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1.1. Concepto y clasificacion de los sindromes linfoproliferativos de tipo B

1.1.1. El sistema inmune. Origen y maduracion de las células de estirpe linfoide B

El sistema inmune

El sistema inmune tiene como funciéon principal la defensa contra las
infecciones microbianas. Los tejidos u érganos linfoides primarios, la médula
Osea y el timo, generan las células de la defensa inmune, que se dirigen a los
tejidos linfoides secundarios (ganglios linfaticos, bazo y tejido linfoide asociado
a mucosas) donde completan su proceso madurativo y de afinidad y donde se
logra una optimizacion y regulacion de la respuesta defensiva.

Existen dos lineas de defensa inmune. La respuesta innata o primitiva
estd integrada por elementos celulares que actuan sin necesidad de un
reconocimiento o contacto especifico del agente patdégeno y no desarrollan
memoria inmune derivada de esta actividad. Las células implicadas son los
neutréfilos, los macréfagos y los mastocitos, que junto con la actividad del
sistema del complemento y la cascada proinflamatoria de las citoquinas,
permiten completar su accion en minutos u horas desde el primer contacto con
el patégeno.

El sistema inmune adaptativo o especifico esta formado por las células
de estirpe linfoide, linfocitos, capaces de reconocer y responder frente a los
antigenos extranos, y que han de ser seleccionadas para no reaccionar frente
a los antigenos del propio individuo.

Existen dos tipos de linfocitos: B y T. Los linfocitos o células B llevan a
cabo su proceso de maduracion en la MO en el ser humano adulto, mientras
que los progenitores de células T lo hacen en el timo. EI mecanismo de
reconocimiento de antigenos extrafios por parte de los linfocitos By T, se basa
en la presencia de receptores especificos de membrana, llamados receptores
especificos de antigeno, que en los linfocitos B se denominan receptores de
célula B (BCR o B-cell receptor) y en los linfocitos T, receptores de célula T
(TCR o T-cell receptor).

Maduracion linfoide B
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Hoy sabemos que en los animales vertebrados, el sistema
hematopoyético se desarrolla, ya en el periodo embrionario, a partir de dos
“oleadas” distintas de generacién de precursores hematopoyéticos.’?

La primera oleada de células madre hematopoyéticas (CMH) en los
mamiferos, se produce en el saco vitelino desde la tercera semana de
gestacion y produce eritrocitos nucleados primitivos que proporcionan al
embridén el primer sistema de transporte de oxigeno a los tejidos. El saco
vitelino también produce células mieloides que migran hacia el sistema
nervioso central y a la piel para formar los macrofagos especificos de tejido
(micro glia en el SNC y células de Langerhans en la piel).

La segunda tanda de progenitores se origina en la aorta dorsal del
embridn y produce progenitores hematopoyéticos multipotenciales. Las células
derivan del mesodermo embrionario (una de las tres hojas o capas celulares
que constituyen el embrion). La diferenciacion a células madre
hematopoyéticas adultas y su expansion se produce inicialmente en el higado
fetal, donde ya se identifican progenitores de linfocitos B (Pre-B) en la semana
octava, y linfocitos B con expresion de IgM+ en la membrana en la semana
nueve.’ En el higado se establecen nidos de células proliferantes que
colonizaran, después, otros 6rganos hematopoyéticos, como la médula 6sea,
que en el momento del nacimiento ya sera el 6rgano principal de la
hematopoyesis. Este modelo, cada vez mas aceptado, de generacion de
progenitores B en “tandas” u “oleadas”, justifica los diferentes subtipos de
células B maduras (denominadas B1 y B2), que parecen adaptar sus
caracteristicas funcionales y fenotipicas a las caracteristicas del entorno y los
estimulos antigénicos que van surgiendo en el proceso evolutivo del ser
humano y con una co-evolucion integrada con la maduracion de las células T.*

Una vez revisado el origen embrionario de los precursores linfoides,
analizaremos la serie de pasos que siguen los progenitores hematopoyéticos
de células B para convertirse en linfocitos B maduros.

El proceso de maduracion de los precursores B esta regulado por la
interaccion de estos progenitores con las células del estroma en la MO® y la
actividad de diferentes citocinas y factores de crecimiento hematopoyéticos.® El

proceso de maduracion implica la expresion de diferentes marcadores de
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superficie, cuyo perfil de expresibn va cambiando en cada etapa
evolutiva(Figura 1). En todo este proceso de maduracién B, la activacion y
supresion de determinados genes es capital para mantener el compromiso de
linea B y controlar la “promiscuidad” entre lineas. Destacaremos por su
importancia a los genes IKAROS, E2A, E2F, PAX5.’

ESQUEMA DEL DESARROLLO DE LAS CELULAS BEN LAMO (1)

CSH PMC

»

Ikaros

PL

PLC TdT
cD34 ‘ TdT cD34

CD45A ) : CD34 -

o
CD10 IL-7R*

_IR* IL-7R*

Figura 1. Maduracién de la célula proB a célula preB. Adquisicion de marcadores de superficie. En un

primer estadio, se observa expresion de los marcadores CD7 y CD45RA, junto con CD34 y CD10. Los
dos primeros se perderan y se expresara temporalmente el antigeno TdT. La expresion del gen PAX5
implicado en el compromiso “B” de los progenitores linfoides, contribuira con la expresion de los primeros
marcadores de linea B como CD19. Tendra lugar la pérdida de TdT, junto con los procesos de
recombinacion y expresion de la primera inmunoglobulina de superficie (pre-receptor de célula B) y de la
cadena pesada u citoplasmatica. Una vez llevados a cabo estos cambios, habra comenzado la fase de
célula pre-B. En esta fase, ya aparece por tanto el pre-receptor de célula B que se integra por la cadena
pesada unida a las cadenas ligeras “provisionales” (representadas en verde) y que seran sustituidas por

las cadenas ligeras definitivas en las siguientes etapas de maduracion.

Una vez finalizado el proceso de maduracién en la médula 6sea, los
linfocitos B viajan hasta los 6rganos linfoides secundarios (bazo, ganglios
linfaticos y tejidos linfoides asociados a las mucosas). En primer lugar, migran
al bazo donde maduran hacia células B foliculares o bien de la zona marginal.
Alli se establecen como células maduras y pueden migrar a otros 6rganos

linfoides (ganglios linfaticos, placas de Peyer o incluso el propio bazo), y alli

29



INTRODUCCION

podran responder a aquellos antigenos para los que tengan capacidad de
respuesta inmune.

Las reacciones inmunes deben ser capaces de responder con mayor o
menor afinidad y urgencia a los estimulos antigénicos. En este contexto,
existen dos tipo de de respuesta: La T independiente, en la que las células B,
principalmente las de la zona marginal, responden de forma rapida a estimulos
poliméricos, con epitopos antigénicos repetitivos, y maduran hacia células
plasmaticas, capaces de secretar IgM de baja afinidad consiguiendo una
respuesta precoz. Y la respuesta T-dependiente®. Las células T coolaboradoras
(TH) son activadas mediante la interaccion del complejo mayor de
histocompatiblidad (CMH) de clase Il y el receptor de célula T, por células
presentadoras de antigenos (CPA). Las células T al contactar con células B
que expresen en su CMH de clase Il el antigeno para el que ellas han sido
seleccionadas, podran activarlas mediante sefiales de coestimulacion y
secrecion de citocinas activadoras de la célula B. Las células B activadas
proliferaran y se diferenciaran aun mas. En este proceso se constituiran los
centros germinales del foliculo linfoide. El proceso por el que se constituyen los
centros germinales continua investigandose. Y su complejidad es tal, que no
sera abordado en esta tesis doctoral de forma extendida. En los foliculos
linfoides se dispondran de forma periférica, en la zona del manto, las células B
maduras que aun no hayan entrado en contacto con el antigeno, y dentro de
esta capa, las células B que estén desarrollando la reaccion del centro
germinal. En la zona oscura del centro germinal, encontramos las células en
proliferacion (centroblastos), y en las zonas claras, células que no proliferan,
(centrocitos); algunas de las células pasaran a ser células de memoria, las de
menor afinidad®, y otras se diferenciaran a células plasmaticas. (Figura 3).
Durante todo el proceso, solo los linfocitos que son capaces de reconocer
antigenos extrafnos seran seleccionados positivamente, y son los que seguiran
proliferando y viendo favorecida su capacidad de maduraciéon en perfeccionar
el reconocimiento de los antigenos, mediante procesos que aumentan
progresivamente la afinidad de su BCR hacia el antigeno en lo que se conoce
como “maduracion de la afinidad”. El proceso capital en este punto es el de la
llamada hipermutacién somatica’ cuyo objetivo es la modificacion de la

composicion aminoacidica de las regiones de reconocimiento del receptor de
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superficie de la célula B (a través de mutaciones) para conseguir un mejor
reconocimiento del antigeno. La enzima implicada en este proceso de
hipermutacion se llama AID (activation induced cytidine deaminase)'’. Esta
enzima se ha relacionado con los procesos de linfomagénesis. Y también en
los centros germinales tiene lugar el cambio de isotipo de inmunoglobulina, que
se produce para dar respuesta a un tipo de reaccidon inmune determinada

(hipersensibilidad inmediata, retardada, memoria).

Genes de inmunoglobulinas

La estructura basica de las Ig estd formada por dos cadenas
polipeptidicas ligeras (IgL) y otras dos pesadas (IgH), ambas idénticas entre si,
unidas entre si por puentes disulfuro. Ambos tipos de cadenas estan formadas
por dos regiones distintas, una constante (C) en la regién carboxiterminal, y
otra variable (V) en el extremo aminoterminal.’?

Hay 7 genes responsables de la sintesis de estas moléculas, localizados
en diferentes loci cromosémicos. En todos ellos se pueden distinguir varias
regiones genéticas denominadas V (variable), D (diversidad), J (unién —joining)
y C (constante), constituidas a su vez por un alto nimero de segmentos
genéticos, responsables de la sintesis de cada una de las partes proteicas de
las moléculas receptoras. Los genes que codifican la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (/IGH) se sitian en el cromosoma 14 (14932)", y los genes
de las cadenas ligeras Kappa (/IGK) y Lambda (/GL), en los cromosomas 2
(2p12) y 22 (22g11), respectivamente.’*°

La regidn constante de estos receptores antigénicos es sintetizada por
los segmentos génicos C, mientras que la unién de los diferentes segmentos
genéticos V(D)J es la responsable de la region variable especifica de cada
receptor antigénico. De este modo, la gran diversidad proteica se genera con
unos pocos genes gracias a que cada linfocito B reordena sus segmentos
genéticos de una manera Unica y diferente a la de los demas. '°Y por ello,
pueden codificarse una gran cantidad de receptores antigeno—especifico
diferentes a partir de un numero pequeno de genes, economizando cantidad o
“‘espacio” de ADN. Ademas, la probabilidad de encontrar dos células que

tengan el mismo reordenamiento es practicamente nula, y esta sera la base
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para la identificacion de linfocitos concretos y clones de linfocitos concretos.

La regién constante determina el isotipo de Ig. Hay 5 tipos de moléculas
proteicas de inmunoglobulinas denominadas IgG, IgA, IgD, IgE e IgM. Su
diferencia estriba en el tamano, la carga y en la composicion de aminoacidos,
asi como en el contenido de carbohidratos. "’

Comprendiendo esto, y sabiendo que cada célula pro-B posee dos
alelos para el gen IGH, podriamos preguntarnos cual de los dos se elige para la
formacion de inmunoglobulinas en cada célula pro-B en maduracion. Existen
algunas teorias acerca de cémo uno de ellos se recombina y el otro se excluye,
y el modelo es conocido como “exclusion alélica”. La primera de las teorias que
justifica la existencia de un unico gen reordenado por célula, radica en la
dificultad del procedimiento y el desacompasamiento del procedimiento en los
diferentes alelos. La accesibilidad a la heterocromatina, por parte de las
enzimas encargadas de iniciar la recombinacion (RAGs), genera distintos
ritmos en ambas cadenas, y sumado a la dificultad de finalizar el
reordenamiento funcional completo, hace que por cuestiones estadisticas sea
casi imposible que se consigan dos reordenamiento de estas caracteristicas en
una misma célula. El segundo modelo, va teniendo mayor aceptacion, y basa
su hipétesis en la inhibicion que ejerce el complejo del receptor pre-B al
formarse (aun sin la integracion de las cadenas ligeras maduras en el receptor),
a través de senales intracelulares, en el proceso de recombinacion del segundo

alelo.®

Como se explicod anteriormente, el primer punto critico en la maduracion
es la transicion de célula proB a célula preB (Figura 1), que ya es considerado
un linfocito B (al expresar inmunoglobulina de superficie, aunque sea en su
forma mas precoz). La expresion del pre-receptor de célula se realiza gracias
al acoplamiento de la primera cadena pesada sintetizada en la célula (el primer
reordenamiento completo) con cadenas ligeras “provisionales” o “sustitutas”,
cuyos genes se localizan en el cromosoma 22, llamadas Vpre-B y A5. La
funcionalidad del pre-receptor B otorga ventaja evolutiva a la célula que lo
expresa, y parece que juega un papel en la exclusion alélica del alelo que no
ha generado aun reordenamiento completo, al inhibir la actividad de las

enzimas RAG1 y RAG2, encargadas de la recombinacién de los segmentos V,
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D y J, y que no permitirian continuar o finalizar la recombinacién del segundo
alelo. Ademas, las sefales iniciales del pre-receptor B, reclutan mediadores de
la cascada de sefales del receptor de la célula B, entre ellas: Syk, BLNK, PI3K
y Bruton tyrosin-kinasa, criticas para la correcta funcién de los linfocitos B.

En determinado momento, las células pre-B dejan de proliferar vy
replicarse, y comienza a reordenarse la cadena ligera definitiva (Figura 2). Hay
dos tipos de cadena ligera: lambda y kappa. En el proceso de recombinacién,
comienza a reordenarse la cadena kappa de un alelo. Si la recombinacion no
es productiva se inicia el intento con el segundo alelo kappa y si ninguno de
ellos consigue un reordenamiento eficaz, se realiza el reordenamiento de los
genes lambda. Esto justifica la existencia de una proporcion 3/2 a favor de
kappa en el repertorio humano global de los linfocitos B. En el ultimo estadio de
maduracién de la célula B en los 6rganos linfoides primarios, ya se detectan
células que expresan inmunoglobulina D (cadena pesada delta, representada
en verde en la imagen). Esto se debe a mecanismos de splicing o corte y
empalme alternativos en el procesamiento del transcrito VDJ junto con la
secuencia de la cadena pesada. Este mecanismo debe de diferenciarse del
mecanismo que tiene lugar en los 6rganos linfoides secundarios por el que se

producen la maduracién de la afinidad y el cambio de isotipo

ESQUEMA DEL DESARROLLO DE LAS CELULAS BEN LA MO (I}

Figura 2. Maduracion de la célula preB a célula B. El paso que marca la maduracién de la célula preB
consiste en, una vez demostrada la funcionalidad del receptor preB, proceder a la sustitucién de las

cadenas ligeras provisionales por las definitivas.

33



INTRODUCCION

1.1.2. Integracion de las neoplasias linfoides con el proceso madurativo linfoide B

Las células B tumorales tienden a imitar las etapas de diferenciacion de
las células B normales, lo que constituye una base importante para su
clasificacion y nomenclatura. El proceso de maduracion de la célula B, como se
ha descrito previamente, comienza con la formacion de las células B
precursoras, mas conocidas como linfoblastos B. Posteriormente, realizan el
reordenamiento de los genes VDJ de las inmunoglobulinas para diferenciarse
en células B virgenes maduras, portadoras de inmunoglobulinas de superficie,
(IgM + IgD +). Las células B virgenes, que suelen ser CD5+, comienzan a
circular en la sangre y en el proceso de recirculacion de las células B, pueden
ocupar los foliculos linfoides primarios y las zonas del manto de los foliculos
linfoides. De esta manera, la mayoria de los casos de linfoma de células del
manto parecen estar formados por linfocitos B “naive” (virgenes) CD5+ B."®

Al encontrar un antigeno que se adapte a los receptores B o
inmunoglobulinas de superficie, las células B virgenes sufren un proceso de
transformacién, por el que proliferan y maduran hacia células plasmaticas
secretoras de anticuerpos especificos. Otras, sin embargo, pasan a convertirse
en células B de memoria. Para la maduracion B, los linfocitos B “naive”, al
exponerse a un antigeno, migran hacia el centro de una foliculo primario ,
donde proliferan y entran en contacto con las células dendriticas foliculares
(CDF) dando lugar a la formacion de un centro germinal.®#

Los centroblastos situados en el centro germinal expresan bajos niveles
de SIG, y también disminuyen la expresion de la proteina BCL2, proteina de
conocida funcién antiapoptética, que confiere a estas células con baja
expresion de BCL2, susceptibilidad a la muerte por apoptosis.?! Estos
centroblastos, ademas, expresan la proteina CD10 y la proteina BCL6, un
factor de transcripcién nuclear expresado por centroblastos y centrocitos y que
no se expresa en células B virgenes, y cuya expresion se encuentra
disminuida al maximo en las células B de memoria y en las células plasmaticas
2 En el centro germinal, tiene lugar la hipermutaciéon somatica de los genes de
la regidn variable de las inmunoglobulinas que permiten que la célula B madure
su afinidad por un antigeno concreto. Es también en el centro germinal donde

se produce el cambio de isoforma de IG. A través de estos mecanismos, se
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producen anticuerpos IgG o IgA de mayor afinidad, que conformaran la
respuesta inmune tardia, primaria o secundaria®®. El gen BCL6 también sufre
mutacion somatica en el centro germinal, sin embargo, con una tasa de
mutaciones inferior a los genes de Ig**. En la formacion de neoplasias linfoides,
tanto la mutacion de la regién variable de las inmunoglobulinas y la mutacién
de BCL6 sirven como marcadores de células que han pasado por el centro
germinal; gracias a esto, sabemos que muchos linfomas difusos de células
B grandes se componen de células que se parecen a centroblastos, y han
sufrido hipermutacion somatica. O que las células que originan el linfoma de
Burkitt expresan BCL6 y han adquirido mutaciones en la region variable del
gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGHV), y por lo tanto
también se cree que corresponden a células que han pasado por el centro
germinal.

Los centroblastos maduran a centrocitos, migrando a la zona clara del
centro germinal. Los centrocitos, tras el paso previo de hipermutacion somatica,
pueden haber evolucionado a células con aumento de afinidad, en cuyo caso
son rescatadas de la apoptosis y comienzan a expresar nuevamente BCL2,
que favorece su proliferaciéon®. Por otro lado, se cree que la interaccién célula-
célula de los centrocitos con las células dendriticas foliculares (CDF) vy las
células T, a través de moléculas de superficie como CD23 y CD40-ligando, es
responsable de un descenso en la expresién de BCL6 % que logra descender
la tasa proliferativa de las células B y permite su salida de los centros
germinales, con diferenciaciéon en células B de memoria o en células
plasmaticas®. La expresion de BCL6 y IRF4, mas conocido como MUM1, es
excluyente. IRF4 / MUM1 es positivo en los centrocitos en fases de
diferenciacién avanzada y en las células plasmaticas, donde como hemos visto,
BCL6 desciende su expresion®. Los linfomas foliculares son tumores
originados en el centro germinal (compuestos tanto por centrocitos como por
centroblastos). Su formacion se deberia a un fallo de las células del centro
germinal para someterse a apoptosis, en la mayoria de los casos debido a una
reordenamiento cromosomico, t(14; 18), que impide el descenso de la
expresion del gen BCL2 que, como se ha explicado previamente, debe tener
lugar para permitir la maduracion linfoide normal. En el linfoma folicular los

centrocitos suelen predominar sobre centroblastos, y suelen tener un
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comportamiento indolente. La preservacion de la arquitectura del centro
germinal y la proporcion de centrocitos y centroblastos dara la gradacion
histolégica del linfoma folicular.

Las células B que han pasado por el centro germinal, convertidas en
células B de memoria, pasan a la sangre y forman parte de la zona marginal de
los foliculos linfoides de los ganglios linfaticos, el bazo y también de tejidos
linfoides asociados a mucosa (MALT). Los linfocitos B de las zonas
marginales mencionadas, normalmente expresan antigenos pan-B, IgM de
superficie con bajo nivel de expresion y también IgD, y carecen tanto CD5
como de CD10%°. Mientras que las células plasmaticas contienen IgG o IgA,
carecen de slg y CD20, y expresan MUM1, CD79a, CD38 y CD138.

Es interesante que las céluas B que han pasado por el centro germinal (
post-centro germinal) conservan la capacidad de volver a los mismos tejidos en
los que se sometieron a la estimulacidon antigénica, probablemente a través de
la integrinas de superficie, de modo que las células B que maduraron en tejidos
linfoides asociados a mucosas tienden a volver aqui, mientras que las que
surgieron de ganglios linfaticos volveran a los ganglios y a la médula ésea. Los
linfomas de la zona marginal, bien sean linfomas tipo MALT, esplénicos
de la zona marginal, o marginales nodales se originan de células B post-
centro germinal, o linfocitos B de memoria de la zona marginal, que se
desarrollan y proliferan especificamente en cada una de las mencionadas

regiones (extranodal, bazo o ganglios linfaticos).
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Célula del
manto

Linfoma de células del manto

Linfoma folicular
Linfoma de Burkitt y
LDCBG (Centro Germinal) Centro germinal
Linfoma de Hodgkin y -

Centroblasto

Linfoma linfoplasmocitico
Neoplasias de células plasmaticas
LDCBG (ABC)

Leucemia linfatica cronica
Linfoma marginal

Figura 3. Imagen adaptada del libro ESMO (Capitulo 3, Carvajal y Campo). LDCBG: Linfoma difuso de

células B grandes

1.1.3. Clasificacion de la OMS de las neoplasias linfoides

La clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud de las
neoplasias linfoides se actualiz6 por ultima vez en 2008 y representa un
consenso mundial sobre el diagnéstico de estos tumores utilizando un enfoque
multidisciplinario. Algunas cuestiones persisten sin resolver, como definir en
qué grado las alteraciones genéticas o moleculares especificas definen ciertos
tumores, y aun queda un largo recorrido para poder clasificar correctamente las
entidades provisionales.

De forma general, las enfermedades, en esta clasificacion se estratifican
segun su origen celular y, del estadio madurativo (precursor, maduro) de la
célula tumoral de la que se origina el tumor. Los principios de la clasificacion
propuesta en 2001 se basaron en la Clasificacion Revisada Europea-
Americana de Neoplasias linfoides publicada por el Grupo Internacional de

Estudios del linfoma en 19942’
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Leucemia linfatica crdnica/ Linfoma linfocitico de célula pequefia
Leucemia de prolinfocitica de células B
Linfoma esplénico de zona marginal
Leucemia de células peludas (Tricoleucemia)
Leucemia/Linfoma esplénico no clasificable*
o Linfoma B esplénico de célula pequefa de la pulpa roja*
o Leucemia de células peludas variante
Linfoma linfoplasmocitico
o Macroglobulinemia de Waldenstrom
Enfermedad de cadenas pesadas
o Enfermedad de cadenas pesadas a
o Enfermedad de cadenas pesadas y
o Enfermedad de cadenas pesadas p
Mieloma de células plasmaticas
Plasmocitoma solitario del hueso

Plasmocitoma extraéseo

Linfoma de células B de zona marginal extranodal de tejido linfoide

asociado a mucosas (linfoma MALT)
Linfoma de célula B de zona marginal nodal
o Linfoma de zona margina pediatrico*
Liinfoma de centro folicular cutaneo primario
Linfoma folicular
o Linfoma folicular pediatrico*
Linfoma de células del manto
Linfoma B difuso de célula grande, NOS (not otherwise specified)
o Linfoma difuso B de célula grande rico en células T /histiocitos
o DLBCL del anciano EBV+*
o DLBCL primario cutaneo de la pierna
o DLBCL primario del sistema nervioso central
o DLBCL asociado a inflamacién crénica
Granulomatosis linfomatoide
Linfoma de célula grande B primario mediastinico (timico)
Linfoma B de célula grande intravascular
LDCBG ALK positivo
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Linfoma plasmablastico

Linfoma de célula grande asociado a enfermedad de Castleman
multicéntrica HHV8

Lifoma primario de derrame

Linfoma de Burkitt

Linfoma de célula B no clasificable con caracteristicas intermedias entre
difuso de célula grande y linfoma de Burkitt

Linfoma de célula B no clasificable con caracteristicas intermedias entre

difuso de célula grande y linfoma de Hodgkin clasico.
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1.2. Andlisis clinico y biolagico de la transformacion de los linfomas B indolentes

1.2.1. Definicion de transformacion del linfoma B indolente.

Desde hace afnos se conoce que una parte de los linfomas indolentes
pueden recaer o0 progresar con una histologia y comportamiento clinico propios de
un linfoma agresivo; habitualmente de histologia concordante con un linfoma difuso
de células B grandes (LDCBG) y en menor medida con un linfoma con
caracteristicas intermedias entre LDCBG y linfoma de Burkitt?®. Dicha
transformacion también se ha estudiado de forma predominante en los linfomas
foliculares, aunque también se describe en otros tipo de sindromes
linfoproliferativos indolentes, como la leucemia linfatica crénica (LLC), el linfoma de
tejido linfoide asociado a mucosas (MALT)? el linfoma linfoplasmocitico (LPL) o
linfoma de Hodgkin predominio linfocitico nodular (LH-PLN).

El diagndstico histolégico se considera el gold-standard, y siempre que sea
posible, la sospecha de transformacién debe intentar documentarse mediante el
diagndstico anatomopatoldgico de la biopsia tisular. EI LDCBG resultante mantiene
con frecuencia un patron de CG , pero con células grandes infiltrando los ganglios
linfaticos de forma difusa y borrando la estructura folicular.

Aunque este es el modelo mas intuitivo y generalizado de proceso de
transformacion de los linfomas indolentes, sabemos que existen otros patrones de
evolucion histologica y clinica de los sindromes linfoproliferativos que no se ajustan
a este modelo clinico “lineal”’, de linfoma indolente que adquiere caracteristicas de
agresividad; sin embargo, su relativa infrecuencia, su significado bioldgico esta
menos establecido.

En este grupo heterogéneo cabria mencionar 3 grupos que, a acontinuacion,
nombraremos y posteriormente definiremos: linfomas composite; linfomas
diagnosticados en fase agresiva que recaen o progresan en forma de linfoma
indolente y que se han llamado en determinadas revisiones linfomas
“‘downgrading” o “downgraded”; y linfomas que presentan afectacién de alto grado
en la adenopatia e infiltraciéon de bajo grado en MO u otras localizaciones,
histologia que es “discordante” con el alto grado, y por tanto, “lifomas discordantes”

es el nombre con que se conoce este tercer grupo de linfomas agresivos.
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Linfoma composite.

El concepto anatomopatolégico de linfoma “composite”, o compuesto, hace
referencia a la coexistencia en una misma pieza tumoral de diferentes histologias
que pueden estar relaciones clonalmente, es decir, tener un supuesto origen
comun, o no. Y de hecho, se han reportado casos que demuestran que son
posibles ambas situaciones®'*?. Gracias a las técnicas de microdiseccién, se ha
podido establecer el perfil de expresion genética y mutacional de las distintas
poblaciones de estos linfomas de histologia compuesta.

Cuando en una misma pieza tumoral se diagnostican de forma simultanea
un linfoma indolente y un linfoma agresivo, y se llega a la demostracién de que
ambas histologias tienen un mismo origen clonal, se postula que se trata de un
proceso de transformacién precoz. Sin embargo, algunos autores consideran que
deben de pasar al menos 6 meses entre la documentacion de ambas histologias

para hablar de verdadera transformacion®*.
Linfomas “downgraded”

Ya en 1989, algunos grupos de patdlogos comenzaron a observar que
algunos linfomas agresivos podian recaer como linfomas indolentes afios después
del diagnéstico y al revisar las muestras del diagndstico, en algunos se podian
documentar restos del clon indolente®. Se describi® entonces que la mayor
quimiosensibilidad del clon mas proliferativo (el agresivo) podria favorecer una
recaida del clon tumoral mas indolente. Desde entonces, los profesionales
dedicados al estudio y tratamiento de esta patologia han observado este evento de
transformacién “inversa”, observado muy ocasionalmente en la practica clinica
diaria.

De un modo analogo a lo descrito en el subgrupo previo de linfomas
‘composite”, aun no se han definido genéticamente estos casos tan excepcionales,
pero probablemente su perfil biolégico nos acabe dando la clave para entender qué

analogias o discrepancias existen con los otros grupos de transformaciones.
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Linfomas agresivos con histologia discordante (de bajo grado] en la médula csea

Los linfomas discordantes son aquellos en los que aparecen dos subtipos
histolégicos diferentes de linfoma simultdneamente en el mismo paciente, y en dos
o0 mas localizaciones separadas®®. La discordancia, por lo general, implica un
linfoma de bajo grado en un sitio anatdmico y un linfoma de alto grado en otros
lugares. Un tipo comun de discordancia se observa en pacientes con un
diagndstico primario de linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) con
afectacion médula dsea por una lesién de grado inferior*”. Aunque inicialmente se
describid que la afectacién de la MO por linfoma de histologia discordante de bajo
grado tenia un prondstico similar a los pacientes con ausencia de infiltracién de la
MO, mientras que la afectacion por linfoma de alto grado estaba asociado con una
clara disminucion de la supervivencia global, los escasos datos que se han
aportado posteriormente®® no apoyan esta teoria sino que en algunos estudios
plantean que este grupo podria presentar un patrén de supervivencia intermedio
entre los linfomas sin afectacion de la MO y aquellos con afectacién por el linfoma
agresivo. En cualquier caso, la biologia de estos linfomas sigue siendo
desconocida. Por un lado, la baja infiltracién de la MO dificulta el analisis molecular
del tumor de esta localizacién, y la dificultad de la separacion celular en la MO
contribuye a que sea aun mas dificil. En cualquier caso, se han publicado muy
pocos datos de las caracteristicas biolégicas de esta discordancia histolégica™®.

La citometria de flujo, la citomorfologia y por supuesto las técnicas genéticas
y moleculares podrian ayudar a desglosar este grupo de pacientes y comprender

mejor su comportamiento bioldgico.

1.2.2. Epidemiologia y estado actual

La incidencia de la transformacion agresiva de los SLP indolentes no esta
bien establecida, principalmente por el empleo de diferentes criterios para definir y
clasificar la transformacién (criterios histolégicos frente a criterios clinicos), el
tamarfio muestral o el tiempo de seguimiento de los estudios, entre otras causas®.
Ademas, en la mayoria de trabajos no se realizan estudios de clonalidad que

permitan identificar si el linfoma agresivo corresponde al mismo clon y por tanto
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puede demostrarse una identidad clonal de ambos linfomas descartando que se
trate de un linfoma nuevo, agresivo.

Los estudios realizados en los ultimos 30 afios han sido, en su mayoria,
desarrollados antes de la introduccion de los tratamientos basados en la
combinacién de immunoterapia (agentes monoclonales) con quimiterapia
convencional que cambiaron de forma drastica la supervivencia de los sindromes
linfoproliferativos, entre ellos el linfoma folicular*'. Con estos estudios, el riesgo
estimado de transformacién se establecié en torno a un 3% al afo en el linfoma
folicular, que dada su mayor frecuencia ha sido el linfoma indolente mas estudiado
en este aspecto®?.

En otros sindromes linfoproliferativos como la leucemia linfatica o linfoide
crénica (LLC), enfermedad en la que cada vez se avanza mas en los mecanismos
que integran su proceso evolutivo, se observa también el fendmeno de
transformacién. La LLC puede mostrar un aumento de tamafo de célula y actividad
proliferativa y puede acompanarse de la confluencia de los centros proliferativos en
los ganglios linfaticos y/o en la médula 6sea; este fendmeno suele acompanarse de
un aumento de los prolinfocitos en la sangre periférica. Sin embargo, la progresién
a una verdadera leucemia prolinfocitica B es muy poco frecuente. Mas frecuente es
el desarrollo de LDCBG en un paciente diagnosticado de LLC (proceso que se
conoce como Sindrome de Ritcher), que sufren hasta un 2-8 % de los pacientes;
también se ha descrito el desarrollo de linfoma de Hodgkin clasico hasta en un 1 %
de los pacientes con LLC*. La supervivencia mediana para los pacientes que
sufren un Sindrome de Ritcher es menor de un ano.

También se observa transformacion en el linfoma esplénico de la zona
marginal**En el caso de los linfomas linfoplasmociticos (LLP), y las
macroglobulinemias de Waldestrom (LLP con infiltracion de MO y deteccion en
suero de componente monoclonal IgM), se han descrito que los casos con aumento
de inmunoblastos (células transformadas) en la histologia se asociarian a un peor
pronéstico; sin embargo, se desconoce la relacion cuantitativa del porcentaje de
inmunoblastos con el pronédstico. La transformacion a LDCBG, solo ha sido
observada en una pequeia proporcidn de los pacientes, asociandose a un

prondstico infausto®.
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1.2.3. Transformacion del linfoma folicular

1.2.3.1. Incidencia de transformacion del linfoma folicular

La incidencia acumulada de tranformacién tras la introduccion de la
inmunoquimioterapia no se conoce con exactitud, aunque como se ha dicho, es la
transformacién mas frecuentemente observada de linfomas indolentes, y afecta a
un 1-3% de los linfomas foliculares anualmente. Las discrepancias entre grupos
residen en la ausencia de criterios unificados y validados para definir la
transformacién. Esta heterogeneidad en el diagnéstico de la transformacion (con
distintas proporciones de sospechas clinicas y confirmaciones histolégicas entre
estudios) hace que sea imposible conocer, de forma definitiva, la incidencia real de
verdaderas transformaciones combinando los estudios entre si. La mayor dificultad
es la obtencion de una confirmacion histologica en todos los casos, y se basa en la
falta de accesibilidad, en muchos casos, al emplazamiento tumoral que se
considera idoneo para poder obtener una muestra rentable. Es posible, que en un
futuro proximo, la deteccidn en sangre periférica del ADN de las células tumorales y
las nuevas técnicas de secuenciacion de nueva generacion, solventen esta
dificultad.

1.2.3.2. Criterios clinicos de transformacion

En la practica clinica diaria, la evolucion de los sindromes linfoproliferativos
se acompafia de manifestaciones clinicas. Es relativamente frecuente que se
sospeche una evolucion agresiva de la enfermedad, y la demostracién histologica
de este evento, como hemos apuntado, no es siempre factible con las técnicas
disponibles en la practica clinica hoy en dia*®. También sabemos que durante la
evolucion de la transformacién podemos encontrar en un mismo paciente zonas
que han sufrido transformacion, mientras que en otras regiones, persisten zonas de
tumor en fase indolente, coexistiendo ambos estadios evolutivos. No es facil, al
menos no lo ha sido hasta la introduccion de las pruebas metabdlicas modernas,
saber qué region es mas activa o proliferativa y mas tendente a haber evolucionado
histolégicamente.

Debido a estas dificultades, algunos grupos que estudian la transformacion

del linfoma folicular han intentado establecer unos marcadores bioldgicos y clinicos
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que permitan predecir la transformacion cuando la documentacion biolégica no es
posible. Estos grupos, definen la transformacion clinica del linfoma folicular en
base a cinco criterios:

- Aumento de LDH

- Crecimiento rapido de adenopatias

- Hipercalcemia

- Aparicién de nuevas localizaciones extranodales

- Aparicién de nuevos sintomas B

Segln estos autores®* ¢4’

, con el cumplimiento de estos criterios podria
aceptarse el diagnéstico de transformacion para adoptar las estrategias

terapéuticas necesarias.
1.2.3.3. Pruebas metabadlicas

La inclusion de la tomografia por emision de positrones (PET) con 18F
fluorodeoxiglucosa (FDG) se ha convertido en una herramienta util en deteccién de
enfermedad en LNH*,

La PET puede ayudar en el diagnostico de la transformacion histoldgica,
dado que un valor de captacion estandar (SUV) elevado se correlaciona con
histologias mas agresivas. Existen distintos estudios que apuntan a que un valor
elevado del SUV pueden ayudar a predecir una zona o area de transformacion. Asi,
valores de SUV>13 podrian predecir un linfoma agresivo en el 90% de los casos™’.

Ademas, esta herramienta puede ser util para seleccionar la adenopatia que
debe biopsiarse para confirmar la transformacion. A diferencia de lo que sucede en
el LBDCG, el valor del PET para la evaluacion de la respuesta al tratamiento en el
linfoma transformado no ha sido aun determinado y debera ser establecido en
estudios prospectivos

Se ha estudiado la rentabilidad de la biopsia guiada por PET. Se ha visto
que el SUV medio en los sitios diagndsticos de LFt varia entre 3 y 28.

En uno de los estudios mas recientes® se estudio el SUV de los pacientes
con sospecha clinica de LF transformado. De un total de 38 sospechas, se
confirmd la transformacion histolégicamente en 17. De estos, un SUV max superior
a 17 en la PET pre-biopsia tuvo un valor predictivo del positivo del 100%. Mientras

que un SUV inferior al 11.7 se asocié con una baja incidencia de transformacion
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histolégicamente documentada.

A la vista de estos resultados, y debido a la falta de datos que indiquen una
determinada estrategia diagndstica para detectar la transformacion, los autores
concluyen que la PET no reemplaza en este momento a la biopsia como el gold-
standard para confirmar una transformacién. Sin embargo, en circunstancias muy
concretas donde aparezca un SUV >17 en un paciente con una biopsia inaccesible
y un curso clinico compatible, podria valorarse el tratar al paciente bajo una

sospecha de transformacién con un tratamiento acorde a la misma.

1.2.3.4. Perspectiva biolagica

En este apartado, nos centraremos inicialmente en las caracteristicas
bioldégicas del proceso evolutivo del linfoma folicular, debido a su frecuencia vy
describiremos los avances mas relevantes que han surgido recientemente.

En un segundo apartado, se revisara brevemente las caracteristicas cinicas

y biolégicas de la evolucion y transformacién de otros linfomas indolentes.
Origen del linfoma folicular transformado

El término de "transformacion de alto grado” que utilizamos habitualmente
puede resultar algo impreciso, a la luz de los conocimientos actuales®'. La propia
historia natural del LF, si nos situamos desde su comienzo (en la célula precursora
tumoral), se basa en transformaciones sucesivas, que convierten una célula
precursora en otra con mayor potencial maligno y con un comportamiento clinico
diferente. De hecho, un evento habitual en individuos sanos, que es la
translocacién del gen BCL2 con el promotor del gen IGH, no es la causa de que la
célula B sana se transforme hacia un clon de LF. Es la acumulacion posterior de
mutaciones la que favorece esta conversion, y se cree que estas mutaciones
acumulativas ocurren a través de la actividad “colateral” de la “activation induced
desaminase” (desaminasa inducida por activacion) (AID)%?, que actia de forma
habitual en los centros germinales (CG) de los ganglios linfaticos y que tiene como
funcién la hipermutacion somatica (HMS) de la regidén variable de las cadenas de
las inmunoglobulinas. Sin embargo, a veces la enzima actua sobre otras zonas del

genoma que no son su objetivo, produciendo lo que se conoce como HMS
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aberrante (HMSA), que podria ser en parte responsable de la tumorigénesis de
aquellas neoplasias linfoides originadas a partir de célula folicular B.

El término "transformacion” del LF implicaria que la propia célula tumoral que
conforma el linfoma folicular se modifica y adquiere un caracter agresivo. Este
patron de evolucion “lineal”, es decir de célula precursora tumoral a linfoma folicular
y de éste a linfoma agresivo es, sin embargo, el menos frecuente segun han puesto
de manifiesto algunos estudios de filogenia del proceso de transformacion. De
hecho, se ha encontrado con mas frecuencia un patron "no lineal" en el que el clon
detectado en la transformacion estda mas estrechamente relacionado con la célula
precursora tumoral que con el clon de linfoma folicular detectado en la fase

indolente. 3-°°

Patrones de evolucion del linfoma folicular

En relacion a estos hallazgos, se han propuesto varios modelos de

desarrollo evolutivo de los clones tumorales en el linfoma folicular. %>’

* Patréon de evolucion “no evolutivo” No se observa un patrén de evolucion,
sino que las secuencias del tumor primario y en las recaidas se alternan sin

observarse una relacion evolutiva.

* Patréon de evolucién lineal o secuencial Se observa que el tumor en la
recaida proviene del tumor primario. Cada momento evolutivo incluye las

mutaciones adquiridas en la recaida anterior

* Patrén de evolucion divergente Explica la existencia de una célula
progenitora comun (tumoral) que adquiere ciertas mutaciones dando lugar al
clon del LF, mientras que adquiere otras de forma paralela y en un momento
de la evolucion de este paciente se manifiesta el clon del linfoma agresivo,
que sin estar relacionado directamente con el linfoma folicular, comparte un

mismo precursor comun.
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DIVERGENTE LINEAL

LB LB

Figura 3. Esquema de los diferentes patrones de evolucién de la célula B (LB) hasta convertirse en linfoma
folicular (LF) y/o linfoma folicular transformado (LFt). EI modelo lineal, implica la adquisicién secuencial de
mutaciones, que apareceran en Ultima instancia en el LFt. EI modelo divergente, sin embargo, parte de la
hipétesis de una célula precursora comun (CPC) que originara dos subclones, del que se originarian
respectivamente el LF y el LFt. La presentacion de estas entidades, por lo tanto, no tendria por qué ser
secuencial sino que podrian manifestar diferentes comportamientos en cuanto al momento de apariciéon de

cualquiera de los dos subtipos histolédgicos.

En el trabajo de Jessica Okosoun®, en el que se estudiaron 10 muestras
pareadas de LF y LFt (4 con whole exome sequencing o WES y 6 con whole
genome sequencing o WGS), predomin6 el modelo de evolucién divergente. Se
observaron dos patrones de evolucion desde la CPC. En el primero, observado en
8 casos, existian numerosos genes comunmente afectados en el LF y LFt,
sugerente de la existencia de un clon precursor comun (CPC). Entre los genes
observados, destacaron los reguladores de histonas, como MLL2 (una histona
metil-transferasa) y otros como CREBBP, EP300, EZH2 y MEF2B, ya descritos
previamente®®*°. Ademas, se observo la implicacion de genes implicados en la
inmunomodulacion como B2M, CD58 y TNFRS14, la via JAK-STAT y la del
receptor de la célula B (BCR) y la via de sefalizacion NF-KB (con los genes
BCL10, CARD11 y CD79B), de conocido papel en la linfomagénesis®®®'. El
segundo patrén lo constituyeron 2 pacientes en los que apenas se compartieron

mutaciones (solamente 4 mutaciones no sindnimas) entre los clones de LF y Lft.
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Ademas de este numero tan bajo de mutaciones comunes, llamé la atencion la
implicacién comun de 3 genes MLL2, TNFRS14 y CREBBP, pero con mutaciones
en diferente posicién en cada una de las fases evolutivas. Este hecho, sirvié para
definir un nuevo patréon “convergente” de evolucidon. Es decir, la implicacién de
distintos mecanismos para conseguir herramientas comunes necesarias para

desarrollar linfomas.

Las mutaciones “driver” o conductoras de la transformacion histolégica

No existe un mecanismo de transformaciéon de LF a LDCBG unico a la luz de
la complejidad de los patornes evolutivos. Sin embargo, parecen reconocerse
algunos mecanismos implicados en la transformacion: la alteracion de los puntos
de control del ciclo celular (a través de la mutacion o delecién de quinasa
dependiente de ciclina 2A/B -CDKN2A/B- y alteraciones en CMYC); la afectacion
de los mecanismos de respuesta al dafo del ADN, como la pérdida del gen
supresor tumoral TP53, y otros mecanismos diversos como las mutaciones en el
gen EBF1 y la afectacion de genes implicados en la via de proliferacion celular
NFKB como MYD88 y TNFAIP3>. Ademas, intervienen pérdidas de genes
asociados con la regulacién de la respuesta inmune. Uno de estos sistemas de
regulacion es el sistema del complejo mayor de histocompatiblidad (CMH) y los
antigenos que lo integran (HLA) de clase 1; la desregulacion se produce a través
de mutaciones especificas en el gen de la [B-2-microglobulina (que es un
componente critico del complejo HLA de clase 1), y otras que afectan a CD58 (que
participa en la regulacién de los dafos celulares mediados por el sistema del
complemento)>*®'. Estos mecanismos puede aparecer sobre un subclén anterior en
la secuencia evolutiva o bien desde una célula progenitora comun.

En general, el perfil de mutaciones identificadas en el LF transformado se
asemeja a las alteraciones caracteristicas del LDCBG tipo centro germinal (GCB),
que como se identificd comparten el perfil de expresion genético de las células B de

los centros germinales®*®?

. Sin embargo, también comparte algunas de las
caracteristicas genéticas y epigenéticas que definen a los LDCBG tipo célula B
activada (ABC), y que se denominan asi por compartir el perfil de expresién génica

observado en las células B de sangre periférica durante su activacion in vitro®? .
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LB

- Traslocacion BCL2 = resistencia a
apoptosis

Mutacién de MLL2/ CREBBP =
reprogramacion epigenética

Desregulacién de MYC

Pérdida de CDKN2A/2B = - Desregulacién de MYC =

Desregulacion del ciclo Proliferacion

celular - Pérdida de B2M= Evasién

Pérdida de TP53 = Trastorno inmune

de la respuesta al dafio del - Hipermutacién somatica

ADN aberrante = Inestabilidad
gendmica

Figura 4. Adaptada de Pasqualucci, Dalla-Favera et al. Genetics of Follicular Lymphoma
Transformation, 2014 (Cell). Se representan los eventos transformantes de la célula B (LB) para
evolucionar a célula precursora comun (CPC) que posteriormente adquirira los mecanismos
genéticos correspondientes para derivar en un Linfoma Folicular (LF) o en un Linfoma Folicular

transformado (LFt).

Mecanismos epigenéticos implicados en la transformacion

El grupo de la Universidad de Columbia,® describi6 las mutaciones comunes
y especificas de fase de un grupo de 12 pacientes con muestras correspondientes
al diagnéstico y transformacién del linfoma folicular. Mediante secuenciaciéon del
exoma completo de estos pacientes, llegaron a la conclusién de que las lesiones
que aparecen de forma temprana en el LF, y que contribuyen a su patogénesis,
afectan principalmente a reguladores epigenéticos (genes que controlan la
estructura de la cromatina) como pueden ser MLL2 (mas formalmente conocido
como KMTD), EZH2 6 EP300y CREBBP, cuya afectacidén se asocia a aberraciones
genéticas que implican a genes importantes en la linfomagénsis como son TP53 y

BLC6°*%*. Sugieren que estas mutaciones podrian ser las “instigadoras” a la
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adquision de un fenotiopo "mutador ", ya que esta modificacion tridimensional de la
estructura de la cromatina, podria permitir el acceso de la AID a regiones
inapropiadas del genoma, conllevando a la HMSA y con ello favorecerian una
inestabilidad genética capaz de conducir la transformacion adicional.

De esta manera, la desregulacién epigenética podria ser clave para el
desarrollo de la transformacion histolégica, pero no es directamente responsable
del mantenimiento de un fenotipo agresivo.

EL grupo aleman de la Universidad de Leipzig57, comparé muestras de LF al
diagndstico y en diferentes progresiones (sin estudiar las transformaciones) y para
ello se baso en la secuenciacion de los genes IGHV, describiendo la evolucion de
su estado mutacional. Integraron los resultados con el estudio del patrén de
metilacion del genoma completo del linfoma folicular en sus distintos momentos
evolutivos, cuantificado con técnicas de genotipado masivo. Para establecer el
punto de corte para considerar un patrén de evolucion divergente, se compararon
la variablidad de metilacion de los diversos pacientes a lo largo de su evolucién
(comparando la proporcion de bases metiladas sobre el total de islas CpG de cada
paciente) y asi, aquellos casos con mas de un 25% de variablilidad se consideraron
evoluciones divergente. La divergencia epigenética se correlaciond con la evolucion
genética (HMS de los genes IGHV). De modo general, las muestras en la recaida o
progresion del linfoma folicular, mostraron un mayor porcentaje de metilacién de
islas CpG que las muestras al diagnéstico. No existen datos hasta la fecha
focalizados en el patron de metilacion de los linfomas transformados, ni de su

comparaciéon con otros linfomas agresivos.

1.2.4. Otros linfomas indolentes y su proceso de transformacion

1.2.4.1. Leucemia linfatica crénica. Desarrollo de Sindrome de Richter

Sindrome de Richter

El sindrome de Richter (SR) se define como el desarrollo de un linfoma,
habitualmente de histologia compatible con linfoma difuso de células B (DLBCL),

que se origina durante la evolucién de la leucemia linfocitica o linfatica crénica B.°°
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El 2,8% de los pacientes con LLC desarrollan un LDCBG, siendo la incidencia
acumulada de transformacion de LLC a SR durante la historia natural de la LLC del
10% aproximadamente. Ademas, <1% desarrollan un linfoma de Hodgkin de
histologia clasica®®. La mediana de supervivencia para los pacientes con SR es de
menos de un afo. El LDCBG desarrollado en el contexto evolutivo de una LLC,
suele denominarse SR cuando el LDCBG deriva de la misma célula B que origind
el clon LLC, comprobando la identidad clonal de ambos tumores. Sin embargo,
también se denomina SR al linfoma que aparece en el contexto de una LLC activa,
sin estar relacionado clonalmente con la LLC. Mientras que la identidad clonal
entre ambos tumores es mucho mas frecuente en las LLC no mutadas, de peor
pronéstico, los LDCBG con diferente reordenamiento de /GH y por tanto distinto
origen clonal, aparecen en el contexto de LLC mutadas, de mejor pronéstico.®® De
hecho, los SR en los que se demuestra la identidad clonal con el clon de la LLC
poseen un pronoéstico muy desfavorable, ya que la mayoria de los pacientes no

responden a la terapia estandar disefiada para los LDCBG®’ %,

Evolucion clonal de la LLC y su proceso de transformacion

El perfil mutacional de la CLL es complejo y poco uniforme. Se caracteriza por una
elevada heterogeneidad genética y epigenética, con una baja tasa de recurrencia
de las mutaciones y una larga cola de genes implicados, sin una buena definicion
de los genes conductores de la progresion tumoral®.

Los estudios que han empezado a utilizar la secuenciacién con alta
profundidad, han permitido llegar a concretar en qué orden se adquieren algunas
de las mutaciones mas recurrentes, llegando a precisar el numero de células
cancerosas que poseen cada mutacion en los diferentes estadios evolutivos. Los

trabajos mas recientes’®"?

permiten definir dos tipos de mutaciones: mutaciones
clonales, que estan presentes en todas las células tumorales y representan los
primeros eventos en el proceso de la transformacion tumoral de la célula
precursora y las mutaciones subclonales, generalmente presentes en una pequeia
poblacidon de las células leucémicas y que representarian eventos tardios en la
LLC.

En el trabajo de Landau et al.”? definieron tres periodos en la historia de la

enfermedad, basados en la evolucion del genoma. El primer periodo de pre-
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transformacion que esta basado en la acumulacion, dependiente de la edad, de
mutaciones clonales en una célula que con el tiempo originara la LLC. La siguiente
etapa esta definida por un evento transformador, que convierte en maligna a la
célula B fundadora de la LLC. EIl tercero y ultimo periodo se caracteriza por la
expansion de mutaciones subclonales en respuesta a diversos estimulos. Las
primeras, serian mas selectivas del programa genético de las células B, mientras
que las mutaciones responsables de la progresion o mantenimiento de la LLC
apuntarian a genes conductores de cancer mas comunes, implicados en diferentes
tumores. La variabilidad entre los genes encontrados en los diferentes estudios y
su diferente proporcion podria estar basada, teniendo en cuenta el potencial papel
del microambiente y los estimulos externos (tratamientos y numero de lineas
recibidas en las series disponibles).

Gracias el estudio de exomas y/o genomas de la LLC se han obtenido
respuestas acerca de la evolucion clonal de esta enfermedad hacia SR y se han
desvelado parte de los eventos implicados en la aparicion de la enfermedad,
incluyéndose algunos localizados en regiones no codificantes’™. Y en el desarrollo
posterior de transformaciones agresivas, y por ejemplo, el grupo de la Universidad
de Columbia’™ ha demostrado que aunque la tendencia evolutiva de la LLC para
convertirse en SR se basa en la adquisicion lineal de mutaciones, en los casos en
los que los clones de linfoma agresivo se encuentran en la sangre periférica
(leucemizados), es mas frecuente (2/3) una evolucion divergente o ramificada

branching a partir de una célula precursora tumoral.

Genes implicados y mutaciones “driver” en el desarrollo del Sindrome de Richter

La patogénesis molecular de del desarrollo del SR se ha comenzado a
conocer mas a fondo gracias a las técnicas de analisis molecular que han surgido
durante los ultimos anos. Se ha demostrado que la inactivacién del gen supresor de
tumores TP53 se observa en ~ 60% de los pacientes y que constituye en si mismo
un factor prondstico independiente para la supervivencia global después de la
transformacion®.Otras lesiones genéticas muy frecuentes son las que afectan a los
genes NOTCH1™ y las que llevan a la activacion de MYC;®®"* éstas aparecen en
aproximadamente un 30% de los casos. Como se ha explicado en la patogenia de

la transformacioén de los linfomas foliculares, o como se ha descrito en los linfomas
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del manto’®"’

y en general en la transformacién de las neoplasias B indolentes, los
eventos genéticos que conducen a la activacion de MYC coexisten con la
disregulacion de TP53'. Se ha demostrado como en la LLC la porcion intranuclear
de NOTCH1 puede translocarse al nucleo donde activa a genes, entre los que esta
el propio MYC™. La interrelacion entre estos dos genes se ha estudiado en
modelos de leucemia linfoblastica T, donde parece que el propio NOTCHT es un
activador de la transcripcion directa de la expresion del gen CMYC ™ y mas
recientemente se han descrito mecanismos por los que NOTCH1 actia sobre

enhancers, o regiones, de la transcripcién del gen CMYC®.

Aspectos epigenéticos de la evolucion de la LLC y el desarrollo de SR

En los dultimos anos comienza a cobrar interés el campo de las
modificaciones de la estructura del ADN. EIl uso de la secuenciacién de todo el
genoma con bisulfito (WGBS) y su integracion con el empleo de microarrays de
expresion de alta densidad han proporcionado el analisis mas amplio del metiloma
de la LLC y han permitido comenzar a comprender el papel de la metilacién en la
expresion de genes implicados en la progresion tumoral. El primero de los grandes
estudios sobre metilacion del genoma de la LLC®' defini6 un perfil global de
hipometilacién del genoma de la LLC. En este estudio, se comenzaron a discernir
perfiles de metilacion entre las LLC mutadas y no mutadas, de una forma analoga
a las diferencias encontradas entre las células B virgenes o “naive” y las células B
de memoria.

Dentro del Consorcio Internacional del Genoma de Cancer®?, Espafia liderd
el estudio detallado del genoma (y epigenoma) de la LLC. Gracias a estos estudios
hemos conocido®, tras el analisis de la metilacion del genoma de 211 pacientes, el
perfil epigenético de esta enfermedad. Se han identificado 5 islas CpG,
pertenecientes a los genes B3GNTL1, CTBP2, SCARF1, TNF y una regién
intragénica, que permitieron definir tres perfiles de metilacion que definian tres
grupos clinico-biolégicos de LLC: La LLC con perfil de célula B virgen o “naive”,
LLC con perfil de célula B de memoria y LLC con perfil intermedio. Cada uno de
estos perfiles se correlacion6 a su vez con una seleccion particular de los genes de
la region variable de la cadena pesada de inmunoglobulinas (/IGHV) en el proceso

de reordenamiento de los mismos. VH7-69 se relacion6 con el grupo con fenotipo
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similar a célula B virgen, VH4-34 con el grupo de caracteristicas bioldgicas
semejantes a la célula B de memoria y VH3-23 y VH1-18 con el grupo intermedio.
De la misma manera, el primer grupo mostré un perfil de célula B no mutada (los
genes de inmunoglobulinas no habia adquirido mutaciones somaticas tras el
reordenamiento de los genes, mostrando una homologia con la linea germinal
superior al 99,7%), el segundo mostraba una tendencia a la mutacion de los genes
IGHV (menos del 92% de homologia) y el grupo intermedio mostré un estado
mutacional intermedio (96% de homologia). El gen NOTCH1 aparecié mutado con
mas frecuencia en el primer grupo y el gen SF3B71 en el grupo intermedio. Al
observar la incidencia acumulada de transformacion a LDCBG a 10 afos, el grupo
cuyo perfil de metilacion era similar a la célula B virgen tenia una incidencia
acumulada de transformacion del 18% (4-32) en comparacién con un 7% (0-20)
para el grupo intermedio y O para el grupo con perfil de metilaciéon similar a las

células B de memoria.
1.2.4.2. Linfoma de la zona marginal

El linfoma esplénico de la zona marginal es un subitpo de linfoma indolente.
Su expresion leucémica, como linfoma esplénico de la zona marginal con linfocitos
vellosos circulantes® puede experimentar también transformacion histoldgica a lo
largo de su evolucién. La incidencia de transformacion en este subtipo de linfomas
se ha estimado entre un 13%%° y un 17%%. Y el prondstico de los pacientes
estudiados en estas series, es pobre.

Segun el estudio de Dungarwalla et al,®® en una serie de 48 pacientes con
LEZM leucemizados, la mediana de tiempo hasta la transformacion era de 45
meses de mediana (rango: 6-192), describiéndose casos con transformacién
histolégica documentada en el momento del diagnéstico. La histologia
documentada ha sido LDCBG, aunque se han publicado casos de transformacion a
linfoma de Burkitt.

Como datos clinicos, los pacientes que experimentaron transformacién
tenian, con mas frecuencia, expresion adenopatica de la enfermedad en el
momento del diagndstico asi como componente monoclonal IgM asociado. Todos
los pacientes transformados tenian afectacién de la médula ésea y esplenomegalia

en el momento del diagnéstico. Ademas, cuando la transformacién se producia en
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las adenopatias tumorales la respuesta a la quimioterapia era adecuada, con
respuestas prolongadas. Sin embargo, las transformaciones en la médula ésea se
asociaron con enfermedad refractaria y prondstico infausto.

Desde el punto de vista bioldgico, las deleciones del brazo largo cromosoma
7, observadas en el 40% de los pacientes con esta enfermedad, se asociaron con
transformacién y comportamiento agresivo, como ya se habria descrito
previamente®. La alteraciones de TP53, se detectaron en el 30% de los pacientes
transformados, relacionandose con el evento transformante como se observa en

otros modelos de linfoma indolente®’.
1.2.4.3. Linfoma linfoplasmocitico

La incidencia de transformacion del linfoma linfoplasmocitico o
macroglobulinemia de Waldestrom fue de un 13% en la serie mas larga recogida
hasta la fecha®®. No se han identificado patrones genéticos que predigan el riesgo
de transformacion y los escasos casos documentados de transformacion coinciden
en una quimiorrefractariedad acusada en los pacientes, que tienen una
supervivencia mediana de 10 meses. Se han documentado casos aislados de
transformacién a histologia de linfoma de Burkitt, con traslocacion confirmada
(8;14)%8. En cualquier caso, en todos ellos las caracteristicas clinicas e histolégicas
son muy agresivas y es preciso conocer los mecanismos implicados en esta
transformacién para ofrecer mejores alternativas terapéuticas a este grupo de

pacientes.

1.2.5. Tratamiento y perspectivas terapéuticas del linfoma folicular transformado.
1.2.5.1. Antecedentes y situacidon actual. El papel de la inmunoquimioterapia

Los estudios clinicos que abordan el tratamiento en la transformacion estan
basados en su mayoria en el proceso de transformacion del linfoma folicular. El
tratamiento del linfoma folicular transformado (Lft) se basa en el utilizado en el
LDCBG de novo, ya que no existen estudios prospectivos centrados en este grupo
de pacientes. Con estos esquemas, los pacientes con LFt se han caracterizado por
presentar un curso clinico mas desfavorable, con una respuesta pobre al
tratamiento y una corta supervivencia?®, por lo general inferior a dos afios,

claramente inferior a la obtenida en LBDCG de novo®®, en los que, con R-CHOP
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mas del 50% de los pacientes alcanzaran la curacion tras la primera linea de
tratamiento®.

En estudios recientes se ha iniciado el analisis de la influencia de los
tratamientos previos en la fase de linfoma indolente (basados en antraciclinas,
rituximab, analogos de purina...) en la respuesta que se observa tras la
transformacién. Y se empieza a tener en cuentra el tratamiento previo con
rituximab, que ha originado el concepto de “rituximab naive”; se plantea que los
pacientes que reciben por primera vez rituximab en la etapa de transformacion,
podrian obtener mayor beneficio que aquellos que ya se han puesto en contacto
con el anticuerpo monoclonal durante la fase de linfoma indolente. El objetivo final
de estas comparaciones pasa por establecer la comparacién entre el LFt y el

LDCBG, cuando ambos reciben por primera vez esquemas basados en anti CD20.

1.2.5.2. Trasplante de progenitores hematopoyéticos

El uso de las altas dosis de quimioterapia seguidas de trasplante autélogo se
asocia con mejoras en la supervivencia en pacientes con LF o LBDCG refractario o
en recaida y también en el Lft*".

El Grupo de Trasplante de Médula Osea canadiense (CBMTG) llevé a cabo
el mayor estudio hasta la fecha, con 172 pacientes con transformacién histologica
documentada. Noventa y siete recibieron un trasplante autélogo de progenitores de
sangre periférica (TASPE) como consolidacion. Las supervivencias global y libre de
progresion (SG y SLP) mejoraron en los pacientes transplantados, pero con un bajo
grado de mejoria (SG a 5 afos 65% con TASPE; 61% con rituximab y
quimioterapia; hazard ratio (HR) para el grupo de trasplante de 0,13; p <0,001)%.

Wirk et al, del Centro Internacional de Investigacion de Transplante de
Sangre y Médula Osea (CIBMTR), estudiaron a 108 pacientes con LFt y
tratamiento con TASPE. La SG a los 5 anos fue del 50%. Sélo el 28% de los
pacientes recibieron rituximab antes del trasplante, como tratamiento de primera
linea tras la transformacion; de todos modos, en este estudio, el andlisis
multivariante no mostré ningun impacto del tipo de tratamiento recibido antes del
TASPE (con o sin rituximab)®.

En el Hospital Princess Margaret, en un estudio de 104 pacientes con LFt,

(de los cudles 50 recibieron TASPE ) la SG del grupo fue de 54% a los 3 afios™.
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En un estudio mas pequefio de 18 pacientes con LFt y TASPE, el
tratamiento de induccién con rituximab demostré resultados mas favorables en
comparacién con cohortes previas a rituximab, con una SG y SLP a los 2 afos de
59% y 82%%. En este estudio, ademas, se evidencié que aquellos que no habian
recibido rituximab hasta la transformacion (“rituximab naive”) presentaban mejor
respuesta al tratamiento que aquellos con si lo habian recibido®.

En un estudio comparativo de TASPE en LDCBG y LFt se demostré también
el aumento de SLP en el LFt, con un comportamiento, con unas supervivencias
libre de progresion y global superiores a la del LDCBG con consolidacion en 12 RC.
Si bien es cierto, que las caracteristicas inmunohistoquiimcas de ambos grupos no
eran comparables, con un % significativamente mas elevado de casos con fenotipo
CG en el grupo de SLT, aunque en el andlisis multivariante, las caracteristicas
inmunohistoquimicas del tumor (célula de origen) no se asociaron con mayor o
menor tasa de supervivencia®’.

En otro estudio prospectivo de LFt en la era rituximab, los pacientes
incluidos en el registro del NCCN sometidos a TASPE, mostraron nuevamente
resultados superiores a los de la quimioterapia séla (SG a 2 anos del 83%). No
obstante, los pacientes mas jovenes no tratados previamente (menores de 60
afios) con rituximab, no sometidos a TASPE y tratados con inmunoquimioiterapia
sébla, sin TASPE de consolidacién, tuvieron muy buenos resultados con un 80% la
SG a 5 afios™.

El trasplante alogénico en el LFt ha sido menos estudiado. Para las recidivas
post TASPE, la terapia de rescate con alogénico puede mejorar los resultados,
aunque a expensas de la mortalidad relacionada con el tratamiento (TRM)%1%,
Varios estudios apuntan que las estrategias con acondicionamientos de intensidad
reducida (AIR) tienen mejores resultados® %%,

En este contexto, se han presentado en Diciembre de 2015, en la ultima
reunion de la Sociedad Americana de Hematologia, las recomendaciones para el
trasplante autélogo en pacientes con linfoma folicular transformado y que sugieren
que deberia reservarse para aquellos pacientes jévenes, con una reserva funcional
adecuada y que ya hayan recibido quimioterapia convencional o bien que hayan
recibido rituximab + quimioterapia en la etapa de linfoma folicular, y por lo tanto una

segunda linea en el momento de la transformacion'®?.
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Linfoma folicular transformado

No tratamiento previo
para LF (W&W o RT)

¥

RCHOP

Figura 5. Adaptado de Silvia Montoto
meeting 2015. Algoritmo terapéutico para el linfoma folicular transformado segun la literatura disponible. El

trasplante autdlogo deberia reservarse para aquellos pacientes que recibieron tratamientos previos en la etapa

de linfoma folicular
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1.2.5.3. Nuevas dianas, nuevos farmacos

La revision acerca de los mecanismos fisiopatologicos de la transformacion,
permite identificar las potenciales dianas terapéuticas que a la luz de los conocimientos
actuales deberiamos intentar utilizar en el disefio y combinacion de nuevos farmacos. Se
representaran las vias fisiopatologicas implicadas en la progresion y/o transformacion
del linfoma folicular identificadas en los estudios disponibles de secuenciacion y las

potenciales dianas terapéuticas.

MODIFICADORES EPIGENETICOS
ACETILACION DE HISTONAS

Inhibidores de BCL2
ABT193

\
\ NucEo g

@ SWI/eNF z*m”> Evasion de ~_~-
: Epigenéticos apoptosis
Activacion Pérdida de 5 G1 S
constante de control del Clne 1 Cidina A
la célula B ciclo celular
(BCR) M G2

e cetmso/n

{_mvoss | wvoss
Rake @

RAKT L IRAKT
ThAFs.

P 5
NEKB £y
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Mecanismos Pérdida del
de evasion desarrollo
inmune madurativo B

CELULA PLASMATICA

BUMP1

alfa2 alfal \
|
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Figura 6. Puntos clave de la transformacion del linfoma folicular. Genes afectados (amarillos) y genes con diana
terapéutica conocida (aspas rojas). llustracion original. Bibliografia adaptada principalmente de Pasqualucci et

104

a/,54 Okosun et al,53 Hanahan et alm, Dominguez-Sola et al'™". Las mutaciones activadoras rodean los genes

en color verde, y las inactivadoras en rojo.
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Figura 6.1. La acetilacion de las histonas, en lineas generales, separa la doble hélice de ADN, enrollada
formando los nucleosomas, de las proteinas tipo histona. Esta separacion hace mas accesible el contacto de
los factores de transcripcion con los genes diana. La metilacion de las histonas, por el contrario, favorece el
empaquetamiento de la estructura nucleosémica, inhibiendo la transcripcion. La metilacién, en los residuos de
citosina de las regiones de islas CpG lleva al silenciamento de esa region. Un cuarto mecanismo consiste en la
interaccion del ADN, estructuralmente, con los factores de transcripcion. El complejo SWI/SNF participa en esta
unién del material genético a factores de transcripcion o favorece el contacto de este con enhancers y
promotores, mediante mecanismos actualmente en investigacion, y en los que la estructura tridimensional del
ADN es decisiva y protagonista. Los genes implicados en la modificacién epigenética en los estudios de
genotipado masivo existentes del linfoma transformado revelan la afectacién de estos cuatro mecanismos de
modificacion estructural del ADN. Disponemos de inhibidores de histona deacetilasa (Vorinostat, Panobinostat)
que mantienen las histonas en estado acetilado y con ello al ADN en una conformacion mas “laxa” y accesible
por tanto a los factores de transcripcidn y otras proteinas reguladoras de la misma. EstaN aprobadoS en los
linfomas T cutaneos'®. Vorinostat se aprobd tras un ensayo fase 2 donde demostréo una tasa global de
respuestas del 30% en este subtipo de linfoma. Actualmente, se estd estudiando su eficacia en regimenes

combinados en patologia linfoide B.
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REGULADORES DE LA APOPTOSIS
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Figura 6.2. La sobreexpresion de BCL2 y CMYC suele atribuirse a ganancias de los genes o traslocaciones
que implican yuxtaposicion del gen con promotores de genes constitutivamente activos, e implica un prondstico
desfavorable. La supresion de la funcion de p53, mediante la delecion o mutacion del gen que la codifica
(TP53), se asocia también con un prondstico adverso. Las tres estan implicadas en los mecanismos de
transformacién del linfoma folicular. La inhibicion de BCL2 es posible ya gracias al ABT199, Venetoclax, que
inhibe la via antiapoptética (favoreciendo por tanto la apoptosis) que promueve B BCL2. Es capaz por tanto de
actuar incluso en tumores con delecién o mutacién de TP53 ya que el bloqueo se realiza posteriormente a la

actuacion de p53 en la via de apoptosis. Actualmente se estan realizando ensayos clinicos para linfoma B
utilizando este farmaco'®.
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REGULADORES DEL CICLO CELULAR
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Figura 6.3. Los puntos de control del ciclo celular (p53, las proteinas p16, p14, p15, p18, p19 y las ciclinas y
quinasas dependientes de ciclina), son imprescindibles para un control regulado del proceso de sintesis y
proliferacién celular, asi como para la correcta divisién y diferenciacion celular. Los estudios de secuenciacion
masiva han encontrado alteraciones en estos reguladores.

ALTERACION DE LA MADURACION B

CELULA PLASMATICA

BLIMP1

CENTRO GERMINAL ~ <°ona Clara

MYC
Bach2
IP3K

Figura 6.4. Los trabajos llevados a cabo por grupos expertos en el trabajo con centros germinales, ha permitido
conocer mas en profundidad los mecanismos implicados en la organizacion estructural de las diferentes
subpoblaciones que integran el centro germinal, y como se suceden la alternancia de expresiéon de proteinas
fundamentales para llevar a cabo la maduracion de la célula B (plasmatica o tipo centro germinal). Los genes
sefialados en amarillo, ademas de estar siendo muy estudiados en linfomas B agresivos (en general), se han
encontrado recurrentemente mutados en los linfomas foliculares con transformacion agresiva. La implicacion
terapéutica de estas dianas y la posible reprogramacién de las células B, sera fruto de futuros estudios.
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EVASION INMUNE
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Figura 6.4. La mutacién de B2M parece imposibilitar la expresion de las moléculas HLA-1, lo que imposibilita el
reconocimiento de la célula tumoral por el sistema inmune. Las estrategias inmunoterapicas deberan contar
con este déficit, y el reconocimiento inmune no debera basarse en el funcionamiento de péptidos presentados
por el CMH tipo 1 en pacientes con afectacion de la subunidad B2M.
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SUPERVIVENCIA

Figura 6.5. Si hay algo que deba tenerse en cuenta a la luz de los resultados de analisis gendémico/exémico de
los pacientes con LFt, es que a pesar de tener un fenotipo y genotipo semejante al GCB (sobre todo por su
origen tedrico de un clon folicular previo o al menos relacionado), estos tumores son dependientes de la
actividad del receptor de célula B (BCR), y presentan mutaciones activadoreas de la via de BCR (sefialadas en
amarillo) que hacen que sea una via potencialmente inhibible farmacolégicamente. Este grupo de enfermos, en
contraposicién con lo que se sugeriria para un paciente con LDCBG tipo GCB, podria beneficiarse de
tratmaiento con Ibrutinib, lenalidomida, idelalisib, enzastaurina, bortezomib, inhibidores de IRAK4. Sin embargo,
deberan realizarse estudios especificos de pacientes con LFt que permitan evaluar la respuesta farmacolégica
teniendo en cuenta toda la arquitectura clonal, no s6lo mutaciones puntuales. La respuesta a estos farmacos,
como la lenalidomida en el mantom, el idelalisib en LLC'®® y muy particularmente Ibrutinib en enfermedades
como el linfoma del mantomg, la LLC', la MWW, son muy prometedoras. Sin embargo, cada enfermadad y
mas aun cada enfermo posee un perfil de mutaciones cuya suma genera un perfil Unico que debemos
considerar para el disefio de estrategias terapéuticas personalizadas. No se debe de cometer el error de
simplificar o generalizar algo que como hemos puesto de manifiesto, es extremadamente rico y heterogéneo.
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El linfoma folicular es el segundo linfoma mas frecuente dentro del grupo de
los linfomas no Hodgkin. Es una neoplasia de linfocitos clonales de origen B, de
evolucion lenta, sensible a distintos tratamientos. Sin embargo, a pesar de su curso
indolente, en un porcentaje de los pacientes evoluciona hacia un linfoma agresivo.

De los linfomas foliculares y otros linfomas de bajo grado que se transforman
a linfomas agresivos, existen varios aspectos que permanecen desconocidos y que
motivan la realizacion de los estudios que componen esta tesis doctoral.

El primero de ellos es el desconocimiento de la frecuencia real con la que
ocurre la transformacién,debido a la heterogeneidad de los estudios disponibles.

El segundo aspecto se basa en la definicion y clasificacion de los linfomas
transformados. La experiencia clinica nos ha demostrado que la evolucion y
transformacién de los linfomas no sigue un camino unico. Existen diferentes
patrones y momentos de presentacion de la transformacién. El grupo de pacientes
que se diagnostican de linfoma agresivo, y que en el proceso de estadiaje al
diagndstico presentan afectacién en otros 6rganos por linfomas de bajo grado
(caracteristicamente, en la médula ésea -MO-), conocidos como linfomas de
afectacion “discordante”, no se incluyen de forma constante en el grupo de linfomas
transformados, probablemente por falta de evidencia cientifica que permita
confirmar la identidad biolégica de esta entidad con el modelo clasico de
transformacién objetivada en el transcurso de un linfoma indolente.

El tercer punto de interés referente a este grupo de linfomas, lo constituye la
busqueda mecanismos subyacentes al proceso de transformacion, que sean
comunes a diversos linfomas. Si bien se han publicado varios trabajos que estudian
el proceso de transformacion del linfoma folicular y de la leucemia linfoide cronica,
existe muy poca informacién acerca del motor biolégico que es capaz de efectuar la

transformacioén de otros linfomas indolentes.
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OBJETIVOS

CAPITULO 1. ASPECTOS CLINICOS DE LA TRANSFORMACION DEL LINFOMA
FOLICULAR

Conocer la incidencia de transformacién histologica del linfoma folicular en la
era de la inmuno-qumioterapiaterapia.

Identificar los factores que influyen en la incidencia de transformacion.

Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes que experimentan TH.
Analizar el beneficio de los distintos tratamientos administrados para el linfoma
folicular transformado, incluyendo el trasplante autélogo de progenitores
hematopoyéticos, en la supervivencia de estos enfermos

Caracterizar clinicamente a los pacientes con linfoma transformado “de novo”.

CAPITULO 2. ESTUDIO FENOTIPICO Y GENETICO DE LOS PACIENTES CON LINFOMA

)

h)

)

k)

DIFUSO DE CELULAS B GRANDES Y AFECTACION DE LA MEDULA OSEA.

Conocer el pronéstico clinico asociado a los diferentes tipos de infiltracion de la
MO.

Realizar la descripcion inmunofenotipica de la infiltracion discordante de la
médula osea.

Analizar la correlacién clonal entre adenopatia y MO en los casos de histologias
discordantes. Identificacién de casos de transformacion.

Analizar la influencia de la célula de origen del LDCBG en la histologia del
linfoma de la médula ésea.

Frecuencia de aberraciones de los genes BCL2, BCL6, CMYC y TP53 en el
grupo de LDCBG con MO afectada

CAPTULO 3. ESTUDIO GENETICO (EXOMA) DE LOS PACIENTES CON MW QUE

1)

EXPERIMENTAN TRANSFORMACION A LINFOMA DE ALTO GRADO
Conocer las alteraciones moleculares implicadas en el proceso de
transformacion del grupo de pacientes con linfoma linfoplasmocitico/

macroglobulinemia de Waldestrom.

m) Busqueda de mecanismos moleculares comunes con otros modelos de

transformacioén de linfomas indolentes.
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4.1. Pacientes y muestras

La descripcion de los pacientes incluidos se realizara de forma separada

para cada uno de los trabajos que integran esta tesis doctoral.

CAPITULO 1. Aspectos clinicos de la transformacion del linfoma folicular

Se reclutaron inicialmente 1874 pacientes diagnosticados de LF en 18
centros diferentes en el grupo espanol de linfoma y trasplante autélogo de
médula 6sea (GELTAMO), dentro del proyecto elaborado para la realizacién de
este estudio: GEL-LFT-2014-1.

Los criterios de inclusion para este analisis fueron el diagndstico inicial
de linfoma folicular, grado 1-3a, y la fecha de diagndstico entre el 1 de enero
de 2002 y el 31 de diciembre de 2012.

Los pacientes con una histologia “compuesta” o “composite” y/o o
evidencia de transformacion en el momento del diagndstico (n=68) y , aquellos
con grado histolégico 3b (n=58), fueron excluidos . Ademas, 14 pacientes se

excluyeron porque no tenian un seguimiento adecuado.

Se incluyeron los 106 pacientes que experimentaron transformacion

histoldgica.

EXCLUIDOS
1874 pacientes -
iniciales Grado 3b
68
Transformados
1734 evaluables al d'392°5"°°
compuestos
14
106 . Falta de
transformaciones seguimiento

Figura 6. Algoritmo de seleccion de los pacientes incluidos para el estudio de los aspectos clinicos de la

transformacion del linfoma folicular: incidencia de transformacion del linfoma folicular en la era de la
inmunoquimioterapiay analisis del papel del trasplante autologo de progenitores hematopoyéticos en el

tratamiento del linfoma folicular transformado.
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CAPITULO 2. Estudio fenotipico y genético de los pacientes con linfomas con

linfoma difuso de células b grandes y afectacion de la médula 6sea

Revision histolégica y analisis inmunofenotipico de las muestras de médula osea

infiltradas por linfoma

Incluimos todos los pacientes diagnosticados y tratados de linfoma
difuso de células B grandes en el Hospital Clinico de Salamanca desde el 1 de
enero de 1999.

Analisis de correlacion clonal entre adenopatia y MO

Los pacientes en los que el fenotipo y/o la histologia de la médula 6sea
era compatible con linfoma indolente y de los que se disponia de ambas
muestras (adenopatia de LDCBG y MO de linfoma indolente) se incluyeron en

el estudio de clonalidad.

Estudio clinico retrospectivo

Para el andlisis clinico, se seleccionaron los pacientes diagnosticados de
LDCBG (con afectacién de médula ésea o sin afectacion) tratados en nuestro
centro con regimenes curativos basados en rituximab. Se incluyeron en el

estudio 170 pacientes.

Analisis genético de los LDCBG con MO afectada. Frecuencia de aberraciones de
los genes BCL2, BCL6, CMYCy TP53)

Para este trabajo se utilizaron células fijadas correspondientes a

muestras tumorales de LDCBG con un grado de infiltracién superior al 10%.

CAPITULO 3. ESTUDIO GENETICO (EXOMA) DE LOS PACIENTES CON LINFOMA
LINFOPLASMOCITICO QUE EXPERIMENTAN TRANSFORMACION A LINFOMA DE
ALTO GRADO

Para el analisis gendomico de estos 5 pacientes, se recuperaron
muestras de ADN de la muestra tumoral en el momento del diagndstico y en el
momento de la transformacién hacia linfoma de alto grado. Se realizd la
comparacién entre ambas secuencias y con respecto a la linea germinal de

cada paciente.
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4.2. Métodos

La descripcidn de los métodos utilizados para los trabajos desarrollados

se expondra sin separacion por capitulos.

HISTOLOGIA

Revision histolagica

La revision histolégica ha sido necesaria para el “Estudio fenotipico y
molecular de los pacientes con linfomas con histologias discordantes en
adenopatia y médula 6sea”. Para la realizacién de este trabajo, se realiz6 la
revision de los infiltrados tumorales de médula ésea. Ademas, se revisaron las
adenopatias infiltradas por linfoma difuso de células B grandes para determinar

la célula de origen del linfoma agresivo.

Muestras de médula osea

El estudio histoléogico de médula 6sea de los pacientes con linfoma
difuso de células B grandes, se habria realizado como parte del estudio de
extension para cada paciente. El estudio anatomopatolégico de las muestras
de MO habria sido realizado segun la técnica habitua, basada en la tincién con
Hematoxilina-Eosina, Giemsa, Wilder-reticulina y Masson-colageno de los
cortes de la muestra decalcificada en formol e incluida en parafina.''? En
muchos de los casos en los que fue posible se describid el patron de infiltracion
como nodular, intersticial, nédulo-intersticial (mixta) y difusa.’™

Se definié histologia discordante como la infiltracién por linfocitos de
pequefio tamafo, sin atipias citoldgicas.

Se definid histologia concordante como la infiltracion por células
linfoides de tamano grande, e caracteristicas citologicas similares a las
observada en la adenopatia infiltrada por LDCBG. En algunos casos, se
precisé el diagnéstico de LDCBG en MO, y en otros unicamente se definio
como linfoma agresivo o de alto grado.

En los casos en los que la histologia no era concluyente, habiéndose
definido “infiltrado linfoide inespecifico” o similar, o bien no se habia detallado
el grado histolégico de la infiltracion, el Servicio de Anatomia Patolégica

colabord en la revision de las muestras, para determinar la infiltracion o
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ausencia de infiltracion de las biopsias de médula dsea. Se revisaron un total
de 13 casos.

De ellos, 5 no estaban infiltradas, en 4 se trataba de un infiltrado escaso
por linfoma de alto grado, y en otros 4, de un infiltrado por linfocitos tumorales

de tamano pequefio y grado histolégico bajo.

Muestras de adenopatia
Se utilizé al algoritmo de Hans''* para determinar, en los casos en los

que fue posible, la célula de origen del linfoma agresivo (LDCBG).

CD10-, BCL6+

J \ J

Figura 7. Protoco de Hans para determinar mediante inmunohistoquimica la célula de origen del LDCBG.

En este esquema se representa el algoritmo Hans: en azul, se representan los LDCBG tipo centro

germinal y en rojo los LDCBG tipo no-centro germinal.

INMUNOFENOTIPO

Citometria de flujo multiparamétrica

La citometria de flujo se emplea de forma rutinaria en nuestro centro, en
el estudio diagnéstico y de seguimiento de multiples hemopatias.

La aplicacion de esta técnica ha sido necesaria para el capitulo de
“Estudio fenotipico y molecular de los pacientes con linfomas con histologias
discordantes en adenopatia y médula 6sea”’. Para la realizacion de este
trabajo, se realizo la revision del anadlisis de las suspensiones celulares de las
muestras correspondientes a sangre total de aspirado de médula 6ésea
infiltradas por linfoma, en el grupo de pacientes con linfoma difuso de células B
grandes.

A continuacion, describimos los pasos mas importantes que comprenden

desde el procedimiento de preparacion de las supensiones celulares e
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incubacién con anticuerpos monoclonales hasta su analisis informatico. El
analisis inmunofenotipico por CMF se realiz6 mediante marcaje
inmunoflouorescente directo y posterior lisis eritrocitaria de acuerdo con
métodos previamente descritos. ''>'"® Para el estudio de linfocitos B, en los
estudios de 4 colores, se utilizaron anticuerpos monoclonales conjugados con
uno de los siguientes fluorocromos: isotiocianato de fluoresceina (FITC),
ficoeritrina (PE), tandem PE/cianina 5 (PE/Ci5), pteridil-clorofil-proteina (PerCP)
y aloficocianina (APC). En los estudios de 8 colores, los fluorocromos
empleados fueron: Pacific Blue, Pacific Orange, isotiocianato de fluoresceina
(FITC), ficoeritrina (PE), pteridil-clorofil-proteina (PerCP), tandem PE/cianina 5
(PE/Cy5.5), tandem PE/cianina 7 (PE/Cy7), aloficocianina (APC),
aloficocianina H7 (APC H7).

En los casos de estudios con 4 colores, en un primer paso, se
emplearon las siguientes combinaciones de anticuerpos monoclonales (AcMo):
FMC7/CD5/CD19/CD45, sK/sL/CD19/CD20, ampliandose el estudio si asi lo
indicaban los criterios clinicos del paciente y los resultados obtenidos en el
primer paso. Dado que en muchos pacientes el diagnéstico ya habia sido
confirmado en la adenopatia, no se profundizé siempre en el estudio
antigénico, determinando en muchas ocasiones unicamente clonalidad
(kappa/lambda) cuando ésta era posible. En estos casos, la adquisicion se
realizd en un citometro FACSCalibur™ (BD Biosciences (BDB), San José, CA)
con un procedimiento de doble paso, empleando el software CellQUEST
(BDB). En los casos en los que se realizaba una segunda adquisicion, ésta se
realizaba guiada mediante una ventana electrénica definida por SSC y CD19+,
en la que se adquirian un numero de células clonales suficiente para identificar
y caracterizar la poblacion patolégica. El analisis de los datos se realizd
mediante el programa informatico Paint-a-Gate PRO (BDB) o mas
recientemente, con el software Infinicyt (Cytognos), y en la revisién de estos
estudios para el trabajo actual, utilizamos el software Infinicyt.

En los estudios de 8 colores, para el estudio de extensién en MO, se
utilizé la combinacidon de anticuerpos monoclonales CD20 CD4 CD45 Smlg
Smigk CD5 CD19 SmCD3 CD38, segun las recomendaciones del grupo
Euroflow’"” con el fin de detectar poblacion B clonal. Y solamente en casos

excepcionales, donde el estudio diagnéstico se hizo en MO por falta de acceso
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a muestra de adenopatia u otras razones concretas, se realizé el estudio
completo de sindrome linfoproliferativo crénico B.

Para evaluar el perfil antigénico de las células B, y seleccionar la
poblacién tumoral, se definio: la expresidn de antigenos, el patron de expresion
y porcentaje de linfocitos B con expresion positiva para cada antigeno

Con los datos disponibles en la revision, se reclasificaron algunos de los
fenotipos tumorales acorde a los fenotipos mas frecuentes para muchos de
estos sindromes linfoproliferativos, atendiendo al tamaro celular y la expresion
antigénica.

En el caso de aquellos en los que unicamente se habia realizado el tubo
de clonalidad B, o bien el fenotipo no era especifico de ninguna entidad

concreta, se clasificaron como “inespecificos”.

slg [CD5 CD10[CD20CD11c [CD23 [CD25 [CD38 [CD79b [FMC?7

LLCB [d +  F d -/ + ++ + -/ + d

LLP + - + _ - + L+ J+
LEZM |+ L[/+ | + + - -/ + + +

LF + + + -/ + -/d -/ + + + +
LCM + + + -/ + - -/ + + L+
LDCBL |+ - + -/ + _ - T n T

LB -+ b + + L i L T+ L+ n

Tabla 1. Adaptado de Orfao et al. “B-CLL”.Humana Press, 2004

TECNICAS GENETICAS Y MOLECULARES

Extraccion de acidos nucleicos

El estudio molecular fue fundamental para los capitulos segundo vy
tercero de este trabajo de tesis doctoral. Se utilizaron muestras de ADN
correspondientes al momento del diagndstico procedentes de los tejidos en
estudio, que habian sido preservadas en el Hospital Clinico Universitario de
Salamanca, tras el consentimiento informado de los pacientes, que habian
aprobado su utilizacién con fines clinicos y cientificos. La obtencién de ADN se
llevé a cabo a partir de las muestras de sangre medular, y de tejido tumoral
(adenopatia o masa tumoral). Para extraer el ADN se utilizO DNAzol®
(Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA) de acuerdo con las

indicaciones del fabricante. En algunos casos en los que no se disponia de
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ADN congelado del momento del diagnéstico se extrajo ADN a partir de las
biopsias parafinadas o de células fijadas y conservadas en los laboratorios de

Anatomia Patoldgica y Citogenética respectivamente.

Amplificacion de genes IGHV

Para la amplificacion de la secuencia VDJH completa, correspondiente
al gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas, se siguié el protocolo
BIOMED-2.""®

En este protocolo, se utilizan tres conjuntos diferentes de cebadores
especificos de las diferentes familias de segmentos VH y un cebador consenso
para la region JH. La amplificacion se realiza por tanto en tres diferentes
reacciones de PCR multiplex que cubren las tres regiones marco (FR1, FR2 y
FR3) .

Todas las reacciones se llevaron a cabo en 50 ml de volumen total que
contendrian 0,1 mg de muestra de ADN “problema”, y 10 pmol de cada

cebador.

Analisis de clonalidad. Gene Scan

Llamado también analisis de “fragmentos fluorescentes”. El analisis de
los fragmentos clonales con este sistema, se basa en el marcaje con
fluorocromos de uno de los cebadores con los que se realiza la PCR. Después
de la amplificacion, los productos amplificados se separan en un sistema de
electroforesis en capilares de polimeros.

El procedimiento consiste en la adicion de 1 microlitro del producto de
PCR problema a 0.5 microlitros de un producto que tiene un peso molecular
constante, (GeneScan 400-ROX, Applied Biosystems, Foster City, CA) y 9
microlitos de formamida desionizada, que permiten la separacion por
desnaturalizacién del ADN en cadenas simples.

Los productos se detectan automaticamente por su fluorescencia,
gracias a un sistema laser integrado en un secuenciador automatico de ADN
(ABIPrism 3100, Applied Biosystems).

Para la interpretacién de los resultados, se consideran fragmentos
monoclonales si se obtienen uno o 2 picos de producto amplificado siempre y

cuando la longitud del fragmento estimada (en pares de bases) esté en
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consonancia con el producto amplificable en la técnica. Si se detectan de 3 a 5

picos puede considerarse como un resultado oligoclonal y mas de 5 picos de

longitudes diferentes como un resultado policlonal. Para considerar un

resultado como un patrén monoclonal verdadero, la altura de un pico debe ser

de al menos el doble de la distribucion normal de los picos policlonales,

correspondientes a las células reactivas acompanantes del infiltrado.

Ampilificacion de fragmentos marcados mediante GeneScan

v

Muestra: 1 mcrl de producto de PCR en cada pocillo de la placa
de GeneScan.

Master mix: Se elabora con 10 mcrl por muestra de formamida
desionizada (Hi-Di)+ 0.3 mcrl por muestra del marcador de peso
molecular. Se utilizaran 10 mcrl de la mezcla a cada pocillo.
Desnaturalizacion del producto de PCR: 2 min a >95°C .

Enfriar a 41°C durante una hora.

Condiciones de la electroforesis capilar

v
v
v

Polimero: como por ejemplo, el polimero 3100 POP4.

Buffer: como ejemplo, el 1_3100, con EDTA.

Electroforesis: 45 minutos (en funcion del tamano de los
fragmentos).

Intensidad optima de sefia fluorescente: Hasta 10.000 unidades

de fluorescencia.
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Figura 8. Imagen generada por electroforesis capital donde se representa un patron policlonal

polyclonal

monoclonal

(imagen superior) y monoclonal (inferior). Adaptado de JJM van Dongen et al. PCR-based

clonality studies in lymphoproliferation. Leukemia 2003 (17), 2257-2317

Secuenciacion convencional (Sanger) de los fragmentos clonales VDJH

Una vez confirmada la clonalidad de los productos de PCR, éstos se
secuenciaron en el secuenciador automatizado de ADN ABI 377 utilizando
terminadores Big-Dye (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Una vez obtenidos los productos de PCR de la reaccién de
amplificacion, se procedera a purificar el producto de PCR, iniciar la reaccién
de secuenciacion y su amplificaciéon para la secuenciacién y finalmente se

procedera a la secuenciacion.

Purificacion de productos de PCR
v 10 microlitros de producto de PCR
v 1.5 microlitros de reactivo EXO-SAP

v’ Se corre el programa EXOSAP en el termociclador

Reaccion de secuenciacion
v Agua. 2,5 microlitros

v Buffer 1,25 microlitros
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v BigDye 0,75 microlitros

v Primer 1 microlitro.

Se seleccionara el sentido de la secuenciacion. Inicialmente
secuenciaremos el fragmento desde JH hasta VH.

Para ello, utilizaremos primers consenso (JH-NO FAM) que permitiran
conocer el segmento VH concreto del reordenamiento. Si queremos
realizar la secuenciacion desde el segmento VH hasta JH, utilizaremos
el primer concreto de la VH que hayamos obtenido en la secuenciacion
desde el segmento JH.

La combinacion de ambas secuencias nos permitira conocer la region
hipervariable CDR3.

v' Ahadiremos 2 microlitros del producto de PCR purificado obtenido en el
paso anterior.

v Correremos el programa BigDye kit fast en el termociclador

Secuenciacion en placa

Furificacion con acetato, etanol

v 1 microlitro de buffer con acetato de sodio + 1 microlitro de EDTA (125)
en cada pocillo

v Se lleva la placa a la centrifuga y se activa el programa 3 de 1000 rpm.

v Afladimos en cada pocillo 25 microlitros de etanol al 100%.

v’ Se coloca tapa de goma y se da un vortex.

v’ Centrifugamos en el programa 2 durante 30 minutos.

v/ Sobre un papel, se vuelca la placa, y se le da un spin boca abajo en la
centrifuga a 1000 rpm.

v/ Se saca la placa y echamos en cada pocillo 40 microlitros de etanol al
80% y se centrifuga nuevamente en el programa 1 (5 minutos).

v/ Sobre un papel, se vuelca la placa, y se le da un spin boca abajo en la
centrifuga a 1000 rpm.

v/ Sacamos y afiadimos en cada pocillo 15-20 microlitros de formamida y

damos un spin boca arriba y sin tapar.
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v/ Se mete en el secuenciador y se inicia el programa de secuenciacion

Secuenciacion de exoma completo

Se seleccionaron 5 pacientes diagnosticados de Macroglobulinemia de
Waldestrom (MW), de los cuales se disponia de ADN de muestras tumorales
seleccionadas a lo largo de la historia de la enfermedad (incluyendo el
momento del diagndstico y transformaciéon a LDCBG y ADN gendmico para
realizar los estudios comparativos). (Ver tabla 2). Se afadié una muestra de
una recaida agresiva de un paciente. Para poder realizar este trabajo se

contacto con la empresa de secuenciacion DreamGenics, Oviedo.

Cuantificacion y controles de calidad de ADN

Una vez extraido el ADN, se realizaron los controles de calidad de ADN,
previo al enriquecimiento y generacion de librerias. Se realizaron controles de
calidad cualitativos y cuantitativos. Ambos fueron realizados en la empresa
Macrogen que llevd acabo el procedimiento de enriquecimiento y
secuenciacion:

- Medicion de la cantidad de ADN mediante fluorometria que
cuantifica ADN de doble cadena, y evita sobreestimar la
cantidad real.

- Evaluacion de la calidad de ADN mediante electroforesis en gel.
Los “smears” del ADN se interpretan como presencia de
impurezas o0 contaminantes; la presencia de un patron “en
escalera”’ debajo de la banda de interés, sugeriria la presencia

de ADN de pequeno tamafio, o fragmentado. (Figura 9).

Enriquecimiento y generacion de librerias

Se realizo utilizando el kit Agilent SureSelect XT2 V5. Para una correcta
ligacién de las sondas (que en este kit son de ARNCc, y de unos 120 nucledtidos
o 120-mer) y cobertura de 51 Mb, se necesita 1 microgramo de ADN que
cumpla las caracteristicas previamente descritas. Por este motivo, 3 de las
muestras seleccionadas inicialmente, fueron desechadas por no cumplir estos

estandares (Ver tabla 2 y figura 9).
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MUESTRA PACIENTE MOMENTO Iﬁ%ﬁ% CALIDAD PROFUNDIDAD

ID EVOLUTIVO (CVIF) DE ADN DE LECTURA

11 P1 Diagnostico 12 OK 200x

1-2 - Transformacion 40 OK 150x
No tumoral

1-3 - (Germinal) 6] OK 100x

21 P2 Diagnéstico 224 oK 200x

2-2 - Transformacion 513 OK 150x
No tumoral

2-3 - (Germinal) 0 OK 100x

2-4 - Recaida 70 OK 150x

31 (7) P3 Diagnostico 16 NO BANDA

3-2 - Transformacion 16 (8 +8) OK 200x

No tumoral NO
33 (9) - (Germinal 0 CALIDAD
41 P4 Diagnostico 78 OK 200x
4-2 (11) - Transformacion 94 (52 +4,.2) | NOBANDA

No tumoral

) - (Germinal) 0 OK

51 P5 Diagnéstico 11 OK 200x

5-2 - Transformacion | 54,6 (43,6+11) OK 150x
No tumoral

5-3 - (Germinal) 0 oK 100x

Tabla 2. Se muestran en gris las muestras excluidas del analisis por no cumplir los criterios de calidad
requeridos. P= Paciente. CMF= Citometria de flujo.

Figura 9. Se muestran la ausencia de banda de ADN en las muestras 7, 9 y 11, que si se habian
detectado mediante otros métodos de cuantifiacion de ADN y que tras este analisis de calidad fueron
excluidos del analisis.

El protocolo de generacion de librerias consiste en varios pasos:
v" Fragmentacién del ADN, que en este caso se realizd mediante
sonicacion.
v" Enriquecimiento:
o Reparacion de extremos de los fragmentos
o Poliadenilacién de los extremos 3’ de los fragmentos obtenidos

19 utilizando SureSelect

o Ligacién de adaptadores (“paired ends”)
Ligation Master Mix (ver figura 10).

o Amplificacion de los fragmentos reparados, y tras la adicién de los
adaptadores, mediante PCR con un numero de ciclos que permita

aumentar la muestra sin introducir errores.
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/

Figura 10. Imagen adptada a partir de las ilustraciones de www.illumina.com. Se representan los
adaptadores (en rojo y amarillo). En la primera figura, se muestra la ligacion de un fragmento de ADN a
dos adaptadores diferentes y no complementarios en cada extremo. El adaptador rojo se liga con su
homologo (rojo también) en la segunda figura. Se inicia la sintesis a partir de este adaptador hasta
finalizar en el adpatador amarillo. Posteriormente, recuperan su posicion inicial (representada en vertical)
y vuelve a comenzar el ciclo. Esto sucede a la vez para miles de fragmentos de ADN, con lo que se
consigue una gran amplificacion.

v' Hibridacién de sondas biotiniladas de ARNc con la libreria de ADN
generado.

v' Seleccién de las regiones hibridadas utilizando bolas de estreptavidina.

v" Amplificacion de las regiones capturadas mediante PCR. Utilizaremos el
menor numero de ciclos posible/necesario para evitar introducir errores.

Finalmente, se preparara la muestra antes de iniciar la la secuenciacion.

Secuenciacion

Se realizé la secuenciacion (“paired-end”) de los fragmentos generados
utilizando la plataforma HiSeq 2000 de Illumina (secuencacion mediante
sintesis). Se seleccioné una profundidad de lecturas (numero de lecturas para
cada base) en funcién de la infiltracion de la muestra. Las muestras de ADN
germinal se consiguieron secuenciar con una profundidad media de 100x, las
de ADN tumoral con una profundidad de 150x o 200x segun la infiltracion

tumoral fuera superior al 40% o inferior.

Analisis bioinformatico
Para el andlisis bioinformatico (DreamGenics, Oviedo) se utilizaron
algoritmos y pipelines no comerciales para llamar a las variantes, analizarlas y

compararlas. De forma general, los datos generados por el secuenciador,
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fueron convertidos a un archivo FastQ, a través del software “lllumina
Consensus Assessment of Sequence and Variation, version 1.8”. Fueron
pareados y comparados con la secuencia del genoma humano de referencia
(Genome Reference Consortium human build 37, human genome 19) con el
programa BWA."®® Las variantes (detectadas al comparar cada lectura con la
secuencia de referencia) se nombraron utilizando el Atlas-SNP y el Atlas-indel.
121 Aquellas con indices de calidad subdptimos segun los criterios incorporados
en la pipeline se desecharon.

Se admitieron aquellas variantes no presentes en la muestra germinal
(somaticas) o con una frecuencia inferior al 0.5% en la muestra germinal, con
una frecuencia alélica poblacional inferior al 5% en comparacion a lo registrado
en la base Human Gene Mutation Database'®, con mas de 3 lecturas,
presentes en la base de variantes tumorales COSMIC (Catalogue of Somatic

Mutations in Cancer)'?®

o bien no presentes en COSMIC pero cuya traduccion
generaria alteraciones en la secuencia proteica: cambios de aminoacidos (no
sinébnimas), generacién o pérdida de un codon STOP, alteracion del splicing,
cambio en la pauta de lectura, o afectacion de la primera metionina iniciadora
de la secuencia. Ademas, se excluyeron algunas mutaciones, segun su
distancia respecto a las sondas de Agilent V5.

Dado que disponiamos de al menos dos muestras en 3 de los pacientes, el
analisis bioinformatico se realizé comparandolas por parejas (dos a dos): ADN
germinal (tomado como referencia) frente a la muestra al diagnéstico, y la
misma comparaciéon tomando como referencia la muestra al diagnéstico;
muestra al diagnoéstico frente a la transformacién tomando una y otra como
referencia y lo mismo para la muestra a la transformacién y la muestra de ADN

germinal.

Interpretacion de las variantes

Dado que conociamos la infiltracién de la muestra tumoral en todos los
momentos evolutivos, estimamos el porcentaje de células correspondientes al
clon tumoral. Utilizamos genes conocidos presentes en la enfermedad desde
su diagnéstico como controles internos para normalizar la frecuencia de las
variantes. Para responder a la hipotesis planteadas nos centramos en las

mutaciones clonales principales en el momento de la transformacién que ya
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estaban presentes al diagndstico, asi como a las propias de la transformacién.
Se estudié cada paciente por separado, y posteriormente se describieron las

mutaciones comunes mas frecuentes para cada momento evolutivo.

Hibridacian in situ fluorescente (HISF 6 FISH)

El estudio de hibridacion in situ fluorescente para detectar los
reordenamientos de los genes IGH, MYC, BCL2 y BCL6, fue fundamental para
el capitulo tercero de este trabajo de tesis doctoral decidimos analizar la
frecuencia de estos eventos genéticos en el grupo de pacientes con LDCBG vy
afectacion de médula 6sea de cualquier histologia.

Los estudios de FISH se llevaron a cabo en el grupo de pacientes con
LDCBG y con médula ésea infiltrada. Se utilizaron células fijadas Carnoy
conservadas en el diagnéstico. Las muestras correspondian a ganglios
linfaticos en la mayoria de los pacientes , aunque en los casos concordantes
sin muestra ganglionar disponible en los que la MO estaba infiltrada por
LDCBG, se usaron muestras de MO. Se estudiaron las traslocaciones de MYC
y BCL6, la traslocacion (14;18)(q21;932) y la regiéon 17p13.1 mediante el uso
de las sondas break apart "LSI MYC” y “LSI BCL6”, la sonda de fusién “ LSI
IGH/BCL2” y la sonda “LSI TP53 " de Abbott Molecular (Des Plaines, IL)

siguiendo las recomendaciones del fabricante

Materiales

v Fijador Carnoy: para fijar las células.

v' Pepsina, soluciones alcohdlicas y detergentes: para realizar el proceso
de permeabilizacion de la membrana celular y nuclear, para lograr el
paso de las sondas marcadas al nucleo celular.

v' Sondas comerciales para cada region estudiada:
o LSI MYC Dual Color Break Apart Rearrangement (8q24)
o LSI BCL6 Dual Color Break Apart Rearrangement (3q27)
o Vysis IGH/BCL2 Dual Color Dual Fusion Translocation Probe
t(14;18)(932;921)
o LSI TP53 Probe - 17p13.1 (TP53 gene)
v' Solucion de contratincién: 70 uyl de DAPI (4,6diamidino-2
phenylindole) en 70 mL de 2X SSC.
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v" Vectashield® (Vector).
v Buffer de hibridaciéon (Abbot Molecular/Vysis).

Procedimiento

Permeabilizacion

1.
2.

Se extiende una gota de células fijadas en un porta. Se deja secar.

Se inicia el proceso de digestion/ permeabilizacion de la membrana
celular y nuclear utilizando HCl y pepsina.

Se lava y permeabiliza la muestra utilizando una solucion de
paraformaldehido 2% en 1X PBS

Montaje de las sondas

1.

2.

3.

Anadir 7 pyL de buffer de hibridacién; 2 yL de agua destilada; 1 uL de la
sonda que se va a utilizar.

Anadir 2 uL de la mezcla de cada sonda a cada portaobjetos, cubrir con
un cubreobjetos redondo de 10 mm de didmetro y sellar con pegamento.
Colocar los portaobjetos ya sellados |y secos, con el cubreobjetos hacia
arriba, en el termociclador Hybrite\ con agua destilada. Activar el

programa 1 (6 mina 75 °Cy 20 h a 37 °C).

Lavados post-hibridacion

1.

Eliminar el pegamento de sellado vy, si es posible, el cubreobjetos sin

forzar las células.

2. Realizar un lavado con 0,4X SSC (100 mL + 300 pL de Tween 20) 2 min.

3.

Contratincion: introducir los portaobjetos en un recipiente con la solucion

de contratinciéon durante 2 min.

4. AAadir a cada portaobjetos una gota de Vectashield® y colocar un

cubreobjetos (habitualmente de 24 x 50 mm). Se sellan los laterales con
esmalte para evitar que se introduzca el aceite de inmersiéon al analizar

los portaobjetos.

Anélisis

Para analizar la HISF se utilizd un microscopio epifluorescente con

rueda de filtros (DAPI, FITC, TRITC). Se contaron un total de 200 nucleos. El
nivel de corte para la identificacion de traslocaciones de /GH (sondas de “fusion
/ break-apart”) fue el 10%
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METODOS ESTADISTICOS

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con los programas estadisticos SPSS
v20.0 (IBM Corp., Armonk, NY) y el software R, disponible online.

Para evaluar las asociaciones estadisticas entre las variables categoéricas se
utilizé el test Chi-cuadrado con la correccidén de Yates y la prueba exacta de
Fisher cuando estaban indicadas.

La comparacién de medias entre dos grupos, independientes en los trabajos
presentados en esta tesis doctoral, se efectud con la prueba de la t de Student
para datos independientes y el test no paramétrico de la U de Mann-Whitney
en el caso de no cumplirse las condiciones de normalidad.

Los estudios de supervivencia global se efectuaron utilizando las curvas de
Kaplan-Maier. La comparacion entre la supervivencia de grupos
independientes se realizé6 mediante el test de Log-Rank o de Breslow cuando
fue oportuno. Los estudios de incidencia acumulada se realizaron considerando
riesgos competitivos, y la comparacion de incidencia entre grupos
independientes se realizé mediante el test de Gray, indicado para estudios de

incidencia acumulada. '?*
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RESULTADOS. CAPITULO 1

CAPITULO 1
ASPECTOS CLiNICOS DE LA TRANSFORMACION DEL LINFOMA FOLICULAR.

RESULTADOS

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES Y TRATAMIENTO

De los 1734 pacientes evaluables, 800 (46%) eran hombres y 934 (54%)
mujeres, con una edad media al diagnéstico de 59 afos (rango de 14 a 100).
La distribucion histolégica era la siguiente: FL grado 1, 634 casos (37%); grado
2, 609 (35%); grado 3a, 270 (15%), grado 1-2, 221 (13%). Las caracteristicas
principales iniciales de los pacientes se muestran en la tabla 2. Con una
mediana de seguimiento de 6,6 anos, 368 pacientes murieron, con una
supervencia global (SG) a los 10 afios del 72% (IC del 95%: 69-75), como se

muestra en esta curva de supervivencia:
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Las estrategias terapéuticas y tratamientos (combinaciones detalladas)
administrados figuran en la tabla 3. En 139 pacientes (8%) se establecid
estrategia de observacion, mientras que 1.595 recibieron algun tratamiento al
diagnostico. En resumen, 1238 pacientes (71%) fueron tratados con rituximab,
solo (n = 84, 5%) o en combinacion (n = 931, 54%); se emplearon regimenes
basados en antraciclinas en 270 (16%) de los pacientes y analogos de la
purina en 270 (15%).

La respuesta fue evaluable en 1571 pacientes (98.5%) de los casos

tratados. Alcanzaron respuesta completa (RC) o incierta (RCi) 1192 (76%)
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pacientes, mientras que 281 (19%) tuvieron respuesta parcial (RP), y 98 (5%)

no mostraron respuesta, progresaron o experimentaron muerte temprana.

Variable

n (%]

Edad, afios (mediana)

59 (14-100)

Sexo femenino

934 (54%)

Grado histologico

1 634 (36.6%)])
2 6089 [35.1%)]
3a 270 (15.6%)])
ND 221 [12.7%)
FLIPI

0-1 (Riesgo bajo]

2 (Riesgo intermedio)
3-5 (Riesgo alto]

ND

546 (31.5%)
504 (29.1%)
482 (27.8%)
202 (11.6%)

Ann Arbor

| 211 (12.2%)
I 201 [11.6%])
I} 313 (18.0%)]
vV 980 [56.5%)]
ND 29 (1.7%)

Primera linea de tratamiento
Observacion

139 (8.0%)

Rituximab 1238 (71.4%)
Antraciclinas 931 (53.7%)
Fludarabina 270 [15.6%)])
Respuesta [n= 1595 tratados)

RC / RCi 1192 (74.7%)
RP 281 [17.6%)
NR, Exitus 98 [6.1%)
NE 24 [1.5%)]

Tabla 3. Caracteristicas basales de los pacientes incluidos en el estudio de incidencia. ND: No disponible,

RC: Respuesta completa, RCi: Respuesta completa incierta, RP: Respuesta parcial, NR: No respuesta,

NE: No evaluable

Tabla 4. Regimenes de tratamiento empleados en primera linea; R: Rituximab, C: Ciclofosfamida, H:

Adriamicina, O: Vincristina, P: Prednisona, V: VP16 (etopdsido), RT: Radioterapia, ND: No disponible

Variable N= 1734
n (%)

Combinaciones en primera linea (LF)
RCHOP 742 (42.8%)
RCVP/RCOP 172 (9.9%)
CHOP 88 (5.1%)
CVP/COP 38 (2.2%)
Bendamustina 24 (1,4%)
Basados en fludarabina 270 (15.5%)
Radioterapia en monoterapia 78 (4.5 %)
Rituximab en monoterapia +/- RT 85 (5.4%)
Ciclofosfamida + Prednisona 47 (2.7%)
Otros/ND 51 (2.9%)
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INCIDENCIA ACUMULADA DE TRANSFORMACION HISTOLOGICA (IATH)
106 pacientes finalmente desarrollaron TH demostrada por biopsia. 7

pacientes adicionales con sospecha de tarsnformacién se excluyeron del
analisis debido a la falta de documentacién histolégica. La gran mayoria de los
casos (n = 102) correspondié a LDCBG, tres de ellos tenian histologia de
linfoma inclasificable con caracteristicas intermedias entre linfoma de Burkitt y
LDCBG, BCLU, y uno tenia un linfoma de histologia compuesta.

El tiempo desde el diagndstico hasta la TH fue de 2,5 afios (rango, 0,3-
12,5). La IATH a los 5, 10 y 15 afios fue del 5%, 8% y 12%, respectivamente
(figura 9).
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Figura 11. Incidencia acumulada de transformacion de la serie de pacientes (n=1734). CIHT (IATH)

Cumulative incidence of histologic transformation (Incidencia acumulada de transformacion histoldgica)

La unica de las variables clinicas al diagnéstico asociada con la
incidencia de transformacion fue el FLIPI (IATH a los 10 anos del 7%, 9% y

14% para FLIPI de alto riesgo bajo, intermedio y, respectivamente; p <0,001)

(tabla 4, flgura 10) . Nivel de significacion
Variable
(p)
FLIPI alto riesgo <0.001
Respuesta al tratamiento de 12 linea <0.001
No respuesta>RP>RC
Tratamiento vs WW 01
Grado histoldgico 0.5
B2 microglobulina 0.1
Sexo (V) 0.8

Tabla 5. Analisis univariante de las variables que influyen en la incidencia acumulada de transformacién

histologica.
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CIHT (%)

Months

Figura 12. Los pacientes con FLIPI de riesgo elevado (linea punteada) tuvieron mayor IATH que los de
riesgo intermedio (linea continua) y que los de riesgo bajo (linea discontinua); CIHT (IATH) Cumulative

incidence of histologic transformation (Incidencia acumulada de transformacién histolégica)

La estrategia inicial (tratamiento vs observacién) no se relacioné con una
mayor IATH a los 10 afios (15% en observados frente a 9% para los pacientes

tratados, p = ns, figura 11).

CIHT(%)

Months

Figura 13. La estrategia inicial de tratar (linea punteada) vs abstencién (linea continua) no se asocié a un
incremento significativo del riesgo de transformacion; CIHT (IATH) Cumulative incidence of histologic

transformation (Incidencia acumulada de transformacion histologica)

No destacd ninguna modalidad especifica de tratamiento, incluyendo el
uso de rituximab (7,2% vs. 9,2%, p = 0,2) con una IATH significativamente

superior. Los pacientes que alcanzaron la remision completa después del
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tratamiento de induccidon si mostraron una menor IATH a los 10 afios frente a
los que alcanzaban respuesta parcial o aquellos refractarios (6%, 11% y 30%,

respectivamente; p <0,001) (tabla 4, figura 12).
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Figura 14. Los pacientes refractarios tuvieron una incidencia de transformacion claramente superior a
aquellos que respondieron parcial o completamente (incluyendo RCi) a la primera linea de tratamiento del
LF. CIHT (IATH) Cumulative incidence of histologic transformation (Incidencia acumulada de

transformacion histolégica)

Se realizd un analisis multivariado para evaluar las variables mas
importantes de asociacion independiente con el riesgo de transformacion,
incluyendo el FLIPI, y la respuesta al tratamiento como variable dependiente
del tiempo, excluyendo las no significativas en el andlisis univariado. En el
modelo final con 1483 casos, tanto FLIPI de alto riesgo (HR 2.6; IC 95%: 1,5-
4,5) como la refractariedad a la primera linea de tramaniento (HR 2,9% IC 95%:

1.3-6.8) mostraron su valor independiente para predecir TH (tabla 5).

Variable _ Nivel de Hazard Ratio |  IC(95%)
significacion (p)
FLIPI <0.001 2.6 1.54.5
Alto riesgo vs bajo riesgo
RESPUESTA A 1¢ LINEA
No respuesta > Respuesta,/No tto | 0.013 2.9 1.36.8

Tabla 6. Analisis multivariante de las variables que influyen en la incidencia acumulada de transformacion

histologica.
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CARACTERISTICAS CLINICO-BIOLOGICAS EN LA TRANSFORMACION.
RESPUESTA AL TRATAMIENTO
El cuadro clinico de los casos transformados incluyd un crecimiento

ganglionar en 81 pacientes (76,4%), aparicion de sintomas B en 49 (46,2%),
afeactacion de sitios extraganglionares en 55 (51,9%), y aumento de la LDH en
suero en 66 (62,3%) (Figura 14). Ademas 78 pacientes (90%) tenian un estadio
de Ann Arbor de Il o IV 50 casos (53%) tuvieron un R-IPI de alto riesgo.
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Figura 15. Caracteristicas clinicas de los pacientes con TH

La mediana del numero de lineas recibidas antes de la transformacién
fue de 2 (rango 0-7), y un 62% de ellos habian recibido rituximab en su etapa
previa de LF. El tratamiento de rescate del LFt se detalla en la tabla 6. En
general, el 83% de los pacientes (n = 88) recibié régimenes basados en el
rituximab, siendo R-CHOP y R-ESHAP los mas utilizados (34% y 32 %
respectivamente). 34 pacientes alcanzaron RC (33%), 14 RP (13,6%), mientras
que 54 (51%) experimentaron fracaso al tratamiento de rescate, incluyendo
cinco muertes tempranas. 29 pacientes de los que alacanzaron globalmente
respuesta clinica, fueron sometidos a intensificacion: 22 recibieron trasplante

autdlogo (TASPE), mientras que siete fueron sometidos a trasplante alogénico.
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TRATAMIENTO N=106
RCHOP 36 (34%)
RESHAP 32 (33%)
RGEMOX 13 (11%)
RICE 5 (6%)
EPOCH 1[1%)
BURKIMAB 1[1%)
OTROS 8 (32%)
RT PALIATIVA 3 (4%)
ND,/NE 8 (7%)

Tabla 7. Lineas de tratamiento de rescate recibidas en el momento de la transformacion
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LA SUPERVIVENCIA DESDE LA TH (SDT): PAPEL DEL TRASPLANTE AUTOLOGO
DE PROGENITORES.

Con una mediana de seguimiento desde la TH de 36 (1-129) meses, 70
de 106 pacientes fallecieron, con un SDT a 5 afios del 26% (IC del 95%: 20-
31,2). Los pacientes con R-IPI de buen o muy buen prondstico, tuvieron una
SDT a los 5 afios mejor que los de R-IPI de alto riesgo (39% vs. 12%,
respectivamente; p <0,001). Aquellos pacientes que sufrieron TH sin haber
recibido tratamiento previo para su FL presentaron una tendencia hacia una
mejor SDT que los tratados en la fase de LF (44% vs. 24%, p=ns), aunque no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas debido al bajo
nuamero de casos en el ultimo grupo (n = 9). Ninguna otra variable clinica
evaluable en el momento de la transformacién predijo mejor o peor SDT (tabla
7).

VARIABLE P

R-PI
“very good/good” >"poor” <0.001

RESPUESTA AL TRATAMIENTO

RC>RP>No respuesta <0.001
AUTOTRASPLANTE
Si>No 0.007

Tabla 8. Analisis univariante de la SDT en los 106 pacientes con TH. RC: Respuesta completa; RP:

Respuesta parcial.

Respecto al tratamiento del LFt, aquellos pacientes que desarrollaron
transformacién sin haber recibido tratamiento previo y que fueron tratados con
R-CHOP después de la transformacién tuvieron una mejor SDT 5 afios que los
que habian sido tratados previamente con R-CHOP vy lo recibieron “por
segunda vez” (55% vs. 33%, p = 0,04). Por otra parte, los pacientes que
alcanzaron RC con la primera linea de tratamiento en la transformacién
tuvieron mejor SDT a los 5 afos que los que no lo hicieron (47% frente a 5%,
respectivamente;. (P <0,001) Por ultimo, los pacientes que recibieron TASPE
de consolidacion mostraron mejor SDT a 5 afos que los que no se
consolidaron (75% vs. 25%, p = 0,007).
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Sin embargo, estos dos grupos no son comparables. Aquellos pacientes
que se sometieron a TASPE eran mas jévenes cuando se transformaron (58,2
afios frente a 77,6 anos, p = 0,001), presentaron mejor mejor tasa de
respuestas al tratamiento de rescate para el LFt (88% vs. 29%, p <0,001),
tuvieron mejor puntuacién (buen o muy prondstico) en la escala del R-IPI (70%
vs. 38%, p = 0,01) (Tabla 8). Para controlar este sesgo, comparamos la SDT
condicionada a la consolidacion con TASPE en aquellos pacientes que
alcanzaron respuesta objetiva con la primera linea tras de tratamiento (de LFt).
Y en este grupo, no encontramos diferencias en los 5 afios SFT en aquellos
que recibieron o no consolidacién con TASPE (59,3% vs. 45,6%, p = 0.4, figura
15).
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Figura 17. TASPE condicionado a respuesta a terapia de rescate en pacientes con LFt. Aquellos que
alcanzaron respuesta clinica objetivable (RC+ RP) y se consolidaron con TASPE (linea negra continua),
tuvieron una SDT a los 5 afios de 45.6% y en los que alcanzando respuesta no recibieron TASPE de
consolidacion de 59.3%, p=0.4. Los pacientes refractarios recatados con QT + TASPE (linea gris
continua) QT, (linea gris discontinua), tuvieron un prondsticomuy desfavorable. SFT (SDT): Survival from

transformation (Supervivencia después de la transformacién)

En el analisis multivariante, el R-IPI de alto riesgo(HR 3,1, IC del 95%:
1.6 a 5.7), la refractariedad a la terapia de rescate (HR 1,6, IC del 95%: 1,2-2),
se asociaron de forma independiente con peor SDT a 5 afios, mientras que la
consolidacion con TASPE tuvo un papel protector independiente en términos
de SDT a 5 afios(HR 0,2, 95% IC: 0,1-0,7). (Tabla 8)

VARIABLE Nivel de significacion (p) Hazard Ratio IC(95%)
R-PI
“Poor” vs “Good or Very Good” <0001 31 1657
RESPUESTA
No respuesta<RP<RC <0.001 1.6 1.2-2-03
TASPE 0.007 02 0107

Tabla 9. Andlisis multivariante de la SDT en los 106 pacientes con TH. RC: Respuesta completa; RP:

Respuesta parcial.
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LINFOMA TRANSFORMADO “de novo”, CARACTERISTICAS Y SUPERVIVENCIA
DESDE LA TH (SDT). COMPARACION CON LA SERIE DE LFT “convencionales”.

Las variables clinicas en la transformacién (FLIPI, edad, sexo, Ann-Arbor
y B2 microglobulina) no fueron significativamente diferentes entre los LFt de
novo y los registrados en la serie global de 1734 pacientes con LF. La SDT a
los 5 anos fue significativamente superior en los pacientes con LFt de novo
(75% vs. 25%, p <0,0001; Figura 16). Las variables que influyeron en la SDT
de este grupo de pacientes fueron la respuesta completa (RC) frente a no-RC
con la terapia de primera linea (90% vs. 41%, p <0,001), y el FLIPI con
puntuacion de bajo riesgo (100% vs. 58%, p = 0,018). En el analisis
multivariado, sélo la RC a la terapia de primera linea (HR 6,5, IC 95%: 2,0 a
20,7) tuvo una influencia independiente sobre la SDT.

Un total de 19 pacientes con LFt de novo, no alcanzaron RC con la
terapia de primera linea; recibieron terapia de rescate seguida de TASPE
(como tratamiento de consolidacion) en 4 casos. La SDT a 5 afios del grupo
que recibié TASPE fue superior (67% vs. 42%, p = 0,07). Sin embargo, estos
grupos no eran comparables ya que los pacientes con TASPE eran
significativamente mas jévenes (mediana de 54 afos frente 71 anos, p =
0,031).
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Figura 18.SDT de los pacientes con linfoma folicular transformado al diagndstico (verde) n=68, y la SDT
de los 106 pacientes con TH documentada (azul) en el seguimiento de la serie de 1734 pacientes

evaluables. (p<0.001)
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IMPACTO DE LA TRANSFORMACION HISTOLOGICA EN LA SUPERVIVENCIA DE
LOS PACIENTE CON LINFOMA FOLICULAR

Se evalud el impacto de la TH com variables tiempo dependientes e
independientes, obteniéndose el mismo resultado (HR 14.4 , p < 0,0001)

Otras variables predictoras de una menor SG, en toda la serie global de
1734 pacientes, fueron la edad avanzada , el sexo masculino , la elevacién de
la B2 microglobulina al diagndstico y FLIPI alto riesgo ( < 0,0001 en todos los
casos). El analisis multivariante se llevd a cabo incluyendo las variables
mencionadas, ademas de la respuesta al primer tratamiento ( CR vs. no CR )y
la TH como variables dependientes del tiempo. La TH( HR 2,89 , p < 0,0001 )
fue junto con la edad ( HR 1,06 , p < 0,0001 ), el sexo masculino (HR 1,91, p
<0,0001), la B2M elevada ( HR 1,37; p = 0,022 ) , el FLIPI de alto riesgo ( HR
1,9, p < 0,0001 ), y la no-RC ( HR 3,17 , p < 0,0001 ) las variables con

influencia prondstica independiente sobre la SG.

LA SUPERVIVENCIA GLOBAL ASOCIADA A LA TRANSFORMACION EN
PACIENTES CON LF DE ALTO RIESGO

De la misma manera realizamos una comparacion en nuestra serie
inicial, seleccionando pacientes con alto riesgo de transformacion.

Elegimos todos los pacientes que reuniendo las caracteristicas de mal
pronéstico que se asociaron a mayor riesgo de transformacion en el analisis
multivariante (FLIPI de alto riesgo y ausencia de respuesta al tratamiento en
primera linea), presentaran (n=40) o no (n=271) transformacién histoldgica.

Observamos que siendo ambos grupos de muy mal prondstico, la

transformacién histologica definié al grupo de mayor riesgo (p=0.001).

Figura 19.SG de los pacientes con linfoma

folicular de alto riesgo que no
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en su seguimiento. (p<0.001).

0.29

0.0

T T T T
60 80 100 120

Meses

o
n
o
s
o



RESULTADOS. CAPITULO 1

DISCUSION

Este trabajo analiza la incidencia de TH en Espafa, gracias a la
colaboracion de 18 centros integrantes del grupo GELTAMO. La calidad de las
observaciones resefiadas se basa en tres aspectos:
1) La utilizaciéon de un criterio estricto para definir la TH, asi como la seleccién
de casos de LF que no incluyan los LF grado 3b como incluyen algunos
estudios previos y excluyendo los linfomas transformados de novo,
considerandolos un grupo diferente para los analisis de SDT.
2) La mayor parte de los pacientes fueron tratados con rituximab solo o en
combinacion (> 70%).
3) Todos los casos estan recogidos de forma consecutiva en los diferentes
hospitales integrantes del estudio entre 2002 y 2012. A pesar de no ser un
estudio controlado, refleja con fidelidad la practica clinica diaria, ya que no
excluyeron pacientes por la estrategia terapéutica o la eligibilidad a formar

parte de ensayos clinicos.

La incidencia acumulada de transformacion histoldgica fue del 5%, 8% y
12% a los 5, 10 y 15 afos, respectivamente; esta tasa es menor que las
reportadas previamente®*“®'?® Estas diferencias podrian explicarse por los
diferentes criterios considerados para el reclutamiento de pacientes en los
estudios previos, asi como para la definicion de la transformacion. Ademas,
para el analisis estadistico de la incidencia de transformaciéon hemos
considerado la muerte de los pacientes como riesgo competitivo ya que el LF
es una enfermedad de larga evolucion y es preciso controlar el fallecimiento de
los pacientes por otras causas, que serian censurados en un analisis
convencional. El tipo de analisis, aunque no ofrece grandes variaciones, podria
explicar en pequena cantidad las diferencias observadas con respecto a otros
estudios.’®

En la serie mas numerosa disponible hasta la fecha que ha analizado la
incidencia de transformacion, se observan 147/2652 (5,5%) casos de
transformacién documentada, aunque el estudio se realiza de forma conjunta
considerando las TH y las sospechas clinicas de transformacién. Esta serie
tiene una mediana de seguimiento 6,8 anos, por lo cual el resultado es

consistente con nuestros resultados'®®. Aunque se ha sugerido que los
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pacientes con sospecha clinica de transformacion son clinicamente
comparables con aquellos con confirmacion histologica®’, no hay evidencia
suficiente para considerarlos por igual.

La incidencia de la transformacién fue mayor en los pacientes con LF de
alto riesgo, en consonancia con las series anteriores*’ incluyendo pacientes
tratados con rituximab.""* En nuestro estudio, un alto porcentaje de los
pacientes alcanzaron RC o RCi después de la primera linea de tratamiento
(74,7%). Queremos sefalar la gran importancia que tiene la respuesta a la
terapia de primera linea, ya que los pacientes que solo alcanzan RP, y en
especial los pacientes con enfermedad refractaria se asociaron con el mayor
riesgo de TH en nuestra serie.

Dado que los LFt son en su mayoria LDCBG histolégicamente, se

considerd incluir el R-IP1'%6

en lugar del FLIPI como indice prondstico para
clasificar el riesgo clinico de los pacientes que alcanzaron TH. En general, la
SDT a 5 afios en el grupo de pacientes con TH fue baja, influenciada
principalmente por el riesgo clinico establecido segun el R-IPI y la respuesta a
la terapia de rescate.

En particular, el R-CHOP present6 asociacion con una mejor SDT en
los pacientes que no lo recibieron como tratamiento de primera linea para el
LF, validando resultados aportados en un trabajo*’ reciente.

El papel del TASPE en el LFt es incierto tras la aparicion del rituximab.
Principalmente por falta de estudios prospectivos aleatorizados, por lo que el
nivel de evidencia disponible es bajo. Las recomendaciones recientes sugieren
un papel importante del TASPE en pacientes que ya hayan sido tratados
previamente para el linfoma folicular.'®® En nuestra serie, el TASPE se asocio
con mejor SDT en la cohorte global de pacientes, algo ya descrito para la TH*,
e incluyendo pacientes tratados con rituximab.*"%22>12" Sin embargo, los
criterios para recibir consolidacion con TASPE hacen que la eleccion a la hora
de recibirlo o no, esté sesgada. Los pacientes trasplantados son mas jévenes
y tienen mejores condiciones clinicas en el momento de la TH que los que no
se trasplantan. Nuestros resultados muestran que la respuesta a la terapia de
rescate es la variable que mayor grado de asocaiacion tuvo con la SDT, por
encima del TASPE y ademas, la respuesta condiciona la decision de consolidar

con TASPE. Si bien el TASPE se utiliza con seguridad, una respuesta completa
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al tratamiento para el LFt sin consolidacion posterior con TASPE, permitié
alcanzar una supervivencia no inferior a los que alcanzaron RC y recibieron
TASPE en nuestra serie. Debemos tener en cuenta ademas, que los no
trasplantados tiene de por si un peor pronéstico (edad, R-IPI). Por lo tanto, en
ausencia de un estudio prospectivo en el que se comparen grupos
homogéneos para el resto de variables parece dificil establecer
recomendaciones claras. Como este estudio es poco probable que llegue a
realizarse, la colaboraciéon entre grupos internacionales de trabajo podria
ayudar a reclutar un numero significativo de pacientes para poder realizar,
aunque de forma retrospectiva, todas las comparaciones necesarias limitadas
en nuestra serie por el tamafio muestral.

En cuanto a los pacientes con LFt de novo, hemos podido observar
parecen tener mejor pronostico (SDT) que los pacientes que desarrollan TH
después de un periodo mas o menos prolongado y sometidos a tratamientos
para un LF. Aunque las diferencias se observaron en términos de SDT, ambos
grupos se caracterizan por una influencia decisiva de la respuesta al
tratamiento de rescate/primera linea que se administra en el momento de la
transformaciéon. Curiosamente, aunque el FLIPI no es un indice estandar para
evaluar el pronéstico de un linfoma agresivo, si estratificd con precision estos
casos de LFt de novo, aunque no permitié estratificar correctamente los LFt
“‘convencionales” . En nuestra serie, el TASPE se asocié con un beneficio (en
términos de SDT/SG) en aquellos pacientes con LFt de novo que no repondian

al tratamiento de primera linea.
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CAPITULO 2
ESTUDIO FENOTIPICO Y GENETICO DE LOS PACIENTES CON LINFOMA
DIFUSO DE CELULAS B GRANDES Y AFECTACION DE LA MO

RESULTADOS

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

Se incluyeron 232 pacientes con diagnéstico de LDCBG diagnosticados
secuencialmente en nuestro hospital desde el 1 de enero de 1999 al 31 de
diciembre de 2014. Las caracteristicas clinicas de los pacientes se detallan a
continuaciéon. Se han agrupado las caracteristicas por grupos, teniendo en
cuenta las caracteristicas del infiltrado de MO, la CO y la combinacién de
ambas variables.

Se observan diferencias significativas en relacién a la agresividad clinica
del linfoma. Los pacientes con infiltracion concordante, presentan un IPI de
mas alto riesgo, mayor elevacion de LDH, mayor numero de sitios extranodales
afectados. Sin embargo, las caracteristicas de edad y estado general basal de
los pacientes, es comparable en los tres grupos. Existen diferencias en cuanto
al sexo, motivadas por mayor numero de mujeres en el grupo de MO
discordante. La variable sexo, no se ha relacionado de forma clasica ni en

nuestra serie con variaciones en el pronostico de los enfermos.

Variable I\r:lt? 9] bt CG No-CG
. discordante concordante P (CO) (CO)
infiltrada
Pacientes n= 152 n= 36 n=37 - n=59 n=102
Sexo(V) 82(51%) 12(33%)  20(54%) 004 | 4%7%] [5532%] 0.3
Edad>B0 106 (B6%) 27 (75%) 20 (56%) 0.2 [85;3/0] [3%%0] 05
Ann Arbor 38 64
s | O1(68%) 36(100% 37(100%) <0.001| ga (g3 OF
P2 50 (397 9 9 20 40
(39%) 13(43%)  23(85%) <0001 | gzon  4my O3
LDH . . . 18 45
clovada) 50(39%] 13(43%)  20(74%) <0001 | 3. (4q7, 004
Extranodal 15 33
S 27(20%) 15(47%)  20(69%) <0.001| ogyy  (34v 02
ECOG22 41 (32%) 8 (26%) 14(52%) 009 [3%[3@] [320§/D] 0.3
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. NO NO D D C C

Variable o5 NocG CG No-CG CG No-CG P

Pacientes n= 32 n=64 n=11 n=18 n="11 n=20

Sexo[V) 15(47%) 38(59%) 5(45%) 5(28%) 6(55%) 9 (45%) 0.03

Edad>60 18 (56%) 41 (64%) 10(91%) 13(72%) 8(73%) 9 (45%) 0.1

Ann SYBOF 16 (50%) 35 (55%) 11 (100%) [153%] [183%] 20 (100%) <0.001
IPP2  10(31%) 21(33%) 2(18%) 10 (56%) [155%] 14 (70%) <0.001

[el';‘[,’:ja] 8(25%) 25(39%) 2(18%) B8(44%) 7(63%) 12(60%) 0.003

E"‘“";‘flmda' 5(16%) 11(17%) 4(37%) 11(61%) 6(55%) 12(60%) <0.001

ECOG22 10(31%) 16(25%) 2(18%) 4(22%) 6(55%) 8(40%) 008

Tabla 10. Se muestra la comparacion de las variables clinicas y de la enfermedad al diagnéstico entre los

diferentes grupos estudiados (atendiendo al tipo de infiltraciéon de la MO y la CO)

ESTUDIOS DE MEDULA OSEA. ANALISIS DE LOS CASOS DISCORDANTES

Histologia y estudio de inmunofenotipo de la MO

De la serie de 232 pacientes diagnosticados de LDCBG, se demostro
infiltracion de MO documentada histolégicamente en 58 pacientes. De ellos, 22
pacientes tuvieron infiltrados de bajo grado, de acuerdo con las caracteristicas
patolégicas descritas (Ver material y métodos). Otros 36 pacientes tuvieron
infiltrados de alto grado en las biopsias BM. Se compararon las caracteristicas
histolégicas de las biopsias con los datos revelados en el analisis de citometria
de flujo de los aspirados, realizados en el mismo procedimiento de extaccion
de la biopsia.

En 34 de los 36 pacientes con infiltracion por linfoma de alto grado en
las biopsias, se otuvo muestra del aspirado de sangre medular que fue
analizada mediante CMF. De entre los 22 pacientes con histologia de bajo
grado en las biopsias, se realizé analisis inmunofenotipico en todos. Hubo una
alta correlacién entre los datos histolégicos y el analisis por CMF. Si bien es
cierto, la CMF ayudé6 a detectar infiltrados mas tumorales que no habian sido

bien identificados en las biopsias BM u ofrecian unas caracteristicas
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inespecificas. En 15 pacientes, con infiltrados linfoides inespecificos, el analisis
fenotipico reveld6 clonalidad en los linfocitos infiltrantes. En otros, sin embargo,
se confirmé un patrén policlonal considerado reactivo o inespecifico.

Ademas, el analisis mediante CMF permitd determinar fenotipos
especificos que eran sugerentes de una amplia variedad de linfomas indolentes
(Tabla 2).

Por otro lado, en 4 casos con infiltracién discordante asi como en 9
pacientes con infiltracié por linfoma de alto grado, la infiltracién del tumor no
pudo ser confirmada por FCM, probablemente debido a limitaciones técnicas
(aspirado seco, n=1) asi como al tipo de infiltracion (infiltracion localizada en
algunas celdillas de la biopsia n=4, infiltracion intersticial n=3). En ninguno de
los casos se describié un infiltrado difuso.

Para el analisis clinico, en aquellos casos con discrepancias entre la
descripcion patolégica e inmunofenotipica, los datos histolégicos determinaron

la clasificacion final de los pacientes.

CMF
LC LF Lzv LP LDCBG “OMPOst g
Histologia D 4 4 2 - 1 1 5 4
C : : S o1 : -
| 3 4 2 1 1 1 3

Tabla 11. Analisis inmunofenotipo de la MO y su correlacion con la histologia de la BO. LLC: Leucemia
linfoide cronica; LF: Linfoma folicular; LZM:Linfoma de la zona marginal; LLP: Linfoma linfoplasmocitico;

LDCBG:Linfoma difuso de células B grandes; I: Inespecifico; D: Discordante; C: Concordante

Analisis de clonalidad

Tuvimos 15 muestras pareadas (muestra de ganglios linfatico y de
médula 6sea) al diagndstico en el grupo de pacientes con fenotipo discordante
(histolégicamente y/o fenotipicamente documentado). En 12 de ellos, el pico
clonal, identificado por electroforesis capilar en ambas muestras tumorales, fue
el mismo; se observaron dos picos diferentes en 1 paciente, y un patrén

policlonal en otros 2 pacientes.

119



RESULTADOS. CAPITULO 2

Hemos secuenciado los genes VDJH en estos pacientes. El gen mas
utilizado fue VH4.34 (n = 4), seguido de VH3.48 (n = 2), y hubo 6 pacientes que
reordenaron otros genes: VH1.30, VH1.80, VH3.23, VH3.70, VH3.72 y VH4.13
(respectivamente). Todos los VH4.34 casos tenian un fenotipo centro no

germinal.

ESTUDIOS BIOLOGICOS DEL LDCBG

Célula de origen del LDCBG y su correlacion con el tipo infiltracion de MO

No se observd ninguna relacion entre la célula de origen y el tipo de
infiltracion en la MO (64% de los casos concordantes eran no-CG y el 62% de
los casos discordantes eran centro no-CG; p = 1). Hubo mas pacientes con
fenotipo no-CG en ambos grupos, pero la proporcién observada en cualquiera
de estos grupos no fue estadisticamente diferente al 63% de LDCBG no-CG
sin infiltraciéon de la MO (p = 0,98).

Hibridacion in situ fluorescente

Se realizd el analisis FISH en 22 pacientes, de los cuales 15 tenian
infiltracion concordante de MO y 7 tenian infiltracion discordante. Doce eran no-
GC y 10 eran GCB.

Las translocaciones de BCL2 se observaron con mayor frecuencia en
los pacientes con fenotipo CG (80% en CG vs 25% en no-CG, p= 0,001). En
este grupo encontramos los casos con doble translocacion MYC/BCL2 (n=2) y
triples translocaicon MYC/BCL2/BCL6 (n=1),no presentes en los linfomas de
fenotipo no-CG.

De los casos con infiltracion discordante en los que se encontré la
traslocacién IGH/BCL2 (n=4), en 3 de ellos la CMF habia descrito un fenotipo
compatible con LF, mientras en el cuarto el fenotipo fue inespecifico. Por
contra, en los 3 casos en los que la MO fue discordante y no se detecto la
traslocacién el fenotipo fue, segun la CMF, compatible con: LLC, linfoma
composite y fenotipo inespecifico.

Observamos 4 casos con delecion de TP53. Tres eran no-CG y 1 era
CG. De hecho, este paciente fue el unico paciente con MO discordante y CO
CG que progresé de aquellos en los que pudimos realizar estudios de FISH;

este paciente asocié la BCL2/CMYC vy la delecién de TP53, que sin duda
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influyeron en se evolucion desfavorable. En el grupo con infiltracion
concordante y CG, 13/15 pacientes a quienes se realizé FISH mostraron

aberraciones en uno o mas de los genes estudiados.

Positivo Paositivo Positivo N CG Conc
Positivo N N N CG Conc
18921 gan N N N CG Conc
Paositivo N N N CG Conc
Paositivo N 3926 gan N CG Conc
Positivo Positivo N N CG Conc
18921 gan N N N NO- Conc
Paositivo Paositivo Positivo Dele NO- Conc
N N N N NG- Conc
Positivo Positivo Positivo Dele NG- Conc
N Paositivo N NG- Conc
18921 gan N NA N NC- Conc
N N N N NC- Conc

N N N N NG- Conc
18921 gan Paositivo N NO- Conc
Paositivo 8924 gan N N CG Disc
Paositivo N Paositivo N CG Disc
N 8924 gan 3926 gan N CG Disc
Paositivo Paositivo 3926 gan Dele CG Disc
N N N N NO- Disc
Paositivo N N N NC- Disc
18921 gan 8924 gan 3926 gan Dele NO- Disc

CG

Tabla 12. Alteraciones genéticas (FISH) en las muestras de LDCBG en los distintos grupos de pacientes.
GL: ganglio linfatico; MO: médula 6sea; N: Normal; Gan: Ganancias; Dele: Deleccion; Conc: Concordante;
Disc: Discordante
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ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

Estos analisis se realizaron solo entre los 189 pacientes tratados con
rituximab + quimioterapia con intencion curativa. La mediana de seguimiento
fue de 58 meses (0-152).

Analisis de supervivencia segun el tipo de infiltracion en MO

Supervivencia libre de progresion (SLP)

La SLP a los 5 afios fue del 67,8% para el grupo sin infiltracion de MO,
64,8% para el grupo con infiltracion discordante (p = 0,2) y 30,4% para el grupo
concordante (p <0,001)

En el grupo discordante 7 de los 28 pacientes incluidos en el analisis de
supervivencia, presentarion recaida después de una remision completa con
terapia de primera linea: 5 pacientes recayeron con hitologia de linfoma de alto
grado y 2 pacientes con linfoma de bajo grado. En el analisis multivariado la
infiltracion concordante tuvo factor pronéstico independiente sobre SLP, y este
impacto mantuvo su independencia, tanto teniendo en cuenta a la puntuacion
del IPI (como una variable cuantitativa y continua) como al introducir las
variables contenidas en el IPl por separado. La razén de riesgo (HR) de la
infiltracion concordante en MO fue de 2,5; IC del 95%: 1,2 a 5; p = 0,01.

0.8
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Figura 19. SLP de los pacientes sin infiltracion de MO (linea negra continua), con infiltracion discordante

(linea de puntos) e infiltracidon concordante (linea discontinua).
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SLP SG
HR IC (95%) p HR IC(95%) p
25 125 0.01 18 0734 02
15 073 0.2 15 07-32 03
06 0312 0.1 06 0312 01
12 0915 0.07 14 1118 0004

Tabla 14. Se muestrael analisis multivariante para SLP y SG. La MO concordante y el IPI muestran el
mayor impacto pronéstico independiente para SLP. Sélo la infiltracion concordante de la MO tiene impacto

pronéstico independiente para SG

Supervivencia global

Los pacientes con MO concordante tuvieron una SG disminuido (52,8%
a los 5 afos) en comparacion con el grupo sin infiltracion (72,5% a los 5 anos),
p = 0,08. Para los pacientes con MO discordante, la SG a los 5 afos fue del
71,3%, no significativamente diferente de la de los pacientes sin infiltracién de
MO (p = 0,6).

En el analisis multivariante, la Unica variable con impacto independiente
fue el IPI.

0.8
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Figura 20. SG de los pacientes sin infiltracién de MO (linea negra continua), con infiltracién discordante

(linea de puntos) e infiltracidon concordante (linea discontinua).
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Analisis de supervivencia de acuerdo con la células de origen

Dividimos los pacientes en 6 grupos de acuerdo con la CO y el tipo de
infiltracion de MO: concordantes y no CG (n = 16), concordantes y GC (n = 6),
discordantes y no CG (n = 14), discordantes y CG (n = 9) vy, finalmente,
aquellos sin infiltracion de MO, CG (n = 32) y no-CG (n = 64).

Supervivencia libre de progresion

Hemos observado que tanto los pacientes concordantes no-CG como
CG tenian peor SLP (33,3% y 25% a los 5 anos, respectivamente) en
comparacién con el grupo sin infiltracion tipo CG (78%), al grupo sin infiltracién
tipo no-CG (70% ) y también en comparacién con el grupo con infiltracion
discordante CG; p <0.05 para todas las comparaciones (Ver Tabla 5A). Para el
analisis multivariante, consideramos los dos grupos sin infiltracién como un solo
grupo contra el que se compararon las otras 4 variables. Los grupos de
infiltracion concordante CG y no-CG mantuvieron su impacto prondstico
independiente para la SLP al enfrentarse con el IPl. La HR para los
concordantes CG fue de 2,9; IC del 95%: 1 a 8,7 (p = 0,04) y para los pacientes
con MO concordante tipo no-CGF fue de 3; IC del 95%: 1,4 a 6,4 (p = 0,003).

I
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Figura 21 SLP de los pacientes sin infiltracion de MO y CO tipo CG (linea continua negra), sin infiltracion,
no-CG (discontinua negra), con MO discordante y CO tipo CG (gris discontinua), discordante no-CG
(continua gris), concordante no-CG (linea negra de rayas y puntos) y discordante CG (linea negra de

puntos)
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Variables SLP 5 aios p
Infiltracion MO +CO

C+ CGvs NO + CG 25% vs 78.5% 0.001
C + CG vs NO + No-CG 25% vs 73% 0.001
C + No-CG vs NO + CG 31.3% vs 78.5% 0.001
C + No-CG vs NO + No-CG 31.3% vs 73% 0.002
D + CGvs NO + CG 76.2% vs 78.5% 0.8
D + CG vs NO + No-CG 76.2% vs 73% 0.7
D + No-CG vs NO + CG 49.1%vs 78.5% 0.007
D + No-CG vs NO + No-CG 49 1% vs 73% 0.05
Variables SLP

HR IC (95%) P
Infiltracion MO +CO
C + CGvs No 29 1-8.7 0.04
C+ No-CG vs No 3 1464 0.003
D+ CG vs No 0.7 0.1-3 0.6
D+ No-CG vs No 19 09842 0.08
IPI score 1.2 0915 0.1

Tabla 14. Se muestrael analisis multivariante para SLP en funcién de la CO vy el tipo de infiltracién.

Supervivencia global

Tanto los pacientes con MO concordante y CO tipo CG como los
pacientes concordantes no-CG tuvieron una SG disminuida en el analisis
univariante (55,6% y 44,4% a los 5 afios, respectivamente) en comparacion
con los pacientes sin infiltracién de la MO, tanto no-CG como CG (75% y 80%
respectivamente). Aunque su impacto no mostré6 factor prondstico
independente al compararse con el IPI (puntuacién total o considerando sus
variables por separado) en el analisis multivariado.

Sorprendentemente, a pesar de que no habiamos encontrado
diferencias de supervivencia para el grupo de pacientes con MO discordante,
los pacientes que se tenian la combinaciéon de MO discordante CO tipo no-CG
tuvieron SLP y la SG a los 5 afios significativamente disminuidas (52,4 y
63,5%) en comparacion con los pacientes sin infiiltracion de la MO (p <0.05
para todas las comparaciones). Esta categoria se mantuvo cerca de la
significacibn en el analisis multivariante para tener wuna infiluencia
independiente en SLP; HR 1,9; IC del 95%: 0,9 a 4,2 (p = 0,08). En el analisis

multivariante para SG, tampoco mostré independencia del IPI.
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0.6
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Figura 22. SG de los pacientes sin infiltracion de MO y CO tipo CG (linea continua negra), sin infiltracion,
no-CG (discontinua negra), con MO discordante y CO tipo CG (gris discontinua), discordante no-CG
(continua gris), concordante no-CG (linea negra de rayas y puntos) y discordante CG (linea negra de

puntos)

38.1% vs 80.9% 0.02
38.1% vs 74.9% 0.07
52.3% vs 80.9% 0.02
52.3 vs 74.9% 0.04
76.2% vs 80.9% 0.7
76.2% vs 74.9% 08
59.5% vs 80.9% 0.01

59.5 %vs 74.9%

Tabla 15. Se muestrael andlisis multivariante para SG en funcién de la CO y el tipo de infiltracion de MO.
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DISCUSION
Los estudios previos en relacién al tipo de infiltracion de MO y su

prondstico, son concluyentes en cuanto a la infiltracion concordante, pero no lo

son en el grupo de infiltracién discorante como se observa en esta tabla:

Mult-variante

Nivs D Nivs C sip
Autores Ndmero total /C/D SLP pvalor SLP pvalor o R
SG SG
(HR; CI95%)
Hodges 59/6/14* - N
0, 0 [s]
(1994) * small cleaved cells 44917/?%\; s ns 4195{% /\D/ s <0.05
Robert 0/24*/19 Concordante vs Discordante
fgg;] *large cell lymphoma <12% vs 30% (5a) - No
( cells 12% vs 79% (5a) 0.002
Kremer 21/0/721
= *large - No
(2003) cell infiltrates
. 50% vs 50%vs 18% CVSD
CZT::Pb 172/13/34 22% (3a) (aprox] (3a) 207 (094.9) No
(2006) "= <o0% celulas 60% vs 60% vs 25% ShEE
granaes 30% [3a) (aprox] (3a)
489,/29/26*
Chung™ . <2forge non CVSNI \
Ccleavea cells per nigh- 0, 0/ . [s]
(2007) power B eys ns 42;%5/'0/%56] 0001 187125281
field,
795/67,/58* 73% vs 73% vs CVS NI
Sehn™ * marrow involvement 57% (3a) 0.019 37%(3a) 0.001 50 14.08 S
(2011) with DLBCL 78%vs 0.2 78% vs 49% 0.001
69% (3a) (3a) 17,1.1-25
. 80% vs 80% vs 0%
Chigrin 133/18*/9 100%(5a) (5a) <0.001 si
ova 1
(2011) * large CD20+ cells 80% vs 80% vs 0% <0.001
100%(5a) (5a)
CVSNI
69.1% .
57.12%\3/S «0.00 69.1% vs 1.88:1.3-30
Shim™ (3a) p 29.6% (3a) <0.001 1.76;1.1-27
2013 632,/48,/32 Si
( ) 73.5%vs 03 73.5%vs 03 DVSNI
0, il 0,
6[%21/” 88.5%(3a] 121;,07-24
1.35,0.7-2.8
CVSNI
52,22-12.2;
152/15/11* 80% vs 60% vs 20 0.001
40% (2 % vs 20% . .
Barc *<5 large, non- 6 (2a) <0.00 ?2 ) ° <0.001 3.9,16-94;
2%"1 5 cleaved cells per high- 80% vs 1 0002 Si
( ) power B5%(2a) 007 80% vs 35% <0.001 DVS NI
) ’ (aprox] (2a)
field. 35;1.3t09.3;
0.012
35;,1.3t09.5;

Tabla 16. Comparacion de los estudios realizados hasta la fecha que analizan el valor de la histlogia de la

MO en los pacientes con LDCBG. SLP: Supervivencia libre de progresion; SG:Supervivencia global;

D:Discordante; C: Concordante; NI: No infiltracion de médula ésea.
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En este estudio hemos observado que la infiltracion de la médula ésea
por linfoma de alto grado en pacientes con LDCBG, implica un prondstico
desfavorable. Esta influencia, en nuestra serie, fue independiente del R-IPl y de
la CO del LDCBG en cuanto a la SLP. Aunque la SG también se vio disminuida
en este grupo de pacientes en el andlisis univariado, esta influencia no tuvo un
impacto independiente en el analisis multivariante. Probablemente, esto es
debido a la eficacia de las terapias de rescate empleadas, incluidos el
trasplante autélogo y alogénico de progenitores hematopoyéticos.

En cuanto al grupo de pacientes con MO discordante, hemos
documentado caracteristicas bioldgicas que podrian explicar las diferencias
pronésticas descritas en las diferentes series. En primer lugar, hemos
observado que aunque la CO no esta relacionada con el tipo de infiltracion,
cuando se combina con el tipo de infiltracion de la MO, se pueden
subestratificar grupos de riesgo. Los pacientes que tienen MO discordante y un
LDCBG de tipo no-CG ven disminuida significativamente la SLP, y como ocurre
con la infiltraciébn concordante, es independiente del IPl. Sin embargo, los
pacientes con MO discordante y LDCBG de fenotipo CG tienen resultados
similares a los que no tienen infiltracién de la MO. Estas diferencias clinicas,
junto con la ya descrita tendencia a una mayor infiltracién del SNC en el caso
de los casos concordantes, deberian ayudar a perfilar la intensiadad del

tratamiento.3®

En segundo Ilugar, hemos observado, confirmando estudios
anteriores® que la CMF es de ayuda tanto para definir el tipo de linfoma de
bajo grado observado en la MO, como para mejorar la sensibilidad de las
técnicas histolégicas para detectar la infiltracién de la MO. Algunos grupos han
sugerido que la biopsia 6sea es una técnica diagnéstica que carece de la
sensibilidad necesaria para detectar la infiltracion de la MO'? sobre todo hoy
en dia, cuando la biopsia bicrestal no se realiza con frecuencia, como sucede
en nuestra serie. Ademas, las investigaciones recientes sugieren que la CMF
del aspirado podria ser mas Util que el la biopsia para detectar infiltracion'?. En
nuestra serie, confirmamos el beneficio de la CMF para la descripcion y analisis
de clonalidad de patrones histolégicos inespecificos de infiltracidén, en los que

el patélogo no puede confirmar caracteristicas malignas con seguridad, asi
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como para la caracterizacion de los casos discordantes. Los estudios futuros
que incluyan mas casos permitiran demostrar de forma prospectiva el
verdadero beneficio de la adicion de la CMF a las técnicas histolégicas de
forma rutinaria.

En tercer lugar, los estudios de clonalidad que han analizado la relacion
entre el linfoma de bajo grado y el de alto grado en pacientes con MO
discordante demostraron una alta tasa de identidad clonal, algo superior a la
descrita en otros estudios. * Estos casos podrian corresponder a casos de
transformacién. Sin embargo, el analisis genémico de este grupo de pacientes
permitira conocer si los mecanismos de evolucién clonal en este grupo de
pacientes son los mismos que los observados en las transformaciones
documentadas en el tiempo de linfomas indolentes.

Por ultimo, los estudios de FISH han permitido comprender algunos de
los mecanismos que podrian estar implicados en la infiltracion de alto grado de
la MO.

Hemos documentado una Illamativa presencia de translocaciones
(14;18), que afectan al gen BCL2 en el grupo de pacientes con infiltracion de
MO, en el grupo con CO de fenotipo CG (80%), p = 0,001 (vs el 8% observado
en el grupo no-CG). Esta traslocacion aparece en el 18-20% de los
LDCBG'® ' y hasta en el 18-35% si consideramos solo el grupo de LDCBG
con fenotipo CG, grupo en el que es caracteristica’™’' en cualquier caso, inferior
a la registrada en este grupo con infiltracion de MO."*?'* Ademas de esta
observacion, hemos comprobado que de los 4 pacientes con infiltrado
discordante en MO con traslocacién 14;18, 3 tenian, por CMF, fenotipo de
linfoma folicular y un cuarto tenia fenotipo inespecifico. De los 3 pacientes con
MO discordante, sin traslocacion 14;18, el fenotipo fue compatible
respectivamente con: LLC, linfoma composite y linffoma de fenotipo
inespecifico/marginal. Es intrigante la presencia de esta traslocacion en
linfomas de caracter agresivo. Algunos, como se ha comentado, es probable
que estén relacionados (probables casos de transformacion) con un clon de
linfoma folicular en la MO, lo que justificaria este hallazgo. Sin embargo, en
aquellos con infiltracion por linfoma agresivo en ambas localizaciones
(entendiendo que estos datos deben ser interpretados con prudencia por

tratarse de un tamano muestral pequeno) la elevada frecuencia de la
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traslocacion debe ser, al menos, mencionada e interpretada para ser tenida en
cuenta en estudios prospectivos. La funcion que ejerce la traslocacién de BCL2
en ambas situaciones (MO de bajo y alto grado), cabria pensar que es la
misma, ya que habitualmente en los linfomas asumimos un papel anti-
apoptético de esta proteina. Pero no podemos olvidar que BCL2 ejerce otras
funciones. Actua sobre el ciclo celular, induciendo la quiescencia e incluso
senescencia celular, y asi se ha demostrado en algunos modelos
tumorales'*'%_ El aprendizaje de si la adquisicién de esta mutacién tiene lugar
en un etapa previa en la MO en todos los casos y si otorga al clon celular un
caracter antiapoptético o tal vez un estado de quiescencia y por ende
resistencia a los efectos antiproliferativos de la quimioterapia actual, podria ser
un punto de interés a abordar en estudios futuros.

La doble traslocacion BCL2/CMYC sélo se observo en el grupo de
pacientes con fenotipo CG, de acuerdo a lo descrito por otros grupos. Las
ganancias de CMYC fueron frecuentes, pero su interpretacion clinica sigue
siendo controvertida.”*®'® La pérdida de TP53"%°, de conocido prondstico
adverso, aparecié en 4 pacientes de los 22 pacientes con MO afectada a los
que se les hizo FISH en los que se observé un prondstico desfavorable. Tres
de ellos pertenecian a los grupos antes descritos de mal pronéstico clinico: 2
eran concordantes tipo no-CG y 1 discordante tipo no-CG. Sdélo uno fue la
excepcion, encontrandose en el grupo de pacientes con fenotipo CG vy
afectacion de MO discordante. Curiosamente, este paciente fue el Unico con
estas caracteristicas de CO y afectaciéon de MO en los que se hizo FISH que
progresd. Lo que nos permite comprender que la integracién de todas las
técnicas diagndsticas es imprescindible para conocer la evolucion biolégica y
clinica de nuestros pacientes.

Finalmente, aunque las exploraciones PET / CT han demostrado una
alta sensibilidad para detectar la infiltracion de MO™, |a sensibilidad de esta
técnica para infiltrados de bajo grado, metabdlicamente menos activos, no esta
tan clara™'. Los resultados expuestos hacen referencia a la importancia del
tipo de infiltrado, y a su interpretacion conjunta con el resto de caracteristicas
bioldgicas del LDCBG (CO, altearciones genéticas); segun nuestros resultados,
no debemos prescindir de estos datos. Al menos, hasta que sea posible tener

esta informacidén utilizando otras técnicas.
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CAPITULO 3
ESTUDIO GENETICO (EXOMA) DE LOS PACIENTES CON LINFOMA
LINFOPLASMOCITICO QUE EXPERIMENTAN TRANSFORMACION A
LINFOMA DE ALTO GRADO

RESULTADOS
IDENTIFICACION DEL PERFIL MUTACIONAL A LO LARGO DE LA EVOLUCION DE
LA MW HACIA LDCBG EN LOS DISTINTOS PACIENTES

Se expondran las caracteristicas clinicas que presentaba cada paciente
en los diferentes estadios evolutivos de la enfermedad, junto con las
alteraciones histolégicas y fenotipicas. Posteriormente, para cada paciente, se
nombraran las mutaciones halladas en los diferentes momentos evolutivos de
la enfermadad, refiriendo para cada muestra tumoral el porcentaje de
infiltracion determinado mediante citometria de flujo. Para cada paciente existe
una muestra de ADN no tumora, y muestra tumoral al diagnéstico y en la
transformacién (pacientes 1, 2 y 5). En el paciente 3 so6lo existe muestra
tumoral en la transformacion. Ademas, en el paciente 2 se refieren datos de

una recaida intermedia (entre el diagndstico y la transformacion).

Paciente 1. Caracteristicas clinicas y mutaciones somaticas en la evolucion

Caracteristicas clinicas al diagnéstico 2009

CMF AP Datos clinicos
AMO: 12% infiltracion MW. CD19+ BMO: Infiltracion MW. 62 anos
CD79B+ clgM++ CD27- CD38- CD45+ Grandes agregados, Anemia. poliadenopatias. CM=
CD22+ CD25d CD81+ CD45++ peritrabeculares. 05 gldl P patias, LVI=
Citogenética: No hecha 12 linea R-VD.

FISH: Delecién 6q (65%)
Resto de sondas estudiadas
(CMYC break apart): normal.

22 linea marzo 2011 FC
(adenopatias, CM, anemia).

Caracteristicas clinicas en la transformacion 2012

PAAF bazo: 40% LNH, gran tamafio Biopsia de pieza de 65 afios
CD200+ CD43- IGM+ CD31- LAIR1- esplenectomia: infiltracién por

CD81+ CD95- CXCR5- CD49D- LDCBG.

CD62L- CD39- CD27- DR+ 0.11%

AMO: 5% infitraciéon LDCBG.

AMO: Aspirado de médula 6ésea; BMO: Biopsia de médula 6sea,;R-VD: Rituximab, bortezomid,
dexametasona, FC: Fludarabina, ciclofosfamida.; LAN: Limite alto de la normalidad

Tabla 17. Caracteristicas del paciente 1.
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Frecuencia (%) Frecuencia (%)
Mutaciones somaticas Diagnéstico Transformacién
(12% infiltracion) | (40% infiltracién)
MYD88 c.794T>C 6% 61%
6%
6%
37%
34%
TP53 c.632C>T 26%
PRDM1 c.520G>C 26%
KIT c.1394C>T 21%
19%
MLLT3 (AF9) c.954_957delCACT (frameshit) 10%
KMT2C c.2263C>T (stop) 6%
KMT2C c.2189C>A 3%
KMT2C c.14707G>T 3%
KMT2D c.706G>T 3%
PIM1 c.72G>T 34%
PIM1 c.3G>A (primera metionina) 31%
PIM1 c.73C>G 19%
PIM1 c.544C>G 18%
PIM1 ¢.550C>T 14%
PIM1 c.385C>T 17%
PIM1 c.346T>G 16%
PIM1 c.110A>C 16%
PIM1 c.373C>T 16%
PIM1 c.109C>T 12%
PIM1 c.149G>A 12%
PIM1 c.241C>T 11%
PIM1 c.164G>A 9%
PIM1 c.437G>A 8%
PIM1 c.403G>T (stop) 6%

Tabla 18. Perfil mutacional del paciente 1.
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Paciente 2. Caracteristicas clinicas y mutaciones somaticas en la evolucion

Caracteristicas clinicas al diagnéstico 2010

CMF AP Datos clinicos
AMO: 22% BMO: Infiltracidon intersticial difusa, 82 afios. Anemia <10 g/dl. CM= 3 g/dI
infiltracion compatible con MW/linfoma de grado bajo. 12 linea con: CRD (6 ciclos) - MBRP
MW kappa. . L o
(inmunofijacion positiva)
Caracteristicas clinicas en la recaida 2013
AMO: 70% BMO: Infiltracién por LDCBG. 85 afos. Anemia + trombopenia
:\’/‘Iwrac'on 22 linea con FC (3 ciclos) > NR
32 linea: R-Bendamustina (5 ciclos) ->
MBRP.
42 linea (Abril 2015): R-VD
Caracteristicas clinicas en la transformacion 2015
PAAF Biopsia de adenopatia: Infiltracion por 87 afos. Adenomegalias inguinales. LDH
adenopatia: LDCBG.CD10 -, bcl6 +, MUM.1 +, bcl2 + 2xLAN. CM estable
0, 0, . 0, H 0,
i(;/" a LNH — (80%), C-MYC + (20%), ki67 >70%. 52 linea (1 LDCBG): Gemcitabina +
tarr?gﬁo FISH: CMYC break apart: Ganancias 60% Oxaliplatino + Dexametasona como uso
grande de las células. compasivo.

AMO: Aspirado de médula dsea; BMO: Biopsia de médula 6sea; CRD: Ciclofosfamida, rituximab;

dexametasona;

R-VD: Rituximab, bortezomid, dexametasona; FC: Fludarabina, ciclofosfamida;

CM:Componente monoclonal; MBRP: Muy buena respuesta parcial; LAN: Limite alto de la normalidad

Tabla 19. Caracteristicas del paciente 2.

Frecuencia (%) Frecuencia (%) Frecuencia (%)
Mutaciones somaticas Diagnoéstico (12% Recaida (70% Transformacion
infiltracion) infiltracion) (40% infiltracion)
MYD88 c.794T>C 19% 73% 48%
CD79B c.587A>G 14% 34% 17%
13% 41% 17%
KMT2D c.15120delC (frameshift) 11% 34% 22%
10% 32% 18%
16% 27% 20%
9% 15% 12%
50% 30%
35% 21%
26% 21%
14% 12%
11% 11%
TP53 ¢.586C>T (stop) 19%
25%
22%
17%
KMT2D c.9459delG (framsehift) 13%
17%
13%

Tabla 20. Perfil mutacional del paciente 2.
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Paciente 3. Caracteristicas clinicas y mutaciones somaticas en la evolucion

Caracteristicas clinica al diagnéstico 2003

CMF AP Datos clinicos
AMO: 16% BMO: MW. Afectacion nodulo intersticial. 81 afos
infiltracion Hi . idad
MW iperviscosida

CM= 4 g/dI.

12 linea: Plasmaféresis

Caracteristicas clinicas en la transformacion 2006

CMF AP Datos clinicos
AMO: 8% C_itologl'a de MQ: 8% de_blastos grandes con vacuolas 85 afos
!{l(;l;‘oplssmg% ::\jgléingbZSOfllo y amplio. Sintomas B.
linfocitos ' ' CM estable. LDH x5LAN
clonales de Citogenética de la biopsia de MO: 50,XY,+X,+3,+der(5p),- Anemia y trombopenia
‘rg;rir;ﬁo. 6,+13,+14 cpS Paliativa. Fallece en agosto de

FISH: 6g-, 14q normal. 2006.

AMO: Aspirado de médula 6sea; BMO: Biopsia de médula 6sea; CM:Componente monoclonal; LAN: Limite
alto de la normalidad

Tabla 21. Caracteristicas del paciente 3.

Frecuencia (%)
Mutaciones somaticas Transformacion
(8+8*% infiltracion)
MYD88 c.794T>C 16%
PIM1 c.550C>T 9%
PIM1 c.403G>T (stop) 9%
PIM1 c.248G>A 6%
PIM1 c.413C>T 5%
KMT2D c.9835C>T 8%
KMT2Cc.5053G> 7%
KMT2C c.1139G>T 7%
KMT2C c.1173C>A (stop) 6%
CD79B c.586T>C 6%
PRDM1 c.284G>C 6%
PRDM1 c291+1G>A (Canonical, splicing) 5%
10%
6%

Tabla 22. Perfil mutacional del paciente 3.

138



RESULTADOS. CAPITULO 3

Paciente 5. Caracteristicas clinicas y mutaciones somaticas en la evolucion

Caracteristicas clinicas al diagnéstico 2002

CMF

AP

Datos clinicos

AMO: 11% infiltracion por MW. BMO: Infiltrado linfoide intersticial
CD19+, CD22+, CD23 -/+, (linfocitos y algunas plasmaticas,
FMC+d, Lambda, CD5-, CD10-, ocasionalmente
CD25+, CD11c-, CD10- intranucleares).

con

inclusiones

72 afos
CM=1 g/dl

Observacion

Caracteristicas clinicas en la transformacion 2015

CMF

AP

Datos clinicos

AMO: 43% infiltracion por MW y BMO: LDCBG.
11% de células B tumorales con
fenotipo LDCBG. CD19+d,
CD20+, slg-, CD38/+d, CD10-,
CD45+, CD5-, TdT-, CD34-,
HLADR++.

FISH: CMYC break apart:Normal

85 afos

Sintomas B, anemia y trombopenia.

CM= 1.5, LDH 6XLAN
12 linea: R-miniCOP (4 ciclos)

Sepsis octubre 2015, exitus.

AMO: Aspirado de médula 6sea; BMO: Biopsia de médula 6sea; CM:Componente monoclonal; LAN: Limite
alto de la normalidad; R-miniCOP: Rituximab, dosis reducidas de ciclofosfamida, vincristina, prednisona.

Tabla 23. Caracteristicas del paciente 5.

Mutaciones somaticas

Frecuencia (%)

Diagnéstico (11%

infiltracion)

Frecuencia (%)

Transformacion (40% +

11% infiltracién)

MYD88 c.794T>C 9% 22%
CD79B c.586T>C 9% 22%
CXCR4 c.1006G>T (stop) 8% 22%
9% 22%
8% 22%
8% 22%
8% 22%
6% 22%
KMT2D ¢.3695C>T 5%

Tabla 24. Perfil mutacional del paciente 5.
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INTERPRETACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
PATRON DE EVOLUCION CLONAL

Paciente 1 Paciente 2 myDes
KMT2D
CD79b
MECOM/ ETVE
PPRC1
MYD88 BIRCG
wT
RECAIDA MyD8s
wyDes kmr2n TRANSFORMACION
KMT20 cD78h
co79h MECOM, ETVE EED
MYD88 MECOM/ ETVE PPRCY KMT2D
UNC93B1 - v co78b
wr
ETV6 wr T MECOM/ ETVG
PIM1 FAM1358 FAM13E8 PPRC1
RADS1C RAD51C BIRCE
P53 PPM1D PPM1D o
RRDM1 Hiod FAM1358
KIT TBLIXRT RAD51C
HDAC9 HOXA PPM1D
MLLT3 (AF9) KoTZD:
KMT2C s
KMT2D
-
Paciente 3 Paciente 5
MYD88
cD798
CXCR4
KLF2
CALML3
MYD88 UCMA
UBRS
CD798B MOS
KMT2C
KMT2D
G MYD88
PRDM1 CD798
TET2 CXCR4
KLF2
B2M/PATL2 CALML3

UCMA
UBRS
MOs
KMT2D
TDRD6
JARID2

Figura 25. Resumen del patrén de mutaciones de los 4 pacientes con transformacion de MW.

En los pacientes 1 y 5 observamos una adquisicion de una gran numero de
mutaciones en la transformacién. Si bien un pequefio niumero de mutaciones
presentes en el clon del diagndstico no se detectaron en la transformacién (en
gris claro), la gran mayoria de las mutaciones encontradas a nivel clonal al
diagndstico permanecieron en la transformacién manteniendo la frecuencia
relativa clonal respecto a las demas mutaciones. La evaluacion de los
subclones, dada la infiltracibn de la primera muestra (12%) no permite
aproximar los resultados con seguridad. Sin embargo, es posible intuir una
cierta ramifiicacion de los clones que unicamente comparten la mutacion mas
frecuente de esta enfermedad (en MYD88 p. L265P).

El pacientes 2 tuvo una recaida sintomatica antes de la transformacién, y
analizamos el perfil mutacional en este momento como se ha descrito.

Curiosamente en ambos momentos (transformacion y recaida), aparecieron
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mutaciones no presentes al diagnostico (representadas en rojo). En el
momento de la recaida (afio 2013) aparecieron mutaciones anadidas a las

representadas en rojo (en verde) que curiosamente no se constataron en la
transformacion. En la transformacion aparecieron otras anadidas
(representadas en azul). Esto sugiere la posible existencia de clones
intermedios donde aparecieran las mutaciones afiadidas (de forma lineal) a la
célula clonal del diagnéstico, y una evolucion ramificada o “branching” o

“pranched”'4?

posterior, en la que los clones se alternan como se expone en
este paciente.

Este es uno de los modelos de evolucidén clonal que aparecen en multiples
hemopatias y tumores en general. De hecho, se ha descrito en MM'**, donde
parece que es un patron evolutivo frecuente'**. También se ha observado en
leucemia linfoblastica aguda (LLA)™°, en LLC dode se han estudiado series
cortas de casos demostrando patrones heterogéneos de evolucion'™®,
llegandose a estudiar incluso los patrones de evolucion de mutaciones

subclonales en esta enfermedad’®.
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DISCUSION
MUTACIONES IMPLICADAS EN LOS DIFERENTES MOMENTOS EVOLUTIVOS

Las mutaciones encontradas pueden agruparse en relacion al momento
de su aparicion en la evolucion de la enfermedad y en relacion al mecanismo
oncogénico en el que estan involucradas. En relacion al momento de su
aparicion podemos clasificar las mutaciones como aquellas que aparecen
desde el principio de la enfermedad, o aquellas que se adquieren en la
evolucion, favoreciendo una alteracion o cambio en las caracteristicas

fenotipicas y semioldgicas de la enfermedad.

Mutaciones gue aparecen desde el momento del diagndéstico de la enfermedad

involucradas en linfomagénesis

Se observaron una media de 40 mutaciones en el momento del
diagndstico (que no aparecian en la linea germinal) implicadas en cancer, y
una media de 200 variantes no descritas previamente en cancer,no presentes
en la linea germinal. Se seleccionaron aquellas que, tomando como referencia
el porcentaje de infiltracion de la muestra, fueran compatibles con mutaciones
presentes en todo el clon tumoral.

MYD88

La mutacién de MYD88 que aparece en la mayoria de pacientes'’ '8
con MW es una mutacién no sinénima en la que un cambio de base ¢.794T>C
origina un cambio de aminoacido p.L265P que implica la activacion ténica de la
via NF-Kb que origina esta mutacion, favorece la supervivencia de las células
tumorales. En el articulo original donde se describié esta mutacién. En nuestro
caso, esta mutacion aparecié todos los casos.

En dos de los pacientes (Paciente 1, 2 y Paciente 3), observamos un
aumento de frecuencia alélica.

En el Paciente 3, del que se dispone de muestra en la transformacion,
se observé una frecuencia del 16% de la mutacion, siendo esta la infiltracion de
la muestra también, mientras que las otras mutaciones acompanantes
presentaron una frecuencia entre el 6 y 10% (Tabla 22). Se reviso el estudio de
citogenética de la muestra en la transformacién descartandose la presencia de
delecidon del cromosoma 3 que podrian justificar la aparicion de la mutacién en

hemicigosis. El Paciente 1 tenia en la muestra del diagnéstico una infiltracion
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de 12% y la mutaciéon de MYD88 aparecié en un 6% de las lecturas, siendo
compatible con una mutaciéon en heterocigosis, al igual que el resto de las
mutaciones acompanantes que tenian frecuencias similares o algo inferiores.
En la muestra de la transformacion, con un 40% de infiltracion, mientras que
las otras mutaciones acompafiantes mantuvieron su frecuencia con un un 20%
de lecturas mutadas, MYD88 presentd una frecuencia alélica del 61%. Si bien
en una muestra no separada no podemos estimar con precisién la cigosidad
de la mutacién, no deja de ser llamativo el aumento de la frecuencia de la
mutacion. No se dispuso de metafases valorables en las muestras tumorales
para valorar pérdidas del cromosoma 3. En el Paciente 2, la frecuencia de la
mutaciéon de MYD88 también duplicod en frecuencia al resto de las mutaciones
del paciente. No se dispuso tampoco de estudio citogenético complementario.
Se realizé PCR alelo especifica confirmando la presencia de la mutacion y su

frecuencia en cada momento evolutivo™®.

CD79B

En 3 de los 4 casos (Paciente 2, 3 y 5), encontramos mutaciones de
CD79b, y en los tres casos, se afectd la primera tirosina perteneciente al
dominio de activacion del receptor (immunoreceptor tyrosin-based activation
motif -ITAM-), donde éste se fosforila y activa. En dos de los casos se produjo
el cambio p.Y196H y en el tercer caso, el cambioY196C. Estas mutaciones
inhabilitarian uno de los sitios de activacion del receptor y la propagacion de las
sefales activadoras de BCR a la célula B. Este hecho, aparentemente
desventajoso para la célula tumoral, no lo es tanto si tenemos en cuenta
persiste un segundo dominio activo, que esta mutacion logra la sobreexpresion
de BCR y que ademas atenua la inhibicién ejercida por Lyn kinasa, un
regulador negativo de la via®. La frecuencia de mutaciones de CD79B +CD79A
en MW es baja, en torno al 10%."° Estas mutaciones se han descrito con
mayor frecuencia en LDCBG tipo ABC. Se definen como mutaciones driver de
la adquisicion del fenotipo de linfoma, aunque por si solas el potencial
oncogeénico es limitado y requieren la coadyuvancia de otras mutaciones para

favorecer el paso a linfoma agresivo.®*'>°

Mutaciones de los genes MLL
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Hubo alteraciones de alguno o varios de los genes de MLL a lo
largo de la evolucién hacia la transformacion en todos los pacientes que se
estudiaron en este momento evolutivo (n=4). Llama la atencion la presencia de
mutaciones de MLL2 (KMT2D) en forma clonal o subclonal en todos los casos
en la transformacién, asi como la presencia de mutaciones de MLL3 (KMT2C)
en el paciente 1 desde el diagnéstico y que de forma llamativa no se
mantuvieron las mismas alteraciones en la transformacion si no que
aparecieron otras diferentes afectando a este geny a MLL3.

Aunque la infiltracion tumoral variable no permite hacer estudios de
subclonalidad, este hecho hace pensar en un patrén evolutivo no lineal y en la
convergencia evolutiva de las mutaciones para adquirir un determinado
fenotipo patoldgico, hecho ya descrito en otras enfermedad como el LF*.

Los genes MLL1, 2 y 3 (KMT2A, D y C) codifican para las proteinas
Lysin (K) metil transferasas, implicadas en la metilacion de histonas (ver
Introduccion). Se encuentran separados en diferentes cromosomas (MLL1T,
cromosomal1; MLL2, cromosoma 12 y MLL3, cromosoma 7). Las mutaciones
fueron revisadas en bases de datos poblacionales y de enfermedades
oncolégicas sin encontrar un patréon de polimorfismo para ninguna de las
mutaciones encontradas. El papel de MLL1, como gen involucrado en
traslocaciones que caracterizan leucemias agudas es bien conocido'’. Se trata
de traslocaciones que se asocian al tratamiento previo con inhibidores de
topoisomerasa y en caso de leucemias infantiles, se sabe que son mutaciones
adquiridas intrautero que generan posteriormente la enfermedad leucémica.
Pero mas alla de las traslocaciones conocidas, el papel de los MLL en cancer
es especialmente relevante y en diversos tipos de tumores, y los estudios de
secuenciacion han revelado la frecuencia real de estas mutaciones. Se han
identificado cientos de mutaciones en KMT2Cy KMT2D, siendo ya dos de los
genes mas mutados en cancer. '*> KMT2D aparece mutado en LNH (LF y
LDCBG)**'® meduloblastoma y otros tumores de estirpe neuroectodérmica.
%% La mayoria de las mutaciones de KMT2C y KMT2D en cancer ocasionan un
cambio en el marco de lectura y mutaciones sin sentido que originaran
proteinas truncadas o funcionalmente inactivas. Las mutaciones que impactan
los dominios SET y dominios PHD representan alrededor del 25% del total de

mu taciones de KMT2C y entre el 37% y el 60% del total de mutaciones
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KMT2D. Los dominios zinc-finger-like PHD aparecen en proteinas nucleares
involucradas en la regulacién transcripcional de la cormatina. Ademas, se ha
descrito un porcentaje desproporcionadamente elevado de mutaciones en los
aminoacidos de los dominios PHD de KMT2C y KMT2D, lo que sugiere que los
dominios PHD de KMT2C y son KMT2D tienen un papel importante como
supresores tumorales.'® En nuestros 4 pacientes, observamos mutaciones que

originaban codon STOP, cambio en la pauta de lectura o mutaciones no
sinénimas afectando a las mencionadas regiones PHD.

Se ha estudiado también una hipdtesis que justifique un mecanismo
epigenético por el cual KMT2C y KMT2D ejerzan sus efectos oncogénicos. Se
conoce la importancia que tienen estas transferasas en la metilacion de
H3K4me1, actuando sobre enhancers que promueven la expresion de los
programas de diferenciacion celular. "°*'*" Por ello, las mutaciones de pérdida
de funciéon promoverian la tumorigénesis por la ruptura de los programas de
desarrollo normal y / o la posible alteracion de redes de genes en las que esta
implicada la regulacion por los supresores de tumores (TP53) y oncoproteinas
(por ejemplo, MYC)." MLL2 se ha propuesto como un supresor tumoral,
afectado en estadios tempranos de la enfermedad y cuya alteracion altere
mecanismos epigenéticos que favorezcan la linfomagénesis'®®. Sin embargo,
como estos procesos aparentemente sutiles acaban afectando toda la
maquinaria funcional de la célula B estan por descubrir.

Por ultimo, en relacién a la MW, el articulo de S. Treon’ que definid por
primera vez la mutacion de MYD88 L265P, indicé que en los casos estudiados,
aparecian mutaciones de MLL2 en pacientes que no tenian la mutacién de
MYDS88, pero nunca se observaban asociadas. Nosotros observamos la misma
situacion en el momento del diagndstico en los pacientes 1, 3 y 5: no aparecen
ambas mutaciones (MYD88 + KMT2D) al diagndstico. Sin embargo, en el
momento de la transformacién, se observan asociadas, lo que tal vez tenga
relacion con el caracter agresivo de este estadio, con fenotipo de LDCBG
donde si se observan'? y que no es caracteristico de la indolente MW. El
paciente 2 resulta ser la excepcion, ya que presenta desde el diagndstico
ambas mutaciones. En la transformacion, mantiene ambas mutaciones, pero
curiosamente asocia una nueva mutacion de MLL2, que origina un cambio en

la pauta de lectura y que por su frecuencia parece limitarse al clon de células
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grandes (ya que la muestra no estaba separada y presentaba ambas

poblaciones celulares: MW y LDCBG).

KMT2D c.706G>T
Proteina: p.G236W (NS) > PHD domain
Frecuencia: 3%

KMT2D c.15120delC (frameshift) KMT2D c.15120delC (frameshift)
Frecuencia: 11% Frecuencia: 22%

KMT2D c.9459delG (framsehift)
Frecuencia: 5%

KMT2Dc.9835C>T (stop)
Frecuencia: 7.5% (278)

KMT2D c.3695C>T - PHD domain
Frecuencia alélica: 5 %

Tabla 25. Resumen mutaciones MLL2 y MLL3 en los casos estudiados

MLLT3

Aparece en un unico caso (paciente 1). Se trata de una mutacién que
afecta al marco de lectura. Este gen es conocido por su translocacién con el
gen MLL1, localizado en el cromosoma 11 dando lugar a la translocacion (9;11)
caracteristica de LMA, siendo la mutacion de mejor prondstico de cuantas
afectan a MLL1 en esta enfermedad.’

Se ha descrito recientemente la interaccion entre el co-represor de
BCL6 con el dominio carboxiterminal de MLLT3 6 AF9. "™ A pesar de su
implicacién en las traslocaciones mencionadas, su papel en linfomas se

desconoce.
CXCR4

CXCR-4 es un receptor especifico de SDF-1 (factor derivado de

estroma tipo 1), también llamado CXCL12, una molécula con gran actividad
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quimiotactica sobre los linfocitos. CXCR4 es uno de los varios receptores de
quimioquinas que el VIH puede utilizar para infectar a los linfocitos CD4 +,
aunque no esta claro si la presencia de CXCR4 como anclaje para el el VIH es
una consecuencia 0 una causa de la inmunodeficiencia. SDF-1, el ligando de
CXCR4, esta implicado en el “homing” o reclutamiento de las células madre en
el estroma de la médula ésea y también influye en el estado de quiescencia de
células madre hematopoyéticas. Se sabe que la molécula de ubiquitina es un
ligando natural de CXCR4'*® La unién de ubiquitina a las proteinas constituye
un mecanismo de marcaje de las mismas para su posterior destruccién por el
proteasoma, y es el sistema de eliminacién de las proteinas mal plegadas.
Pero ademas, parece que la ubiquitina es un modulador de la respuesta
inflamatoria, y permite evitar los dafios derivados de una respuesta inflamatoria
excesiva.'® Se ha planteado también que estos mecanismos antiinflamatorios
se desarrollan a través de su interaccion con CXCR4'®".

Por su accion en la médula 6sea, el bloqueo de CXCR4 lograla
movilizacion de los precursores hematopoyéticos a la sangre periférica.
Plerixafor (AMD3100)'®> actia bloqueando este receptor para lograr la
movilizacion inducida de los progenitores en los procesos en los que se
requiere, como es el caso de la donacion de progenitores para un trasplante de
MO.

Las mutaciones germinales de este gen (no sinénimas o de
alteracién en el marco de lectura) se asocian al sindrome WHIM (Warts,
Hypogammaglobulinemia,  Immunodeficiency, = and  Myelokathexis)."®®
Mutaciones similares a las descritas en esta enfermedad sehan encotrado en
pacientes con MW."® Aunque las mutaciones tipo WHIM de CXCR4 se han
asociado a caracteristicas clinicas de agresividad (comoponente monoclonal,
porcentaje de infiltracion al diagndstico), no se han encontrado diferencias
claras en supervivencia global determinadas por la presencia de estas
mutaciones.®®
Cabe destacar que en nuestros 4 pacientes secuenciados al
diagnodstico y en la transformacién, sélo 1 tenia la mutacién de CXCR4 al
diagndstico. Se trataba de una mutacién en el residuo ¢.1006G>T que origina
un codon stop, y que como ha sido descrito en trabajos previos, afecta al

dominio WHIM de la proteina. Pero en este caso, llama la atencion que
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aparecio asociada a mutaciones clonales de CD79B ( y también de MYDS88).
Un trabajo reciente soélo en contrd un paciente con ambas mutaciones, estando

una de ellas presente de forma subclonal.

NH2

VANYA

p.1009G>T

COOH

Figura 26. Mutacion de CXCR4 en nuestra serie de pacientes (Paciente 5). Primera mutaciéon descrita en

este residuo.

Mutaciones recurrentes en la transformacion

Se observaron una media de 55 mutaciones en el momento de la
transformacién (que no aparecian en la linea germinal) implicadas en cancer, y
una media de 250 variantes no descritas previamente en cancer,no presentes
en la linea germinal. Se seleccionaron aquellas que, tomando como referencia
el porcentaje de infiltracion de la muestra, fueran compatibles con mutaciones
presentes en todo el clon tumoral y se observaron también aquellas que
desempenfian un papel en la génesis de linfomas agresivos.

MLL2 (ver apartado previo: Mutaciones de los genes MLL)

TP53

Aparece como mutacion somatica en los paciente 1y 2. En el primero en
el momento de la transformacion y en el segundo en la recaida. Los
mecanismos de funcioamiento de TP53 se han explicado en la introduccion. En

la especie humana, el gen p53 o TPS53, también llamado el "guardian del
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genoma", se encuentra en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13) y codifica
un factor de transcripcion nuclear de 43.7 KDa. Su nombre hace referencia a
su masa molecular aparente (corre como una proteina de 53 Kda en la
electroforesis) debida a la gran cantidad de residuos de prolina que contiene.

Se encarga de iniciar la respuesta de la célula ante el dafio del ADN,
deteniendo el ciclo celular en caso de mutacion. Su actividad en multiples
tumores mas que conocida. Respecto a la MW, se ha descrito un aumento de
la frecuencia de su inactivacion / delecién a lo largo del desarrollo de la

enfermedad'®®

y se asocia a mal prondstico en términos de supervivencia.
PRDM1 (BLIMP1)

El aumento de la expresion de Blimp-1 en los linfocitos B , asi como de
los linfocitos T, las células NK y otras células del sistema inmune, desencadena
una respuesta inmune al estimular la proliferacion y diferenciacion de las

células plasmaticas secretoras de anticuerpos'®’ 1%

. Blimp-1 regula las células
madre hematopoyéticas y es un represor transcripcional conocido. 169

Las mutaciones de BLIMP1 favorecen la linfomagénesis en el caso de
los LDCBG, mas frecuente en el subtipo ABC.>®70.171

En nuestra serie de pacientes, encontramos mutaciones en la
transformacién en dos de ellos (pacientes 1y 3). En los dos casos, se tratd de
mutaciones puntuales no sinénimas. La relacién de esta mutacion con el
desarrollo de LDCBG merece considerar su importancia en casosde

transformacién de linfoma indolente a linfoma agresivo.

PIM1

El gen PIM1 humano codifica serin-treonin quinasa, que pertenece al
grupo de las reguladas por calcio / calmodulina (CAMK). Contiene un dominio
quinasa caracteristico, con una zona de anclaje de ATP y un sitio activo. La
expresion de Pim-1 estd muy extendida (desde el sistema hematopoyético y
linfoide a la préstata, testiculo y células epiteliales orales). Pim-1 es capaz de
fosforilar diferentes proteinas o dianas, la mayoria implicadas en la progresién
del ciclo celular o que intervienen en los mecanismos de apoptosis. La
expresion de Pim-1 puede ser inducida por varios estimulos externosentre ellas

sefalizadores quimicos (quimiocinas) del sistema inmune.
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En el caso de los linfomas agresivos, se ha demostrado que es uno de
los genes con zonas frecuentemente mutadas o “hot spots”. Ademas, la
hipermutacion somatica aberrante afecta ( como entre otros muchos genes) a
sus proto-oncogenes PIM1. De hecho, en PIM1, MYC, RhoH | TTF (ARHH) y
PAX5, esto sucede en mas del 50% de los linfomas de células grandes
difusas.'”? De hecho, se han realizado analisis para identificar el motivo de que
estos genes sean dianas de la AID. Las zonas ricas en las secuencias
RGYW/WRCY favorecen la actividad desamina las citidina (que se convierte en
uracilo)'”. Pues bien, PIM1 expresa estas repeticiones RGYW y su antisentido
WRCY en su secuencia (22343534), lo que favorece la actividad sobre este
gen de la AID.

Parece que PIM1y TP53 interactuan en la deteccion de estrés ribosomal
y parece que el nivel de PIM1 y su funcionalidad puede ser relevante para que
las células cancerosas reaccionen al estrés ribosomal que inducen algunos
quimioterapicos. Por lo que su mutaicon podrian favorecer resistencia a estas
estrategias anticancerosas.'” CMYC no resultdé mutado, y si amplificado en

uno de los pacientes de los 3 en los que se estudio (Paciente 2).
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Resumen de las mutaciones recurrentes al diagnostico y en la transformacion en

los 4 casos
2 [3 [1 52231
D |T D T|T|R|T|T
MYD88 MYD88
CD79b CD79b
CXCR4 CXCR4
KMT2A KMT2A
KMT2C KmT2C
KMT2D KMT2D
TP53 TP53
PIM1 . PIM1
MLLT3 MLLT3
PRDM1 . PRDM1

Figura 27. Se representa en rojo las mutaciones adquiridas al diagnoéstico, el azul las adquiridas o
presentes en las transformacion (en las que no se ha podido evidenciar si estaban al diagnéstico) En el
paciente 2R se ha representado una celda con los dos colores ya que posia una mutacion en MLL2 desde
el diagnostico, pero se asocié una nueva mutacién probablemente limitada al clon de LDCBG.
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DISCUSION GENERAL

Los trabajos presentados en esta tesis doctoral han intentado
contextualizar la transformaciéon de los linfomas indolentes, prestando
especial atencion al LF, debido a que es el segundo linfoma mas frecuente
en Europa y América, sélo por detras del LDCBG."”” El primer trabajo se
trata de una investigacion clinica analizando la incidencia acumulada de
transformacion histolégica en el grupo de pacientes con linfoma folicular en
Espafa, y su valor reside en el gran tamafo muestral fruto de una
colaboracion de 18 hospitales y el valor anadido del tratarse de una
recogida de datos de practica clinica diaria, siendo un fiel reflejo de la
situacion clinica real, no restringida a ensayos clinicos, y por lo tanto donde
todos los pacientes que tratamos, habran sido reflejados.

Hemos encontrado que la transformacion histoldgica, es decir, el
cambio que experimentan las células tumorales del linfoma folicular
adquiriendo caracteristicas genotipicas y fenotipicas de linfoma agresivo
(normalmente LDCBG), tiene una asociacion clara con las caracteristicas
clinicas de la enfermedad al diagndstico. Este hecho nos invita a intuir que
la agresividad clinica y biolégica estan asociadas en esta enfermedad. De
hecho, se han identificado firmas genéticas, como el llamado m7-FLIPI, que
incrementen la sensibilidad y precision de los indices prondsticos habituales

al definir los casos de linfoma folicular agresivo'’®

, Y se acabaran sefalando
marcadores moleculares que pronostiqguen con mayor sensibilidad la
transformacion. Y esto es necesario, ya que como hemos demostrado, la
TH en si es uno de los factores que mas influyen en la supervivencia global
de los pacientes con linfoma folicular. Hemos observado también un hecho
aparentemente obvio pero muy interesante. Una de las variables que con
mas fuerza impacta la incidencia de transformacion y la supervivencia de
los pacientes que se transforman es la calidad de la respuesta a la primera
linea de tratamiento, bien para el LF o para el LFt, respectivamente.
Aquellos pacientes que no alcanzan una respuesta completa en estas
situaciones, tienen un pronéstico peor que los que responden de forma

completa. Y de forma muy significativa, aquellos pacientes con linfoma
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folicular que no alcanzan una RC, tienen muchas mas probabilidades de
transformarse en un linfoma agresivo. Si bien es una asociacion que
podriamos predecir con facilidad, en su simplicidad se esconde el equilibrio
inestable de las neoplasias, los mecanismos de resistencia, de escape
clonal y presion evolutiva que probablemente sean clave para iniciar
estrategias que no sélo ayuden a predecir sino también a evitar la
transformacion agresiva, en este caso, del linfoma folicular.

Destaca la diferencia de supervivencia que existe entre los pacientes
diagnosticados de linfoma LFt de novo y el LFt que aparece tras una
evolucion previa como LF, bajo tratamiento en la mayoria de los casos. El
factor temporal y probablemente la presion evolutia que ejercen los
tratamientos empleados, sean responsables de que ambas entidades
tengan diferentes tasas de supervivencia, favorables para el grupo de LFt
de novo, pues son mas sensibles a los tratamientos empleados. Sin
embargo, a pesar de esta observacion clinica, hasta el momento no
disponemos de un perfil biolégico diferencial entre ambas entidades (LFt de
novo y LFt tras una etapa previa de LF), algo que sin duda tiene un gran
interés para desentrafar el papel de los factores mencionados (tiempo,
tratamiento) en la adquisicion de un genotipo concreto.

El segundo trabajo parte de la observacion de un numero no
desdenable de pacientes con sospecha y confirmacién de transformacion
agresiva del LF en el momento del diagnéstico. Durante el reclutamiento de
pacientes para el estudio previo, observamos la existencia de este grupo de
enfermos y nos planteamos con qué frecuencia aparecen estos posibles
casos en nuestro medio, seguramente infradiagnosticados muchas de las
veces. Para ello seleccionamos el grupo de pacientes donde probablemente
se agruparan. Este grupo, es el de los pacientes con LDCBG,
principalmente. En los casos en los que en un mismo paciente se observan
en la misma localizaciéon anatomica, o en localizaciones separadas,
diferentes histologias de linfoma, el clinico tomara ambas en
consideracion, pero tratara con mayor urgencia aquella de mayor
agresividad. No existe una definicion especifica ni un sistema de
estadificacion propio en estas situaciones, lo que permite que los médicos

hagamos constar la coexistencia de dos enfermedades tumorales de forma
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arbitraria. Por este motivo, seleccionamos un grupo de pacientes con
linfoma agresivo y nos centramos en buscar la presencia de una histologia
indolente en la MO (donde se agruparian muchos pacientes con linfoma
indolente transformado). Recogimos también la infiltracién por linfoma
agresivo y ausencia de infiltracion y comparamos sus caracteristicas
clinicas, biolégicas y tasas de supervivencia. El numero de pacientes que
cumplen los requisitos que mencionamos para ser un posible LFt, se situa
en algo menos de la mitad de pacientes con LDCBG e infiltracion de MO, lo
que supone un 10% aproximadamente del total de pacientes con
LDCBG. La mayoria de los analizados estan clonalmente relacionados, con
una frecuencia algo superior a la observada previamente, aunque con un
limitado tamafio de muestra en ambos casos® y su prondstico es mejor que
aquellos donde la enfermedad presenta un fenotipo agresivo en todas sus
localizaciones. Estos probables LFt no han estado expuestos a
quimioterapia previa y por tanto su perfil de comportamiento se asemejaria
a un linfoma agresivo de nuevo diagndstico, pero en los cuales no debemos
olvidar que existe una poblacion de células con una velocidad de
crecimiento lenta, y probablemente con diferentes programas celulares
activos y distintas sensibilidades a los tratamientos. Esto se traduce en una
tendencia a una mayor tasa de recaida en comparacion con los pacientes
sin infiltracion de MO por linfomas de bajo grado que en nuestro trabajo no
ha resultado estadisticamente significativo pero si en estudios previos.**"
El tercer trabajo, consiste en una aproximacién biolégica a la
transformaciéon de linfomas indolentes. Seleccionamos la MW por tratarse
de una entidad en la que la transformacion es extremadamente rara pero
asocia un prondstico desfavorable. Durante la realizacion del primer trabajo,
surgieron en nuestro medio dos casos de MW que experimentaron una
transformacion a linfoma agresivo. Este hecho, no ha sido estudiado
genéticamente hasta la actualidad, y unicamente disponiamos de casos
clinicos que describian su existencia.®” El estudio de exoma completo
comparando la muestra al diagnéstico con la de la recaida (utilizando para
validar las mutaciones el ADN germinal del paciente), ha permitido observar
los patrones de mutacion en los distintos momentos evolutivos de la MW y

los modelos de evoluciéon. De hecho, tras la observacion de los paciente 1,
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3y 5, en los que se solo disponemos de una muestra inicial y una final (sin
muestras intermedias), observamos un patron bastante lineal de evolucién
donde la mayor parte de las mutaciones que aparecen en el clon tumoral al
diagndstico se mantienen como mutaciones clonales hasta el final. Algunas
desaparecen, pero las que tienen conocida actividad oncogénica se
mantienen. En cambio, el paciente 2, del que disponemos de una muestra
de recaida intermedia, nos permite observar que el ultimo clon en
manifestarse lo hace sin tener mutaciones en genes que aparecieron
mutados en una recaida previa y de conocido papel oncogénico, como
TP53.

Hemos observado la confluencia desde el diagndstico de mutaciones
en genes que se encuentran frecuentemente afectados en LDCBG (en
concreto en el subtipo ABC) tales como CD79B y que junto con MYD88
L265P (presente en todos los casos en todas la células tumorales) que
favorecen la actividad de Ila via del receptor de Ila célula B,
caracteristicamente activa en los LDCBG tipo ABC. MYD88 esta mutado
también en otras neoplasias hematoldgicas, como LLC, donde se concentra

de pacientes jovenes'”®

y ayuda a confirmar el diagnéstico de MW.

En el momento de la transformacién encontramos mutaciones en
genes con conocida capacidad de desarrollo oncogénico en el LDCBG
como son PIM1, PRDM1(BLIMP1)'’?, también ligados a un perfil de
expresion de tipo ABC, o TP53. Sin embargo, el hecho que sorprende es la
presencia de mutaciones inactivadoras del gen MLL2 (KMT2D) en todos los
pacientes. Su inactivacién constituye un estadio precoz en la génesis del
LDCBG?>%°9749.195.160 y fayorece la adquisicion de eventos genéticos que
contribuyen al desarrollo del linfoma agresivo. También se observan
mutaciones en este gen con gran frecuencia en LF y con menos frecuencia
en LLC y en MW, aunque curiosamente, al diagndstico, se trata de una
mutacion que en los casos descritos parece ser mutuamente excluyente
con la mutacion de MYDS88. Este trabajo nos explica biolégicamente lo que
observamos o intuimos desde la clinica y responde a las preguntas de
como se suceden las alteraciones genéticas en MW. A raiz de este trabajo,
surge la necesidad de plantear modelos experimentales que nos permitan

observar la capacidad transformante de las mutaciones encontradas en
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esta enfermedad. Este trabajo nos permite comparar el perfil mutacional de
la MW con el descrito en LF y en LLC, principalmente. Al igual que sucede
en la transformacion de LF, las células adquieren en la transformacion
mutaciones en genes que afectan a la regulacién del ciclo celular y a la
respuesta al dafio del ADN (como TP53 y PIM1, comunes a ambos
procesos de transformacién). Sin embargo, MLL2 aparece en ambos
momentos de la transformacion en el caso del LF, enfermedad en la que es
segun estudios recientes es el gen mas frecuentemente mutado.>® En MW,
podemos asumimos que no se trata de una lesién inicial ya que en % de los
pacientes no se observé ninguna lectura con la mutacion en el momento del
diagnostico. Por el contrario, las mutaciones de CD79B, de situacion
indefinida en el LFt, en MW estan desde el momento del diagnéstico, por lo
que serian mutaciones compartidas.>® La desregulaciéon de CMYC vy la
pérdida bialélica de CDKNZ2A son eventos mas frecuentes en LFt que en
LF. Nosotros pudimos realizar estudiosde hibiradacién in situ con sondas
para MYC, y en uno de los 3 pacientes en los que se observo
transformacion (Paciente 2) aparecieron ganancias del gen. Hemos
observado también mutaciones de PRDM1, caracteristicas de LDCBG tipo
ABC y/o non-GCB'. Si bien el LFt presenta un perfil mutacional y
tanscripcional mas acercado al LDCBG tipo GCB aunque con
caracteristicas propias de los ABC, como la hiperactividad de la via de BCR
o NF-KB®*®** Cuando la célula de LLC se transforma hacia célula de
LDCBG,el evento genético mas caracteristico es la mutacion o delecion de
TP53 (en al menos 60% de los casos)’®. Los otros mecanismos consisten

en mutaciones activadoras de NOTCH1"*

y la sobreexpresion (activacion)
de MYC junto con deleciones de CDKN2A'®! entre otras. De forma analoga
a lo que sucede en LF, comparten mecanismos con LDCBG, pero su perfil
de expresion no se enmarca con un tipo de LDCBG concreto (ABC o GCB)
y posee alteraciones que definen y respetan su origen de LLC. En MW,
observamos una situacion similar, ya que la célula adquiere mutaciones
tipicas de LDCBG ABC, pero comparte y combina las mismas con la
mutacion de genes de regulacién de histonas, mas caracteristicos de las

neoplasias con programas genéticos de tipo GCB, y presenta alteraciones
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propias que le distinguen de las otras transformaciones y del grupo de
LDCBG primario.

Los tres trabajos nos permiten concluir que,el linfoma transformado no es
una enfermedad concreta ni unica. La transformacion es la manifestacion
del caracter evolutivo y dinamico de las enfermedades neoplasicas, y
entender este dinamismo en su comportamiento es clave. Existen diferentes
formas de orquestar una evolucidon hacia una enfermedad agresiva:
diferentes rutas metabdlicas, cascadas de sehnalizacion, mecanismos de
evasion inmune, reprogramacion celular, etcétera.Todas ellas interactuan
para conseguir transformar el caracter indolente de un linfoma en agresivo.
Habra, por lo tanto, multitud de rutas y patrones de evolucion, y existira la
posibilidad de que la enfermedad se manifieste en cualquiera de los puntos
de esa evolucion.

Seria de gran relevancia poder identificar caracteristicas clinicas y
biolégicas que nos permitieran, en el momento del diagndstico, seleccionar
aquellos pacientes con mayor riesgo de transformacién. Lamentablemente,
este conocimiento, aunque muy valioso, por si mismo sélo podria llevarnos
a una actitud mas observadora, pero Unicamente podriamos observar con
mas atencidon el hecho que habriamos podido predecir. Sin embargo, si
profundizamos en el conocimiento de los mecanismos de presion evolutiva
que dirigen la transformacién progresiva de los clones tumorales, y
buscamos aquello que altera el equilibro de los mismos (para que se
favorezca la expansion unos u otros)'%?'®  podriamos adoptar las
estrategias terapéuticas para evitar la seleccién de aquellos resistentes y/o

agresivos.'®?.

En los proximos afos, la edicion de los genomas de las
enfermedades, utilizando todo el arsenal de herramientas disponibles y en
investigacion, tendria cada vez mas sentido y mejores resultados. No lo
alcanzaremos bajo un unico punto de vista. Necesitaremos la colaboracion
de todas disciplinas posibles en la practica clinica diaria para abordar la
integridad del proceso. Se plantea numerosas veces que las dianas
terapéuticas no consiguen alterar el pronéstico de las enfermedades. Con
todos los trabajos que leemos en biologia del cancer en estos dias, nos

damos cuenta de que hay un ejército gendmico en cada enfermedad. Es
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evidente que la lucha contra una parte del mismo no nos puede conducir al
éxito final contra todo el ejército. Debemos alejarnos y llegar a comprender
el proceso en su conjunto, observar los modelos de enfermedad, y entender
contra quién nos enfrentamos en cada caso; esto probablemente esconde
las claves hacia donde debemos dirigir nuestros esfuerzos terapéuticos con

mayor eficacia y ejerciendo menos dafos innecesarios.

“More research should be directed towards understanding and controlling
the evolutionary process in tumours before it reaches the late stage seen in
clinical cancer”.

(P. Nowell, 1976).
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CONCLUSIONES

1. Es preciso consensuar internacionalmente la definiciéon
de transformacién de LF para conocer la incidencia global de
transformacion histoldégica, y debido a la relativamente baja
incidencia de esta entidad, necesitamos estudios multicéntricos
retrospectivos y prospectivos de caracter internacional para
definir el prondstico en base a las estrategias disponibles de
tratamiento, incluyendo el trasplante autdlogo y alogénico.

2. Dado que el mayor riesgo de transformacion se ha
asociado con aquellos pacientes que no responden
adecuadamente a los tratamientos, con indices prondsticos mas
altos, y por tanto con mas posibilidades de ser pacientes
refractarios, deben incorporarse nuevos farmacos, dentro de
ensayos clinicos, en las opciones terapéuticas en el tratamiento
del linfoma folicular, buscando alcanzar las mejores respuestas
posibles.

3. Los LDCBG con infiltracion discordante de la médula
Osea representan un grupo de linfomas de fenotipo heterogéneo
y en los cuales, con frecuencia, ambas histologias estan
clonalmente relacionadas.

4. El impacto sobre el pronéstico de los enfermos se ha

asociado a un pronéstico menos desfavorable que el observado
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en los pacientes con LDCBG con afectacién concordante de la
MO, en los que hemos observado una asociacion con un
comportamiento agresivo, con elevada tasa de recaidas en SNC.
5. En los casos de transformacion de macroglobulinemia de
Waldestrom, encontramos mutaciones caracteristicas de esta
enfermedad asociadas de forma recurrente con mutaciones en
genes tipicamente implicados en LDCBG, que deberian ser
consideradas en series prospectivas como potenciales
marcadores desde el diagndstico del eventro de transformacion.
6. Las aparicion de mutaciones de MLL2, descritas en
LDCBG, se observan en el momento de la transformacion, junto
con mutaciones en otros genes cuya implicacion ya se ha
descrito en la transformacion de otros linfomas indolentes y en
LDCBG de novo como son TP53, BLIMP1 o PIM1, lo que permite
plantear la existencia de mecanismos compartidos por diferentes
linfomas indolentes para realizar el cambio de un linfoma con
fenotipo indolente por un fenotipo agresivo, y plantear
tratamientos que tengan en consideracion estos mecanismos

biologicos.
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