 anni.
L’ISSWM ¢ particolarmente utile per stratificare la prognosi di pazienti candidati a
regimi terapeutici [78].
Recentemente, alla luce dell’introduzione di nuove strategie terapeutiche, ¢ stato
sviluppato anche un revised IPSSWM (rIPSSWM), che considera i seguenti
parametri: (1) eta >76 anni; (i1) livelli di B2-microglobulina >4 mg/L; (ii1) albumina
sierica <3,5 g/dL; e (iv) livelli di LDH >250 IU/L (ULN < 225). Sulla base di questi
parametri sono stati identificati cinque gruppi prognostici con un tasso di mortalita
correlato a malattia pari a 0%, 10%, 14%, 38% e 48% (p<0,001) e un tasso di
sopravvivenza a 10 anni dell’84%, 59%, 37%, 19%, 9%, rispettivamente [4].

1.2.10. Cenni di terapia del LPL/WM

Dato il decorso cronico e spesso indolente della malattia, non tutti i pazienti affetti
da LPL/WM necessitano di terapie citoriduttive. Il ricorso a terapia ¢ invece
necessario nel caso di sintomi secondari all’infiltrazione di organi e tessuti o alla
presenza di IgM monoclonali. Indicazioni specifiche per il ricorso a terapie
comprendono: (i) sintomi/segni di iperviscosita, (ii) sintomi B, (iii) presenza di
linfoadenopatie e/o di malattia bulky, (iv) presenza di neuropatia periferica, (v)
organomegalia sintomatica, (vi) presenza di anemia sintomatica o da agglutinine
fredde o emolitica autoimmune (emoglobina <10 g/dL), (viii) presenza di
trombocitopenia (piastrine <100x10%/L), (ix) livelli sierici di IgM >60 g/L [35].

Particolare attenzione deve essere inoltre prestata a pazienti asintomatici con
paraproteina >50 g/L, che potrebbero presentare alterazioni del microcircolo a

causa dell’iperviscosita sierica. In tali casi, ¢ bene ricorrere all'esame del fundus
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oculi (utilizzato come marcatore di danno del microcircolo), che permette di
definire il momento opportuno per iniziare le terapie, anche in assenza di
sintomatologia conclamata [3].

I LPL/WM ¢ una malattia rara e, per questo motivo, vi sono pochi trial
randomizzati che confrontino i vari approcci terapeutici. Pertanto, il trattamento
viene derivato principalmente da studi di fase 2 o retrospettivi [36]. Secondo il
Panel NCCN, per i pazienti che necessitano di un controllo immediato della
malattia, come quelli con sintomi da iperviscosita, ¢ indicata la plasmaferesi;
successivamente, si puo procedere al trattamento sistemico [37].

Durante la terapia iniziale, ¢ necessario evitare gli agenti che potrebbero limitare i
trattamenti futuri: se si considera un possibile trapianto autologo di cellule
staminali, ¢ necessario evitare gli alchilanti orali e gli analoghi nucleosidici. Questi
ultimi sono associati a un aumento del rischio di trasformazione della malattia,
sindromi mielodisplastiche e leucemia mieloide acuta secondaria [38,39].

Secondo le linee guida NCCN, la terapia di scelta come prima linea comprende
bendamustina/rituximab, inibitori delle BTK associati o0 meno a rituximab, o
bortezomib/desametasone/rituximab nei pazienti con sintomi da iperviscosita o che
necessitano di una rapida riduzione dei valori di IgM monoclonali. Altri regimi
includono bendamustina, rituximab come agente singolo o associato a
desametasone o ciclofosfamide e gli inibitori BTK [36].

Dopo la terapia di prima linea, il Panel NCCN raccomanda di valutare la risposta al
trattamento. L'obiettivo ¢ alleviare 1 sintomi e ridurre il danno d’organo. Se sono
stati utilizzati inibitori delle BTK, il trattamento deve essere protratto fino alla
progressione della malattia o alla comparsa di tossicita inaccettabile. Se non vi ¢
risposta, si procede con una terapia alternativa che puo includere agenti di una
classe di farmaci diversa, sia da soli che in combinazione [36].

Ai fini di valutare I’effetto delle terapie, sono stati identificati specifici criteri di
risposta al trattamento, che comprendono: (i) risposta completa (CR): scomparsa
della proteina [gM monoclonale nel siero e nelle urine mediante immunofissazione;
risoluzione di tutti i sintomi presentati dal paziente; conferma dei risultati a distanza
di 6 settimane; assenza di cellule neoplastiche alla biopsia del midollo osseo; (ii)
risposta parziale (PR): riduzione di almeno il 50% della IgM monoclonale sierica
all’elettroforesi; riduzione di almeno il 50% della linfoadenopatia e organomegalia

all’esame fisico o TC; risoluzione dei segni e sintomi; (iii) recidiva di malattia:
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ricomparsa della proteina monoclonale sierica all’immunofissazione confermata in
2 misurazioni; ricomparsa di segni e sintomi; comparsa di complicanze correlate
alla malattia; (iv) malattia in progressione: aumento di > 25% dei livelli di IgM
monoclonale sierica rispetto al miglior valore di risposta raggiunto con la terapia
(valutazione confermata in 2 misurazioni a distanza di 3 settimane 1’una dall’altra);
peggioramento di anemia, trombocitopenia, leucopenia, linfocitosi, linfoadenopatie
e/o organomegalia; comparsa di sintomi associati alla neoplasia, quali febbre,
sudorazioni notturne, perdita di peso, neuropatia, nefropatia, crioglobulinemia

sintomatica o amiloidosi [3].

1.3. Linfoma della zona marginale (MZL)

I MZL rappresentano un gruppo eterogeneo di linfomi a cellule B periferiche,
derivati dalle zone marginali dei follicoli linfoidi. La classificazione dei MZL
identifica 3 forme principali di malattia: (i) MZL primitivi nodali (NMZL); (ii)
MZL splenici (SMZL); e (ii1)) MZL extra-nodali (EMZL). Questi ultimi interessano
in particolare il tratto gastroenterico, le ghiandole salivari, la cute, i polmoni e gli
annessi oculari [79].

L’eziologia dei MZL ¢ solo parzialmente conosciuta, ma si ritiene giochino un ruolo
fondamentale fattori di tipo inflammatorio, infettivo o autoimmunitario in grado di
innescare una cascata oncogenetica che porta a proliferazione incontrollata delle
cellule B [28,80]. Tale stimolazione puo essere di lunga durata e pud portare
all’insorgenza di una condizione pre-maligna, nota come linfocitosi B monoclonale
di tipo marginale. Questa ¢ definita dalla presenza nel sangue periferico di linfociti
B neoplastici (<5000/uL) con fenotipo MZL, in assenza di lesioni tissutali [86].

I MZL sono globalmente considerati neoplasie indolenti, per quanto la
sopravvivenza dei pazienti vari a seconda dei sottotipi di malattia (EMZL:
sopravvivenza a 5 anni >80%; NMZL: sopravvivenza a 5 anni compresa tra il 55%
e il 75%) [81,82]. La diagnosi si basa sull’esame istologico degli organi affetti e
sulla caratterizzazione fenotipica delle popolazioni linfoidi atipiche. A causa
dell’eterogeneita morfologica della neoplasia e dell’assenza di marcatori fenotipici
e genotipici specifici, la diagnosi € spesso essere complessa e si basa sull’esclusione

di altre entita [26,27].

1.3.1.Linfoma della zona marginale nodale (NMZL)
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II NMZL ¢ definito come un MZL primitivo linfonodale, senza evidenza di
localizzazioni spleniche o extra-nodali. Il NMZL rappresenta la forma meno
comune di MZL, ha eta mediana alla diagnosi di 50-60 anni [25] e tassi di incidenza
simili tra pazienti di sesso maschile e femminile [83].

Da un punto di vista istologico, il NMZL ha morfologia eterogenea: sono, infatti,
presenti piccoli linfociti, linfociti monocitoidi (i.e linfociti di media taglia con
citoplasma chiaro) e linfociti plasmocitoidi, con pattern di crescita nodulare o
diffuso. Il NMZL puo essere indistinguibile da localizzazioni linfonodali di LPL
[24]. 1l profilo immunoistochimico della neoplasia dimostra positivita per markers
pan-B e negativita per CDS5, Bcl6 e CD10 nella maggior parte dei casi. [l NMZL
puo esprimere CD43 (20-75% dei casi), IRTA1 (54-75% dei casi) e MNDA (43-
73% dei casi) [84, 85, 86, 87, 88]. La positivita per CD23 nelle cellule neoplastiche
¢ rara, mentre sono solitamente presenti reti distorte di FDC CD23-positive [89,
90].

Da un punto di vista genetico, i NMZL si associano a mutazioni ricorrenti di geni
quali KMT2D (34% dei casi), PTPRD (20% dei casi), NOTCH2 (20% dei casi) e
KLF2 (17% dei casi. Di queste, le mutazioni di PTPRD sono considerate
relativamente specifiche di NMZL, per quanto le alterazioni genetiche di tale

linfoma siano largamente sovrapponibili a quelle dei SMZL [31].

1.3.2. Linfoma splenico della zona marginale (SMZL)

I1 SMZL ¢ un linfoma non-Hodgkin a cellule B periferiche che origina dalla polpa
bianca della milza e diffonde frequentemente al midollo osseo [91, 92, 93]. L'eta
media alla diagnosi ¢ di circa 69 anni [24] e i pazienti di sesso maschile sono
lievemente piu colpiti della popolazione di sesso femminile [83].

I sintomi piu frequentemente riscontrati comprendono splenomegalia ¢ anemia
secondaria a coinvolgimento del midollo osseo. Possono aversi adenomegalie
dell’ilo splenico, ma altri linfonodi sono raramente coinvolti [24].

Da un punto di vista istologico, la milza dimostra un’espansione della polpa bianca
con un caratteristico aspetto “bifasico” o “a bersaglio”, dovuto all’alternanza di
linfociti maturi di piccola taglia (follicoli e manelli residui) e di linfociti
monocitoidi con ampio citoplasma chiaro (linfociti neoplastici). Tali cellule

infiltrano diffusamente la polpa rossa formando microaggregati interstiziali o intra-
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sinusoidali. I linfonodi ilari splenici hanno un’architettura sovvertita da un infiltrato
linfoide simile a quello documentato nei NMZL [24,6].

L’esame istologico del midollo osseo ha importanza fondamentale nella diagnosi di
SMZL ed ¢ parte integrante del wokwup diagnostico. Alla biopsia osteomidollare,
si ha solitamente un pattern di infiltrazione interstiziale, intrasinusoidale e in
aggregati prevalentemente centrolacunari. Come per gli altri MZL, le cellule
neoplastiche hanno fenotipo poco specifico, esprimendo markers pan-B con
negativita per CD5, Bcl6, CD10, CD23 e Ciclina D1. MNDA ¢ positivo nel 25-
100% dei casi, mentre IRTA1 ¢ piu raro (0-50% dei casi) [84, 85, 86, 87, 88, 79,92].
Il profilo molecolare del SMZL ¢ caratterizzato da mutazioni ricorrenti in KLF2,
NOTCH?2, TNFAIP3, KMT2D e TP53, che possono supportare la diagnosi [29].
Mutazioni di MYD88 e CXCR4 sono rare.

1.3.3.Linfoma della zona marginale extra-nodale (EMZL)

Gli EMZL sono linfomi indolenti a cellule B periferiche, originati dal tessuto
linfoide associato alle mucose (MALT). Gli EMZL sono i piu frequenti MZL,
colpiscono I’eta adulta-anziana e dimostrano simile incidenza tra pazienti di sesso
maschile e femminile [83]. Nella maggior parte dei casi, la malattia ¢ localizzata in
sede puramente extra-nodale e il coinvolgimento linfonodale ¢ raro.

Per quanto (come precedentemente accennato) qualsiasi organo possa essere
affetto, gli EMZL interessano piu frequentemente il tratto gastro-enterico, la tiroide,
le ghiandole salivari, la cute, il polmone e gli annessi oculari. Trigger patogenetici
di tali linfomi sono infezioni batteriche e malattie autoimmuni. Tra i fattori di
rischio di tipo infettivo riconosciamo, in particolare, H. Pylori per gli EMZL
gastrici, C. Psittaci per gli EMZL degli annessi oculari, B. Burgdorferi per le forme
cutanee, C. Jejuni per gli EMZL del piccolo intestino (anche noti come
immunoproliferative small intestinal disease) e A. Xylosoxidans per gli EMZL
polmonari [83, 40, 69, 75].

Indipendentemente dalla sede anatomica, gli EMZL hanno caratteristiche
istologiche simili, essendo caratterizzati da una proliferazione di linfociti B di
piccola/media taglia con nuclei rotondi o leggermente irregolari, cromatina matura
e variabile quantita di citoplasma chiaro. Lesioni linfoepiteliali (e.g interruzione
della continuita ghiandolare secondaria a infiltrazione di linfociti neoplastici) sono

frequenti soprattutto nelle forme gastriche e parotidee. Le cellule maligne possono
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anche invadere 1 centri germinativi di follicoli linfoidi residui, determinando
distorsione delle reti di FDC [24].

Il fenotipo degli EMZL ¢ largamente sovrapponibile a quello dei NMZL e SMZL.
In particolare, I’espressione di MNDA e IRT1A ¢ riportata rispettivamente nel 61%-
95% e 52%-93% dei casi [84, 85, 26, 87, 88].

Da un punto di vista citogenetico, sono state evidenziate traslocazioni ricorrenti,
che portano alla disregolazione della pathway di NF-kB. Tali alterazioni
comprendono t(11; 18)(q21; q21), t(14; 18)(q32; q21), t(1; 14)(p22; q32) e possono
contribuire alla stratificazione prognostica dei pazienti. Infatti, la fusione
BIRC3::MALTI (25% degli EMZL gastrici) si associa a malattia disseminata e
mancata risposta a terapia antibiotica [22, 23, 30]. Il profilo mutazionale degli
EMZL ¢ simile a quello degli altri MZL e chiaramente distinto dal LPL (rare
mutazioni di MYD88 e CXCR4) [24].

1.4. Diagnosi differenziale tra LPL e MZL

Da quanto discusso nei paragrafi precedenti, il LPL/WM e i MZL hanno
caratteristiche istologiche largamente sovrapponibili, che possono renderne
complessa la diagnosi differenziale nel midollo osseo, soprattutto quando i MZL si
associano a paraproteinemia.

Secondo dati di letteratura, criteri utili alla diagnosi differenziale istologica tra
LPL/WM e MZL comprendono: (i) il pattern di crescita della popolazione linfoide
nel midollo; (i) la composizione della popolazione neoplastica; (iii) le cellule di
accompagnamento; e (iv) dati molecolari relativi a mutazioni di MYD88 e CXCR4
[16].

Per quanto riguarda i pattern di crescita, il LPL presenta tipicamente aggregati
paratrabecolari e interstiziali, mentre i MZL hanno piu spesso pattern di crescita
intrasinusoidale e centrolacunare [32,17]. Il LPL dimostra inoltre una maggiore
tendenza alla differenziazione plasmacellulare e le plasmacellule neoplastiche sono
frammiste alla popolazione B di piccola taglia e agli elementi plasmocitoidi. | MZL,
invece, hanno di rado una ricca quota di plasmacellule e queste (quando presenti)
si distribuiscono alla periferia dell’infiltrato linfoide. Per quanto riguarda la
composizione del microambiente tumorale, i LPL sono associati a una piu ricca
quota di mastociti interstiziali, mentre i MZL hanno piu spesso follicoli linfoidi con

reti di FDC distorte [34]. Infine, il profilo mutazionale di tali linfomi ¢ nettamente
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distinto, in quanto la mutazione MYDS88?6°" e mutazioni di CXCR4 sono piu tipiche
del LPL e solo di rado riscontrate in MZL.

Da quanto riportato, emerge la poca rilevanza della caratterizzazione
immunoistochimica per la diagnosi differenziale tra LPL e MZL. In base a dati di
letteratura, tali neoplasie condividono infatti 1’espressione di numerosi marcatori
fenotipici e possono associarsi a una medesima espressione di marcatori aberranti
(e.g. CD5,CD10e/o CD23)[16]. Nella pratica istopatologica, tuttavia, osservazioni
preliminari hanno identificato un elevato tasso di positivita per CD23 in quote
variabili di linfociti di LPL. Tale fenomeno non ¢ stato documentato nei MZL e
potrebbe costituire un ulteriore contributo alla diagnosi differenziale tra LPL e

MZL.

1.5 Caratteristiche biologiche ed espressione di CD23 nel LPL

CD23 ¢ un recettore a bassa affinita per le IgE (Fc epsilon RI), codificato dal gene
FCER2 sul cromosoma 19pl13.2. Tale proteina svolge importanti funzioni
immunologiche, contribuendo alla proliferazione e alla maturazione dei linfociti B
e regolando la produzione delle IgE [108].

CD23 ¢ fisiologicamente espresso in FDC e in linfociti B naive attivati dalla
stimolazione antigenica [ 108]. Nell’ambito delle neoplasie linfoidi, questo antigene
¢ tipicamente espresso dalle cellule neoplastiche della leucemia linfatica
cronica/linfoma a piccoli linfociti B da rare forme di linfoma follicolare,
solitamente inguinali da alcuni linfomi B di alto grado (i.e. linfoma a grandi cellule
B primitivo del mediastino; rari linfomi a grandi cellule B non altrimenti specificati)
e da occasionali altri casi di linfoma B di basso grado [13].

La maggior parte dei dati pubblicati in letteratura riporta bassi livelli di espressione
di CD23 nel LPL. Tali risultati risentono tuttavia di potenziali limiti quali (i) la
bassa numerosita delle casistiche esaminate, (ii) la variabilita di cutoff utilizzati per
definire la positivita per CD23, e (iii) il ricorso ad analisi di FC per la valutazione
dell’espressione di CD23, senza considerare il contributo degli studi
immunoistochimici [11,13]. Tali discrepanze giustificano I’estrema variabilita dei
tassi di espressione di CD23 in LPL/WM riportati in letteratura (positivita variabile
da <5% al 61% dei casi) [13,11].

Una piu precisa definizione dell’espressione di CD23 nel LPL e, piu in generale,

una piu completa caratterizzazione immunoistochimica di tale linfoma potrebbero
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contribuire a identificare nuovi marcatori utili per il suo riconoscimento e per la
diagnosi differenziale con il MZL. La correlazione tra fenotipi clinici,
immunoistochimici ¢ molecolari di malattia potrebbe inoltre aumentare la
comprensione della biologia di questo linfoma, identificato potenziali sottogruppi

di malattia con caratteristiche clinico-biologiche peculiari.
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2. SCOPO DELLO STUDIO
Scopi del presente studio sono:
e Descrivere le caratteristiche clinico-patologiche del LPL/WM;
e Valutare I’espressione di CD23 in campioni midollari di LPL, identificando
possibili correlazioni tra fenotipi clinici, immunoistochimici e molecolari;
e Valutare il ruolo di CD23 e di altri parametri istologici nella diagnosi

differenziale tra LPL e MZL.
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3. MATERIALI E METODI

3.1. Popolazione dello studio

Lo studio ha considerato una serie retrospettiva di LPL/WM, diagnosticati presso
'Unita Operativa Complessa di Anatomia Patologica dell'Ospedale Universitario di
Padova tra il 2017 e il 2023. I criteri di inclusione sono stati definiti come segue:
(1) diagnosi di LPL basata sui criteri del Consensus Internazionale IWWM del 2022
[2]; (i1) disponibilita alla diagnosi di dati clinici e di laboratorio; (iii) follow-up
clinico >6 mesi; (iv) disponibilita di campioni di midollo osseo adeguati per la
revisione morfologica e immunochimica. Complessivamente, 81 casi hanno
soddisfatto i criteri di inclusione. Il confronto con le caratteristiche istologiche dei
MZL ¢ stato condotto considerando un’ulteriore serie di 73 casi di MZL con
coinvolgimento midollare, diagnosticati e trattati nello stesso periodo presso
I’ Azienda Ospedaliera di Padova. Tale serie includeva 47/73 (61,6%) SMZL, 13/73
(17,8%) di NMZL e 13/73 (17,8%) EMZL.

3.2. Raccolta dei dati clinici

Per ciascun caso, sono stati raccolti 1 seguenti dati clinico-laboratoristici: (1)
presentazione clinica (presenza/assenza di sintomi sistemici, sindrome di
iperviscosita, splenomegalia, linfadenopatie e/o lesioni extranodali); (ii) emocromo
e conta leucocitaria alla diagnosi; (iii) presenza/entita della componente
monoclonale di IgM; (iv) analisi di funzionalita renale; (v) dati di FC sui campioni
di midollo osseo alla diagnosi; (vi) stato mutazionale per MYD88 e CXCR4; (vii)

tipologia ed esito dei trattamenti; (viii) dati di outcome e durata del follow-up.

3.3. Valutazione istologica dei campioni di midollo osseo

I campioni di biopsia osteo-midollare sono stati recuperati dagli archivi dell'Unita
Operativa Complessa di Anatomia Patologica dell'Ospedale Universitario di
Padova. La revisione istologica ¢ stata eseguita da due patologi esperti di malattie
oncoematologiche, non a conoscenza dei dati clinici, di laboratorio e molecolari.
Larivalutazione istologica ha considerato i seguenti parametri: (i) pattern di crescita
(diffuso, interstiziale, intra-sinusoidale, paratrabecolare e aggregati non
paratrabecolari); (i) composizione citologica dell'infiltrato linfoide; (iii) entita

dell'infiltrato neoplastico, riportata come valore percentuale della cellularita
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midollare totale; (iv) immunofenotipo delle cellule neoplastico, valutato mediante
caratterizzazione immunoistochimica (IHC).

Le analisi IHC sono state eseguite su sezioni di tessuto dello spessore di 4 pm,
utilizzando il coloratore automatico BOND-MAX (Leica Biosystems) [15]. Ai fini
della caratterizzazione immunoistochimica sono stati utilizzati i seguenti anticorpi
primari: anti-CD20 (L26; Dako), anti-CD3 (LN10; Leica Biosystems), anti-CD5
(4C7; Leica Biosystems), anti-CD10 (DAK-CD10; Dako), anti-Bcl6 (LN22; Leica
Biosystems), anti-MUM1 (MUMIlp; Dako), anti-MNDA (253A; Abcam), anti-
CD23 (1B12; Leica Biosystems), anti-Ciclina D1 (EP12; Leica Biosystems), catene
leggere kappa (polyclonal; Dako) e lambda (polyclonal; Dako).

Le immunoreazioni per CD5 e CDI10 sono state considerate positive in caso di
espressione in >10% delle cellule neoplastiche. L'espressione di CD23 ¢ stata
semiquantitativamente valutata utilizzando uno score, definito come segue: (i)
score 0 (colorazione negativa): nessuna cellula positiva per CD23; (ii) score 1+: 1-
10% di cellule positive; (ii1) score 2+: 11-30% di cellule positive; (iv) score 3+:
>30% di cellule positive. L’analisi dei dati istologici e 1’acquisizione delle immagini
sono state realizzate utilizzando la fotocamera digitale Leica DFC295, il software

LAS-X (Leica Microsystems) ¢ il processore Intel 9920x.

3.4. Analisi dei dati e studi statistici

Le analisi statistiche sono state effettuate mediante test non parametrici per variabili
qualitative (test esatto di Fisher e test del Chi-quadro, a seconda dei casi) e variabili
quantitative (test di Wilcoxon-Mann-Whitney). Gli studi di concordanza tra analisi
IHC immunoistochimica e FC sono stati realizzati mediante coefficiente kappa di
Cohen.

Per la produzione dello score clinico-patologico finalizzato alla diagnosi
differenziale tra LPL e MZL, i parametri statisticamente significativi sono stati
selezionati mediante analisi di regressione logistica. I valori assoluti e 1 segni dei
moltiplicatori sono stati derivati dalle odds ratio di ciascun parametro. La curva
ROC (i.e. Receiver Operating Characteristic) e 1'area sotto la curva (AUC) sono
state utilizzate per valutare il potere discriminante dello score. 1l cut-off ottimale
per la discriminazione tra LPL e MZL ¢ stato determinato calcolando I'indice di
Youden. I risultati sono stati considerati statisticamente significativi per valori di p

<0,05.
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Le analisi statistiche sono state eseguite utilizzando il sofiware Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) (versione 29.0. Armonk, NY; IBM Corp). Lo studio
¢ stato notificato al Comitato Etico locale (ID: 456n/A0O/24), in conformita con la
Dichiarazione di Helsinki e con le normative nazionali relative alla ricerca clinica

e alla tutela della privacy.
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4. RISULTATI

4.1. Caratteristiche cliniche della popolazione dello studio

La popolazione dello studio includeva 81 pazienti affetti da LPL con eta mediana
alla diagnosi di 71 anni (intervallo interquartile [IQR]: 65-79 anni) e rapporto M:F
di 1,8. Alla diagnosi erano presenti splenomegalia e/o linfadenopatia in 15/81
(18,5%) casi. Il livello sierico mediano di emoglobina e la conta piastrinica erano
rispettivamente di 127,0 g/L (IQR: 109-140 g/L) e 234,0 x10%/L (IQR: 185-297
x10%/L). Componenti monoclonali sieriche erano presenti in tutti i casi alla diagnosi
(valore mediano: 12,1 g/L; IQR: 7,3-21,2 g/L) (Tabella I).

I valori mediani di PCR e creatinina nel siero erano rispettivamente di 5,0 mg/L
(IQR: 3,0-15,0) € 76,0 umol/L (IQR: 64,0-92,0). La mutazione MYDS88"?%" ¢ stata
identificata in 67/73 (91,8%) pazienti, mentre mutazioni di CXCR4 sono state
documentate in 7/46 (15,2%) casi analizzati.

Complessivamente, 39/81 (48,1%) pazienti sono stati trattati con terapie di prima
linea (Rituximab-Bendamustina: 20/39 [51,3%]; Rituximab come agente singolo:
15/39 [38,5%]; inibitori di BTK: 4/39 [10,3%]). Una risposta completa (CR) ¢ stata
ottenuta in 27/39 (69,2%) pazienti. Dopo un fol/low-up mediano di 25 mesi (IQR:
11-43 mesi), tutti i pazienti erano in vita e affetti da malattia (overall survival e

progression free survival non raggiunti).

4.2. Caratteristiche istologiche dei campioni di midollo osseo

La valutazione istologica del midollo osseo ha documentato una variabile
combinazione di pattern di infiltrazione da parte del LPL. Una crescita puramente
paratrabecolare ¢ stata documentata in 11/81 (13,6%) casi, mentre crescita
paratrabecolare e centrolacunare ¢ stata riportata in 24/81 (29,6%) -casi.
Infiltrazione intrasinusoidale era presente in 22/81 (27,2%) casi, spesso in
associazione con altri pattern (14/22 [63,6%] casi). Infiltrazione diffusa del midollo
0sseo ¢ stata riportata, invece, in 17/81 (21,0%) campioni.

In ciascun caso, la popolazione neoplastica era composta da linfociti maturi di
piccola taglia con cromatina addensata, nel cui contesto erano presenti linfociti
plasmocitoidi e quantita variabili di plasmacellule (Figura 1).

Nel contesto dell’infiltrato linfoide erano inoltre presenti rari mastociti, mentre reti
di FDC (positive dall'immunoreazione per CD23 e/o CD21) erano presenti in 11/81
(13,6%) casi.



Tabella 1. Caratteristiche clinico-patologiche dei LPL e MZL
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i LPL MZL
Caratteristiche (n=81) (n=73) p-value
5 . 71 71
Eta mediana (y) (IQR: 65-79) (IQR: 64-76) s
Rapporto M:F 1.8 1.1 n.s
Linfoadenopatia e/o
splenomegalia (%) 15/81 (18.5) 44/61 (72.1) <0.01
MC mediana (g/L) 251 22 <0.01
& (IQR:7.3-21.2) (IQR: 1.1-6.8) )

Mutazione MYD88%F (%) 67/73 (91.8) 1/15 (0.7) <0.01
Espressione di CD23 (%) 59/81 (72.8) 25/73 (34.2) <0.01
Espressione di CD5(%) 13/81 (16.0) 8/73 (11.0) n.s
Espressione di CD10 (%) 3/81 (3.7) 0/73 (-) n.s
Reticoli FDC (%) 11/81 (13.6) 38/73 (52.1) <0.01
Fibrosi BM (%)

MFO-1 72/81 (88.8) 68/73 (93.2) n.s

MF2-3 9/81 (11.1) 4/73 (5.5) n.s

Abbreviazioni. MC= componente monoclonale; FDC= cellule dendritiche
follicolari; BM= midollo osseo; IQR= intervallo interquartile; LPL= linfoma
linfoplasmocitico; MZL = linfoma della zona marginale.

L'entita dell’infiltrazione midollare variava dal 2% al 95% della cellularita totale
(valore mediano: 18%). Fibrosi midollare era presente in 81/81 (100%) casi ed era

solitamente di grado lieve (MF-1) o moderata (MF-2) (Tabella I).

4.3. Caratteristiche immunofenotipiche del LPL

L'analisi IHC sui campioni di midollo osseo ha rivelato positivita diffusa per CD20
in linfociti B di piccola taglia, linfociti plasmocitoidi e in quota di plasmacellule.
L’immunoreazione per CD3 ¢ risultata positiva in rari linfocitt T di
accompagnamento. Debole/moderata positivita per MUMI in linfociti B ¢ stata
documentata in 69/81 (85,2%) casi (Figura 1), mentre I'espressione di MNDA era
presente in 17/28 (61%) dei casi testati. Intensa e diffusa positivita per CD10 ¢ stata
documentata in 3/81 (3,7%) casi, mentre debole/parziale espressione di Bcl6 era
presente in 19/81 (23,4%) casi. L’immunoreazione per Ciclina D1 ¢ risultata
invariabilmente negativa. Positivita per CDS5 ¢ stata documentata in 13/81 (16,0%)
casi, con intensita solitamente inferiore a quella dei linfociti T di accompagnamento

(Figura 2).
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Figura 1. Caratteristiche istologiche del LPL nel midollo osseo. Le localizzazioni midollari di LPL
si caratterizzano per aggregati linfoidi paratrabecolari (pannello superiore), composti da linfociti maturi di
piccola taglia con rare plasmacellule e mastociti (pannello superiore, inserto). Le cellule neoplastiche sono
positive per i marcatori pan-B (CD20; pannello centrale a sinistra) con espressione variabile di MUM1I nelle
plasmacellule e nei linfociti (pannello centrale a destra). Restrizione delle catene leggere delle
immunoglobuline puo essere documentata nelle plasmacellule neoplastiche (rapporto kappa/lambda >10:1 in
questo caso; pannello inferiore). (Colorazioni con ematossilina-eosina, Giemsa e immunoperossidasi;

ingrandimento originale, x10, x40, x63).
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Figura 2. Espressione di CD5 e CD10 nel LPL. A-B. La colorazione per CD5 ¢ risultata negativa in 68/81
(84,0%) casi (A) e positiva in 13/81 (16,0%) casi (B). Anche nei casi positivi, l'espressione di CDS5 era piu
debole rispetto ai linfociti T di accompagnamento. C-D. La colorazione per CD10 ¢ risultata negativa in 78/81
(96,3%) casi (C) e positiva in 3/81 (3,7%) casi (D). (Colorazione con immunoperossidasi; ingrandimento

originale, 40x).

La maggior parte dei casi (59/81 [72,8%]) ha dimostrato positivita per CD23 in
quote variabili di linfociti B maturi, linfociti plasmocitoidi e plasmacellule (range
della positivita variabile dal 2% al 70% delle cellule neoplastiche di ciascun caso).
Nel dettaglio, I’espressione di CD23 nei LPL/WM ha dimostrato la seguente
distribuzione: (i) score 1+ in 36/81 (44,4%) casi; (ii) score 2+ in 15/81 (18,5%)
casi; (iii) score 3+ in 8/81 (9,9%) casi (Figura 3; Tabella II).

I risultati delle analisi IHC erano in gran parte coerenti con i dati della
caratterizzazione mediante FC, con tassi di concordanza sostanziali (kappa di
Cohen >0,6) anche per I'espressione aberrante di CD5 e CD10. Tassi di concordanza
piu bassi (kappa di Cohen= 0,31) sono stati invece registrati per l'espressione di
CD23, verosimilmente a causa dei diversi cut-off di positivita adottati dalle analisi

IHC e in FC (1% versus 20% delle cellule neoplastiche, rispettivamente).



4.4. Correlazioni clinico-patologiche e molecolari

Per identificare possibili correlati biologici dell'espressione di CD23, abbiamo
confrontato le caratteristiche cliniche, laboratoristiche e molecolari dei LPL/WM
stratificati per espressione di CD23 (i.e. score 0 versus score 1+, 2+ 0 3+). I casi di
LPL/WM positivi per CD23 hanno dimostrato piu severa infiltrazione midollare

(p= 0,03), minor espressione di CD5 (p= 0,04) e piu frequente mutazione

MYDS88265" (p=0,05) dei casi CD23-negativi. E stata inoltre osservato un tend di

significativita statistica verso piu elevati livelli di PCR (p= 0,07), beta2-

microglobulina (p= 0,06) e componente monoclonale sierica (p= 0,14) nei casi

CD23-positivi (Tabella III).

Tabella II. Score di positivita per CD23 in LPL e MZL

LPL MZL p-value
Score 0 22/81 (27.2%) 49/73 (67.1%) <0.01
Score 1+ (1-10%) 36/81 (44.4%) 20/73 (27.4%) 0.03
Score 2+ (11-30%) 15/81 (18.5%) 3/73 (4.1%) 0.01
Score 3+ (>30%) 8/81 (9.9%) 1/73 (1.4%) 0.04

Tabella II1. Caratteristiche clinico-patologiche di LPL CD23-positivi e

CD23-negativi

CD23-positivi

CD23-negativi

Caratteristiche (n = 59) (n=22) p-value
Eta mediana (y) 73 (66-80) 70 (63-73) n.s
Linfoadenopatia e/o
splenomegalia (%) 10/58 (17.2) 1/22 (4.5) n.s
Necessita di terapia (%) 26/59 (44.0) 13/22 (59.1) n.s
235.0 227.0
. 0 . 9
HESRIE NI ENE (L) (IQR: 190.0-299.0) | (IQR: 181.0-294.0) | ™S
. . 130.0 120.0
Emoglobina mediana (g/L.) (IQR: 108.0-137.0) | (IQR: 114.0-142.0) | ™S
. 12.0 9.3
bSO (1L (IQR: 7.4-23.6) (IQR: 7.1-16.7) thle.
CRP mediano (mg/L) 7.3 2,9 0.07
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Score 2+

Figura 3. Espressione immunoistochimica di CD23 nel LPL. L’immunoreazione per CD23 nel LPL varia da
completamente negativa (A) a gradi variabili di positivita (B-D). Score 1+ ¢ stato assegnato a casi con 1-10%
di cellule CD23-positive (B), score 2+ a casi con 11-30% di cellule positive (C) e score 3+ ai casi con >30% di

cellule positive (D). (Colorazione con immunoperossidasi; ingrandimento originale, x40).

4.5. Confronto tra LPL e MZL

Per valutare se 'espressione di CD23 possa supportare la diagnosi differenziale tra
LPL/WM e MZL, abbiamo confrontato il fenotipo dei LPL/WM della nostra serie
con quello di un’ampia coorte di MZL, diagnosticati su biopsie osteo-midollari
nello stesso arco temporale (SMZL, n= 47/73 [61,6%]; NMZL, n= 13 [17,8%];
EMZL, n=13 [17,8%)]).

La coorte di MZL era composta da 73 pazienti con eta mediana alla diagnosi di 71
anni (IQR: 64-76 anni) e rapporto M:F di 1,1 (Tabella I). In linea con i dati di
letteratura [16], i casi di MZL hanno rivelato piu frequenti linfadenopatie e/o
splenomegalia e componenti monoclonali di minor entita rispetto ai LPL/WM. Le
analisi molecolari hanno inoltre documentato maggior frequenza della mutazione
MYD88%>% nei LPL/WM rispetto ai MZL (Tabella I).

Le caratteristiche istologiche dei MZL nel midollo osseo erano in gran parte

sovrapponibili a quelle dei LPL/WM, anche se 1 MZL erano piu frequentemente
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associati a pattern di crescita intrasinusoidale (41/73 [56,2%] versus 22/81 [27,2%];
p<0,01) e alla prevalenza di reti di FDC all'interno degli aggregati linfoidi (38/73
[52,1%] wversus 11/81 [13,6%]; p<0,01). Un pattern di crescita puramente
paratrabecolare ¢ stato invece documentato piu di frequente nei LPL/WM (11/81
[13,6%] versus 2/73 [2,7%]; p=0,02).

Considerando le caratteristiche IHC dell’infiltrato linfoide, i MZL erano
caratterizzati da positivita per CD20 e Bcl2, con prevalente negativita per CD10,
Bcl6 e MUMLI. Ciclina D1 era negativa in tutti i casi e il rapporto catene leggere
kappa/lambda sbilanciato in casi con evidente differenziazione plasmacellulare.
L’espressione di CD23 ¢ stata documentata in una minoranza di casi (25/73
[34,2%]).

Il confronto tra profilo IHC dei LPL/WM e dei MZL ha rivelato piu frequente
espressione di CD23 nei (59/81 [72,8%] versus 25/73 [34,2%]; p<0,01). Tale
differenza rimaneva valida anche confrontando LPL e MZL per singoli score di
positivita per CD23 (Tabella II). Nessun altro marcatore IHC differiva

significativamente tra le due entita (Tabella I).

4.6. Score clinico-patologico per la diagnosi differenziale tra LPL e MZL

Poiché nessun parametro distingue LPL/WM da MZL in modo altamente sensibile
e specifico, ¢ stata considerata una serie di variabili clinico-patologiche la cui
combinazione potesse meglio supportare la diagnosi differenziale tra tali entita.

A questo scopo, sono state inizialmente identificate variabili significativamente
associate alla diagnosi di MZL o LPL mediante studi di regressione logistica. A tali
parametri sono stati poi associati moltiplicatori, calcolati sulla base della forza
dell'associazione con la diagnosi di LPL (moltiplicatori di segno positivi) o MZL
(moltiplicatori di segno negativo) (cfr paragrafo 3.4). Cio ha portato alla definizione
di uno score clinico-patologico integrato, che includesse: (i) positivita per CD23
nei linfociti B neoplastici (+1,5 punti); (ii) presenza di reti di FDC negli aggregati
linfoidi (-2,5 punti); (iii) presenza di componenti monoclonali >2,5 g/L (+3 punti);
(iv) presenza di linfadenopatie e/o splenomegalia (-3 punti) (Tabella IV).
Adottando un cutoff di 0, lo score cosi definito consentiva di discriminare LPL
(punteggio >0) da MZL (punteggio <0) con elevata sensibilita (94%), specificita
(90%), valore predittivo positivo (92%) e valore predittivo negativo (NPV: 93%)).



Tabella IV. Score integrato per la diagnosi differenziale tra LPL e MZL.

Variabili Punteggio

Presenza di cellule B +1.5

neoplastiche CD23-positive

Presenza di reticoli FDC in -2.5

aggregati linfoidi osteomidollari

MC Sierico > 2.5 g/LL +3
Presenza di splenomegalia e/o -3
linfoadenopatia

Interpretazione dello score
-Valori >0 punti sono associati a LPL

-Valori <0 punti sono associati a MZL
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5. DISCUSSIONE

La valutazione morfologica del midollo osseo ¢ fondamentale per porre diagnosi di
LPL/WM. Nonostante questo, i dati di letteratura relativi all'immunofenotipo del
LPL/WM e alle caratteristiche istologiche che differenziano il LPL/WM dal MZL
sono discrepanti e inconclusivi.

Per chiarire le incongruenze che ancora esisto sul tema, il presente studio ha
considerato una serie retrospettiva di LPL/WM, analizzandone I’immunofenotipo e
correlando i dati istologici con le caratteristiche cliniche e molecolari della malattia.
Criteri utili alla diagnosi differenziale tra LPL/WM e MZL sono stati valutati
considerando una ulteriore serie di MZL e paragonando multipli parametri
istologici al fine di combinarli in uno score diagnostico integrato (Tabella IV).

In linea con i dati della letteratura [12,14,16, 17, 18, 19], la coorte dei LPL/WM era
composta da pazienti adulti-anziani con netta prevalenza del sesso maschile
(rapporto M:F di 1,8). La mutazione MYDS88?5°" era presente nella maggior parte
dei casi, mentre mutazioni di CXCR4 sono state documentate in 7/46 (15,2%) casi.
Il tasso di mutazioni di CXCR4 ¢ risultato inferiore rispetto a quanto riportato in
letteratura [2]. Nonostante le ragioni di tale discrepanza non siano chiare, possibili
cause possono essere ricondotte alla limitata numerosita e a peculiarita nella
composizione € nel background genetico della coorte dello studio.

La valutazione morfologica dell’infiltrazione midollare ha rivelato una varieta di
pattern, tra cul infiltrati interstiziali, intrasinusoidali, paratrabecolari,
centrolacunari e diffusi. Di questi, un patfern puramente paratrabecolare ¢ risultato
altamente specifico di LPL/WM, essendo documentato solo di rado nei MZL. Al
contrario, infiltrati intrasinusoidali (isolati o in combinazione con altri pattern)
erano piu frequenti nei MZL. Ancora piu specifica di MZL era, inoltre, la presenza
di reti di FDC nel contesto degli aggregati linfoidi neoplastici (Tabella I).

Tali risultati sono in linea con precedenti studi di letteratura, che indicano i pattern
paratrabecolare e intrasinusoidale come specifici rispettivamente di LPL/WM e
MZL [16, 17, 18]. Nonostante questo, la sola valutazione dei pattern non permette
di distinguere LPL/WM da MZL in modo inequivocabile. Cio conferma la necessita
di integrare dati morfologici, fenotipici e (ove disponibili) genetici per porre una
solida diagnosi di LPL e MZL.

Muovendo da queste considerazioni, sono state valutate le caratteristiche

immunofenotipiche dei LPL/WM della nostra serie, concentrandosi su dati
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immunoistochimici piuttosto che citofluorimetrici. Tale scelta si deve al fatto che
I’THC (i) ¢ di gran lunga piu accessibile della FC nella maggior parte dei laboratori
di Anatomia Patologica e (ii) fornisce informazioni piu dettagliate sulla presenza e
topografia di popolazioni neoplastiche anche minoritarie. Tale approccio ha
consentito il piu ampio studio finora condotto sulle caratteristiche THC del
LPL/WM.

I risultati del presente studio confermano la presenza di fenotipi aberranti in una
consistente quota di LPL/WM [11,13,14,20], con positivita per CD5 e CD10 in
13/81 (16,0%) e 3/81 (3,7%) casi, rispettivamente. Un risultato sorprendente del
nostro studio ¢ 1'alto tasso di espressione di CD23 (53/75 [70,7%]). In linea con
studi precedenti [11], nella maggior parte dei casi ¢ stata riscontrata positivita solo
focale/parziale per questo marcatore. Il tasso di positivita per CD23 nella nostra
serie ¢ risultato, tuttavia, piu alto rispetto a casistiche precedenti [11, 12, 13]. Cio si
deve probabilmente a (i) differenze nei cutoff adottati per definire la positivita per
CD23 e (i1) alla diversita delle metodiche utilizzate per valutare l'espressione di
CD23 (IHC versus FC).

Diversamente da studi precedenti, per la presente casistica non ¢ stato stabilito un
valore percentuale minimo per definire la positivita per CD23, poiché osservazioni
preliminari indicavano patfern di espressione molto eterogenei e sub-clonali, che
avrebbero reso qualsiasi soglia arbitraria [11]. Abbiamo pertanto preferito registrare
qualsiasi livello di positivita nei linfociti neoplastici, considerando sia la
percentuale di linfociti B CD23-positivi che sottogruppi di malattia distinti per
livelli di espressione della proteina. Questo ci ha permesso di rilevare profili di
espressione di CD23, associati a possibili correlati clinici e biologici.

Da un punto di vista clinico, i nostri risultati indicano CD23 come un nuovo
marcatore per la diagnosi differenziale tra LPL/WM e MZL, con tassi di espressione
significativamente piu elevati nel primo rispetto al secondo (Tabella I; Tabella II).
Poiché la sola positivita per CD23 non ¢ completamente specifica di LPL/WM,
abbiamo identificato una serie di variabili significativamente associate a LPL/WM
(espressione di CD23; componente monoclonale sierica >2,5 g/L) o MZL (reti di
FDC in aggregati linfoidi; presenza di linfadenopatia e/o splenomegalia), la cui
combinazione ha consentito di produrre uno score diagnostico, caratterizzato da
ottima sensibilita, specificita, valore predittivo positivo e negativo (Tabella IV). La

validita di tale score ¢ supportata indirettamente da precedenti studi, che
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identificano nelle reti di FDC, nell’organomegalia e in elevati livelli di componente
monoclonale parametri utili per la diagnosi differenziale tra LPL/WM e MZL [16,
20]. La combinazione di queste variabili con l'espressione di CD23 aumenta
ulteriormente il loro valore diagnostico, specialmente nei casi in cui non siano
disponibili 0 non possano essere eseguite analisi mutazionali per MYDS8S e/o
CXCRA4.

Da un punto di vista patobiologico, la positivita eterogenea per CD23 nel LPL/'WM
e la sua associazione con specifiche caratteristiche cliniche e genetiche
suggeriscono possibili correlati biologicamente rilevanti. Nella nostra serie,
l'espressione di CD23 era significativamente associata a piu estesa infiltrazione
midollare e a piu elevata frequenza della mutazione MYDS88“2%5P (Tabella III). E
stato inoltre osservato un trend di associazione statistica tra la positivita per CD23
e piu elevati valori di componente monoclonale, in linea con quanto riportato in
precedenti studi [13, 16].

Muovendo da simili osservazioni e dall’eterogeneita dell'espressione di CD23,
alcuni autori hanno ipotizzato che i LPL/WM CD23-positivi siano un sottogruppo
di malattia con caratteristiche biologiche peculiari [13]. I nostri risultati supportano
questa ipotesi e sono in linea con recenti studi sulla biologia del LPL/WM mediante
analisi single-cell [21].

Studi di single-cell RNA sequencing di campioni di LPL hanno, infatti, identificato
un’eterogenea combinazione di sottopopolazioni sia in casi MYD88“?P-mutati che
in casi MYD88WVT. Di questi, i LPL mutati in MYD88“?%F erano caratterizzati da un
piu alto grado di eterogeneita clonale, dimostrando fino a sei sottopopolazioni
cellulari corrispondenti a diversi stadi di maturazione del linfocita B [21]. In tale
contesto, ¢ di rilievo notare come uno dei geni piu differentemente espressi nel LPL
mutato per MYD88Y%P sia FCER?2, ossia il gene che codifica per CD23. Nel
complesso, questi dati possono contribuire a spiegare i nostri risultati da un punto
di vista biologico: ¢ infatti possibile che i LPL/WM mutati in MYD88?%? siano
variabilmente arricchiti in cellule CD23-positive, a seconda della loro

composizione sub-clonale [21].
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6. CONCLUSIONI

II LPL/WM ¢ un linfoma non-Hodgkin a cellule B periferiche con peculiari
caratteristiche clinico-patologiche e molecolari. La valutazione istologica di biopsie
osteomidollari in pazienti con LPL/WM ha documentato una rilevante quota di casi
con fenotipo aberrante (positivita per CD5 e/o CD10) e un alto tasso di positivita
per CD23. Nella maggior parte dei casi, l'espressione di CD23 ¢ focale/parziale,
suggerendo la presenza di sottopopolazioni neoplastiche con caratteristiche
fenotipiche/biologiche peculiari. Insieme ad altri parametri clinici e istologici,
l'espressione di CD23 supporta la diagnosi differenziale tra LPL/WM e MZL. Uno
score integrato che consideri parametri istologici (espressione di CD23; presenza
di reti di FDC) e clinici (presenza di linfoadenopatie/organomegalia; componente
monoclonale >2,5 g/L) consente di discriminare il LPL/WM dal MZL con elevata
sensibilita, specificita e valori predittivi positivo e negativo. Ulteriori studi su piu
ampie coorti di pazienti sono necessari per confermare i nostri risultati e per chiarire

la biologia dell'espressione di CD23 nel LPL/WM.
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