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RESUMEN DE LA TESIS DOCTORAL.

El linfoma es una neoplasia de las células linfoides que representa
aproximadamente el 4% de los nuevos casos de cancer al afio, con una
incidencia en tendencia ascendente que supone cerca de 93 000 nuevos casos

al afio en Europa. (GLOBOCAN 2008 (IARC) Section _of  Cancer

Information (23/8/2010)). A pesar de los avances en la quimioterapia de
combinaciéon con antraciclinas e incluyendo inmunoterapia con anticuerpos
monoclonales (i.e antiCD20), existe aun un grupo significativo de pacientes (30-
40%), que permanece refractario a la terapia o falla precozmente a la misma.
En este grupo de linfomas agresivos se incluye el Linfoma B Difuso de Célula
Grande (LBDCG), que constituye el tipo mas frecuente de Linfoma no Hodgkin
(LNH) en adultos. La estimacion del pronéstico de los pacientes con LBDCG
tratados con quimioinmunoterapia se basa fundamentalmente en criterios
clinicos. Sin embargo hay evidencia suficiente de que los rasgos biolégicos de
la neoplasia condicionan su conducta y pueden ser utilizados también para

predecir el curso clinico post-tratamiento.

El objetivo fundamental de la presente tesis doctoral es doble. Por un lado se
pretende la identificacibn de marcadores bioldgicos de utilidad diagnostica y
pronéstica en Linfoma B Difuso de Célula Grande. Por otro lado se trabaja en la

descripcion de entidades clinicopatolégicas concretas (i.e Linfoma
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Plasmablastico y Linfoma B Difuso de Célula Grande asociado a EBV y edad

avanzada).

Para el primer fin se utilizan diversos métodos moleculares para la
identificacion inicial de estos marcadores (expresion de genes, expresion de
microARNs), se generan herramientas para su deteccibn en muestras
biolégicas diagndsticas (anticuerpos monoclonales contra dianas especificas,
PCR cuantitativa para la medida de la expresion de microARNS) y se
correlacionan los datos de expresion con variables clinicas (categoria
diagndstica y curso clinico) para determinar su aplicabilidad como marcadores

diagndsticos y/o prondsticos.

Se identifican 2 proteinas de interés diagndstico y prondstico en este tipo de
linfomas, GCET1 y PRDM1/Blimpl. La expresion inmunohistoquimica de
GCET1 se restringe a neoplasias linfoides de linea B que muestran un estadio
de diferenciaciéon centrogerminal, incluyéndose aqui: Linfoma B folicular,
Linfoma de Hodgkin de tipo predominio Linfocitico Nodular, Linfoma B rico en
células T e histiocitos, Linfoma de Burkitt y un subgrupo de Linfomas B de
célula grande. Posteriormente se ha observado que la expresiéon de GCET1
puede utilizarse en paneles diagnosticos para diferenciar las formas tipo GCB y
tipo ABC de LBDCG. La expresion de PRDM1/Blimpl se encuentra en
neoplasias que muestran diferenciacion terminal, entre ellas el linfoma
plasmablastico y un subgrupo de pacientes con LBDCG que, tras ser tratados

con R-CHOP, muestran un curso clinico particularmente agresivo.

Adicionalmente, se describe la identificacion de un perfil de microARNs con

valor prondstico generado en una serie retrospectiva de 259 pacientes con
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Linfoma B Difuso de Células Grandes tratados de forma uniforme con la terapia
estandar (R-CHOP). Para esto se ha cuantificado la expresion de un grupo
seleccionado de estos microARNs mediante PCR cuantitativa a tiempo real a
partir de ARN extraido de tejido fijado en formol e incluido en parafina (FFIP),
como el que se maneja en la rutina diagnéstica habitual en los laboratorios de

anatomia patologica.

Para el segundo fin se aplican los marcadores previamente identificados a
series de muestras de pacientes que presentan dos tipos de linfoma, el linfoma
plasmabléastico y el linfoma B difuso de célula grande asociado a EBV y edad
avanzada. En estas series se realiza una caracterizacion fenotipica amplia de
las muestras tumorales y una recogida selectiva de datos clinicos al
diagnéstico y durante el seguimiento. Finalmente se realiza una correlacion de
los datos moleculares y biolégicos con las caracteristicas clinicas, con la idea
de estratificar pacientes con diferente prondstico y respuesta a la terapia que

puedan recibir terapias alternativas a la estandar.
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1. Linfoma B Difuso de células Grandes. Definicion.

El Linfoma B Difuso de Célula Grande (LBDCG) es la forma mas frecuente de
linfoma no Hodgkin (LNH) en adultos y da cuenta de cerca del 80% de los
linfomas agresivos en este grupo de edad (5). Segln la mas reciente
clasificacion de la OMS, se define como una neoplasia linfoide de células B
grandes (i.e el ndcleo de una Unica célula neoplasica es al menos dos veces el
de un linfocito normal o mayor que el ndcleo de un macréfago) que infiltran de
forma difusa el tejido (6). Este tipo de linfoma puede ocurrir en localizaciones
ganglionares o extraganglionares. Existe una marcada heterogeneidad clinica y
biolégica en este grupo de neoplasias linfoides, de modo que se distinguen

hasta 12 entidades clinico-patolégicas para este subgrupo de LNH.

La mayoria, sin embargo, no tienen caracteristicas clinicas o patoldgicas
especificas de modo que se recogen en la categoria de LBDCG B, NOS (de No
Other Specified)(7). Las entidades clinico-patoldgicas se distinguen entre si por
la combinacion particular de caracteristicas clinicas, patolégicas y biolégicas-
moleculares. Algunas de estas entidades son relativamente infrecuentes (por
ejemplo el linfoma B de células grandes ALK positivo, con menos de cien casos
descritos en la literatura(8-14)) y afectan a un nimero limitado de pacientes. No
obstante, se insiste en su identificacibn precisa para tratar de encontrar
aproximaciones terapéuticas basadas en las alteraciones moleculares
especificas de estas neoplasias (7). Asi, el avance en la subclasificacion
molecular del LBDCG permitira, en un futuro reciente, un abordaje terapéutico

personalizado para casos con diferentes alteraciones genéticas, de modo que



es esperable una incorporacion gradual de esta subclasificacion molecular del

LBDCG al proceso diagnadstico clinico.

2. Heterogeneidad clinica del LBDCG.

En general, el LBDCG es una enfermedad agresiva pero potencialmente
curable con quimioterapia de combinacion. El porcentaje medio de pacientes
que alcanzan Remision completa (RC) tras el tratamiento de primera linea
estdndar que combina antraciclinas (régimen tipo CHOP (ciclofosfamida,
doxorubicina, vincristina y prednisona) con anti CD20 (Rituximab) es cercano al
75-80% y se observan supervivencias libres de progresion (PFS) proximas al

60%, con pequefias variaciones segun las series(15-19).

Sin embargo, esta neoplasia muestra una conducta clinica heterogénea con
gran variabilidad en la respuesta a las terapias convencionales, asociada a
factores de riesgo clinico. Se reconocen como factores de riesgo clinico
independientes: el estadio Ann Arbor (I a IV, de riesgo si es superior a Il), la
presencia de enfermedad voluminosa (bulky, >10 cm), la elevacién de lactato
deshidrogenasa (LDH) en suero, edad mayor de 60 afios y situacion funcional
o Performance Status/ECOG 22. De éstos, es critico en la decision terapéutica
el estadiaje, que identifica si se trata de enfermedad localizada o diseminada y
si hay presencia de masa voluminosa. Las herramientas utilizadas en el
estadiaje de los pacientes incluyen la realizacion de TAC toracoabdominal,
biopsia de médula 6sea y tomografia por emisién de positrones combinada con
tomografia axial computerizada (TEP-TAC) evaluado segun los criterios de

respuesta estandarizados por el International Working Group (IWG) (20).



En funcion de estos factores de riesgo clinico, se disefia la conducta
terapéutica Optima (21) y se pueden calcular indices prondsticos con las

terapias estandar como el indice Prondstico Internacional (IP1)(16, 22).

2a. Modelos clinicos pronadsticos.

El Indice Prondstico Internacional ha sido la herramienta clinica fundamental en
las dltimas décadas en la prediccion del riesgo clinico en pacientes con LBDCG
(22). Basado en cinco caracteristicas clinicas (edad, estadio tumoral,
concentracion de lactato deshidrogenasa en suero (LDH), situacion funcional
(ECOG (Eastern Cooperative Group) o PS (Performance Status)) y nimero de
localizaciones extraganglionares afectas) el IPl ha sido capaz de discriminar
cuatro grupos clinicos discretos con diferente supervivencia global a los 5 afios
en pacientes tratados con quimioterapia basada en antraciclinas, sin
inmunoterapia. Tras la introduccién de inmunoterapia de combinacién con
Rituximab, la respuesta global de los pacientes con LBDCG a la terapia con
Rituximab ha mejorado notablemente, encontrandose que bajo este esquema
terapéutico, las tasas de supervivencia global oscilan entre el 94 % para los
pacientes de bajo riesgo hasta el 55% para los pacientes de riesgo
elevado(16). Esta subclasificacion (IPl-revisado), basada exclusivamente en
pardmetros de dmbito clinico, sin embargo, no permite identificar pacientes con
menos de un 50% de probabilidades de supervivencia, por lo que se restringe
su valor en la identificacion de candidatos a terapias alternativas a las
convencionales. Recientemente, con la intencidbn de mejorar este aspecto
negativo se ha desarrollado un nuevo indice prondéstico (NCCN-IPI) que,

teniendo en cuenta 5 pardmetros clinicos (edad, LDH, sitios afectos, estadio
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Ann Arbor y ECOG) discrimina con mayor precision entre los grupos de bajo y
alto riesgo (supervivencias globales a los 5 afos de 96% frente a 33%,
respectivamente). Este indice compara favorablemente con el IPI en la Unica
serie analizada (supervivencias globales a los 5 afios de 90% frente a 54%,

para los grupos de bajo y alto riesgo)(23).

Adicionalmente, a pesar de la mejora de la supervivencia obtenida con los
protocolos terapéuticos mas actuales incluyendo inmunoterapia con Rituximab,
un 30-40% de pacientes tratados con las terapias de primera linea con
combinacion R-CHOP o equivalentes presentaran recaida o progresion de la

enfermedad. (15, 16, 24-27).

Este hecho, (i.e. la insuficiencia de los modelos basados en parametros clinicos
para la identificacién precoz de pacientes refractarios o con mal prondstico)
estimula la busqueda de otros marcadores, donde se incluyen los biolégicos de
la propia neoplasia, que permitan captar la naturaleza agresiva de estas
neoplasias. ldealmente estos marcadores deberian ser capaces de predecir la
respuesta a la terapia, mas alla de tener un valor meramente prondéstico de

supervivencia global o libre de progresion.

2b. Opciones terapeuticas.

La quimioterapia de combinacibn basada en antraciclinas con CHOP
(ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona) ha trasformado el
LBDCG de una neoplasia fatal en una enfermedad potencialmente curable y ha
sido la terapia de eleccion durante las dltimas décadas (16). Recientemente, la

introduccién de inmunoterapia de combinacion con el anticuerpo monoclonal
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antiCD20, Rituximab ha conducido a una marcada mejoria de la supervivencia,
como es evidente en varias poblaciones seleccionadas y no seleccionadas de
pacientes (15, 19, 25, 26). A pesar de esta mejora en el prondstico a largo
plazo, aquellos pacientes que no responden a la terapia de primera linea o
recaen precozmente siguen suponiendo un reto terapéutico. En este sentido, la
identificacion al diagnostico de estos casos con mala respuesta es crucial
cuando se plantean esquemas terapéuticos alternativos. Estos esquemas
terapéuticos alternativos se han basado tradicionalmente en una intensificacion
de dosis con combinaciones habituales (por ejemplo con regimenes de tipo
EPOCH-R(28)) o bien en intensificacion y protocolos de autotrasplante de
médula 6sea (MO) (por ejemplo R-ACVBP+HDT-ASCT(29). Asi, los pacientes
jovenes con IPI ajustado a la edad intermedio-alto o alto son los mejores
candidatos para recibir terapias alternativas a R-CHOP-21(30). Otros factores
de riesgo que se pueden utilizar para identificar pacientes para el uso de
terapias con intensificacién de dosis son la enfermedad bulky, la positividad del

interim TEP y, de forma relevante, los perfiles moleculares(31, 32).

Adicionalmente a las terapias basadas en intensificacion de dosis y/o trasplante
autdlogo de médula 6sea, recientemente se esta desarrollando el campo de las
terapias dirigidas contra vias moleculares desreguladas en neoplasias linfoides.
Estas nuevas terapias, actualmente en fase de ensayo clinico, toman ventaja
del conocimiento de las caracteristicas moleculares de los linfomas (véase
clasificacion molecular del LBDCG, mas adelante) y tratan de inhibir vias
moleculares desreguladas como consecuencia de multiples alteraciones

genéticas, como las vias de NFkB, JAK/STAT y BCR. Asi, una linea de avance
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actual en el tratamiento del LBDCG es el uso de farmacos inhibidores de vias
recurrentemente mutadas como por ejemplo los inhibidores de BTK (ibrutinib)

en pacientes con LBDCG refractario de tipo ABC(33, 34).

3. Caracterizacion clinicopatologica del LBDCG.

3a. Clasificacion del LBDCG segun la OMS.

El LBDCG es un tipo de LNH cuyo diagnéstico se basa en la combinacién de
criterios clinicos, morfologicos, fenotipicos y moleculares. Se define en la
vigente clasificacion de la OMS (5) como una neoplasia linfoide de fenotipo B
compuesta por células de tamafio grande (i.e el nacleo de una Unica célula
neoplasica es el menos dos veces el de un linfocito normal o mayor que el

nacleo de un macréfago), que infiltra de forma difusa el tejido.

Se distinguen hasta 12 entidades clinico-patoldgicas para este tipo de LNH, en
funcion de sus particularidades clinicas, patoldgicas y biolégicas (Tabla 1).
Algunas de estas entidades tienen caracter provisional en la clasificacion
vigente de la OMS, debido en parte a la escasa evidencia acumulada sobre sus
caracteristicas clinicopatolégicas. Este es el caso del Linfoma B difuso de
células grandes asociado a EBV y edad avanzada. Este tipo de linfoma,
inicialmente descrito como desorden linfoproliferativo B asociado a EBV vy
senilidad(35) se considera en parte consecuencia del deterioro inmunolégico
asociado con la edad avanzada y supone del 8 al 10% de los casos de LBDCG
en pacientes del este de Asia, sin inmunodeficiencia previa(36, 37). Sin
embargo la evidencia disponible sobre su incidencia y caracteristicas clinicas,

patoldgicas y fenotipicas en nuestro medio es limitada(38, 39).
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La mayoria de los casos de LBDCG, sin embargo, no tienen caracteristicas
clinicas o patolédgicas especificas de modo que se recogen en la categoria de

LBDCG B, NOS (de No Other Specified)(7).

Para el LBDCG NOS se reconocen tres subtipos morfoldgicos principales
segun la morfologia del nucleo celular: el tipo centroblastico (nucleo de
contornos mas irregulares, cromatina grumosa, multiples pequefios nucleolos),
inmunoblastico (nucleo vesiculoso con nucleolo unico prominente) o anaplasico
(nucleo grande de contornos irregulares y morfologia bizarra, forma arrifionada
o en donut, nucleolo habitualmente prominente). Los diferentes subtipos
morfologicos (centroblastico, inmunoblastico, anaplésico), actualmente no se
diagnostican de forma reproducible entre patélogos y su significacion clinica es
imprecisa(40, 41). Por otro lado la estrategia terapéutica para estos subtipos
morfologicos es equivalente y las diferencias en prondéstico clinico,

controvertidas(40, 41).

En un intento de refinar la clasificacion morfolégica del LBDCG NOS se han
identificado 2 subgrupos definidos molecularmente en funcion del perfil de
expresion geénica (tipo centro germinal (GCB de Germinal Center B cell-like) o
activado (ABC, de Activated B cell-like)) y 3 subgrupos definidos por el perfil de
expresion proteica mediante inmunohistoquimica (tipo centro germinal o GCB,

tipo no-centro germinal o no-GCB y LBDCG CD5 positivo).
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TABLA 1:

Linfoma B difuso de célula grande (LBDCG), NOS.

Linfoma B rico en células T e histiocitos.

Linfoma B difuso de célula grande primario del SNC.

Linfoma B difuso de célula grande primario cutaneo de tipo pierna.
Linfoma B difuso de célula grande asociado con EBV y edad avanzada.
Linfoma B difuso de célula grande asociado con inflamacion crénica.
Granulomatosis linfomatoide.

Linfoma B de célula grande primario mediastinico (timico).

Linfoma B de célula grande intravascular.

Linfoma B de célula grande ALK positivo.

Linfoma plasmablastico.

Linfoma B de célula grande en el contexto de enfermedad de castleman

multicéntrico HHV-8 positivo.
Linfoma primario de cavidades.
Linfoma de Burkitt.

Linfoma B inclasificable con rasgos intermedios entre Linfoma de Burkitt y

Linfoma B Difuso de célula grande.

Linfoma B inclasificable con rasgos intermedios entre Linfoma de Hodgkin y

Linfoma B Difuso de célula grande.
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3b.Clasificacion basada en perfiles de expresion génica.

Aunque la clasificacién clinicopatoldgica de la OMS provee una orientacion
pronoéstica discreta en determinados subtipos de LBDCG (Linfoma B de célula
grande primario mediastinico, linfoma B rico en células T e histiocitos, Linfoma
plasmablastico, Linfoma B de célula grande en el contexto de enfermedad de
Castleman multicéntrico HHV-8 positivo, Linfoma primario de cavidades,
Linfoma B de célula grande ALK positivo, Linfoma de Burkitt, Linfoma B difuso
de célula grande primario del SNC, Linfoma B difuso de célula grande primario
cutaneo de tipo “pierna”), el grupo méas extenso de LBDCG NOS muestra una
heterogeneidad clinica que precisa de andlisis méas finos para su

subclasificacion.

La aparicion de las tecnologias de analisis masivo de la expresion del ADN
supuso un avance notable en este objetivo (42). Asi, dos sistemas de
clasificacion complementarios permiten una subdivisién mas fina de la entidad,
basandose en el analisis del trascriptoma o grupo de transcritos (ARN

mensajero) presentes en una célula en un momento concreto de diferenciacion.

El primero de ellos, decrito por Alizadeh y colaboradores en 2000 (43)
subdivide el LBDCG en dos grandes grupos, GCB y ABC basado en las
semejanzas en la expresion de 375 genes entre las células tumorales y las
células B in vitro. El primer grupo, GCB (Germinal Center B cell-like) muestra
un perfil de expresion génica similar al de las células B normales que se
encuentran en este estado de diferenciacion, que se refleja también en
procesos funcionales caracteristicos de la reaccion del centro germinal como la

mutacion somatica persistente, que también ocurre en este subtipo de LBDCG
16



y no en el ABC (44). Genes relevantes en este fenotipo son BCL6, CD10,
LMO2, GCET1, GCET2, JAW-LRMP vy son los que componen la firma del
LBDCG tipo CGB(45). Entre estos, BCL6, GCET1 y GCET2 son los que mayor
poder discriminatorio tienen al diferenciar el LBDCG tipo GCB de los otros
subgrupos moleculares (46). El segundo grupo ABC, (Activated B Cell-like)
muestra un patron de expresion similar al de la célula B activada in vitro tras
estimulo de CD40 y BCR con antilgM, IL-4 y/o CD40 ligando. Genes relevantes
en este fenotipo son MUM1/IRF4, FOXP1, PIM1, entre otros(45). Modelos
subsiguientes que incluyen una seleccién reducida de genes generan tres
grupos moleculares de LBDCG, los de tipo GCB, ABC y los tipo 3 o

inclasificables (~10% de los casos) (45, 46).

La ventaja del modelo, aparte de identificar genes especificos relevantes para
cada subgrupo molecular de LBDCG es que existen diferencias prondsticas
significativas entre los dos subgrupos principales, de modo que los casos de
LBDCG tipo CGB tienen supervivencias mas prologadas a largo plazo al
compararlos con los de tipo ABC. Estas diferencias son independientes de las
variables clinicas contenidas en el IPI (43) demostrando que la diseccién
molecular es capaz de afadir informacion a la predicciéon basada en rasgos
clinicos. A partir de este sistema se han desarrollado varios modelos de
prediccién pronéstica basados en la expresion de grupos seleccionados de

estos genes que contienen 100(46), 27(45), 15(47) o incluso 6 genes (48).

Este sistema de clasificacion basado en los perfiles de expresion, de
demostrada utilidad en la era pre Rituximab, se ha validado recientemente en
series de pacientes que reciben una combinaciéon de inmunoterapia con
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antraciclinas, tanto en estudios de expresion masiva(49-52) como en los

modelos paucigene con una seleccion de genes (47, 53).

El segundo modelo de clasificacion basado en los perfiles de expresion aporta
informacion relevante de las vias funcionales desreguladas en LBDCG(54). El
andlisis de perfiles de expresion génica basado en grupos reproducibles
identifico tres grupos de tumores complementarios a la clasificacion
previamente descrita GCB-ABC. Estos grupos de consenso ( de consensus
clusters) se denominaron Ox-Phos (de fosforilacidon oxidativa), BCR (de
receptor de células B y proliferacion) y HR (de respuesta inmune (host
response)(54). El grupo Ox-Phos muestra un incremento en la expresion de
genes relacionados con la funcion mitocondrial, transporte de electrones,
apoptosis y proteosoma. Los casos de LBDCG con la firma de HR tienen un
denso infiltrado inflamatorio acompafiante de células T y dendriticas semejante
a la entidad reconocida como Linfoma B rico en células T e histiocitos. Los
LBDCG con esta firma molecular comparten ademas con la variante de
Linfoma B rico en células T e histiocitos caracteristicas clinicas como la edad
(pacientes jévenes) y la infiltracion de higado, bazo y médula ésea(54). Los
tumores del grupo BCR tienen una expresiéon aumentada de genes reguladores
de ciclo celular, reparacion del ADN, componentes de la via de sefializacion del
receptor de células B y factores de transcripcion especificos de células B como
BCL6. Estudios recientes indican que los LBDCG con esta firma génica son
especialmente dependientes de sefalizacién tdénica desde BCR por lo que son

candidatos a inhibicion farmacolégica de esta via(55, 56).
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3c. Modelos de expresion inmunohistoquimica. Correlacion

imperfecta con los perfiles de expresion génica.

La clasificacion molecular del LBDCG en los subtipos GCB y ABC es
reproducible en la rutina diagnostica habitual midiendo la expresion proteica
mediante inmunohistoquimica de una seleccién de los genes contenidos en
estos perfiles de expresién. Asi se han desarrollado toda una serie de
algoritmos para la valoracion de la expresion inmunohistoquimica de estas
proteinas que muestran un grado variable de concordancia con los sistemas de
clasificacion basados en el perfil de expresién génica (Tabla 2). El primer
algoritmo descrito por Hans y colaboradores(57) utiliza tres marcadores de IHQ
(CD10, BCL6 y MUML1) y tiene una concordancia con el perfil de expresion
génica (PEG) del 86%. Asi los algoritmos mas recientes (Choi y Visco-Young)
alcanzan grados de concordancia con el andlisis de PEG préximos al 90%(52,
58, 59). Estos algoritmos se utilizan actualmente como un surrogado imperfecto
pero factible del analisis de expresién génica y su impacto prondéstico se ha
validado en series independientes de pacientes tratados con R-CHOP(2, 52,

59).
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TABLA 2

PUBLICACION

NUMERO DE PACIENTES Y TIPO
DE SERIE

ALGORITMO/S
UTILIZADO/S

IMPACTO CLINICO

Comentarios

152 (CHOP, CHOP-like)

GCB (76% vivos alos 5 a) VS
non-GCB (34%), p< 0.001. PEG

Meyery cols. JCO 2010

262 R-CHOP y CHOP-like,
(multicéntrica, retrospectiva)

Muris, Nyman,
Natkunam, Tally

concordancia/impacto
pronéstico). PEG prondstico.

Hans y cols. Blood 2004 (multicéntrica, retrospectiva) Hans prondstico.
GCB (87% vivos alos 3 a) vs
84 (CHOP) + 63 (R-CHOP) ABC (44%) p < 0.001. PEG
Choi y cols. CCR 2009 (multicentrica, retrospectiva) Hans y Choi pronéstico. 93% concordancia con PEG
Todos los algoritmos con efecto
Hans, Choi, pronéstico (Choi y Tally mejor Choi y Tally, mayor

concordancia con GEP (87% y
93% respectivamente).

179 (CHOP) + 173 (R-CHOP),
multicentrica. Ensayo clinico

Morfologia inmunoblastica con

Ott y cols. Blood 2010 RICOVER 60 Hans ns OS, EFS. efecto pronéstico.
Hans, Choi,
157 (R-CHOP) (multicentrica, Muris, Colomo,
Guitierrez-Garcia y cols. Blood 2011 retrospectiva) Tally ns OS, PFS. PEG pronéstico. |Efecto prondstico sélo de PEG
miRNAs predictores de OS y
240 (R-CHOP y CHOP-like) GCB (81% vivos alos 2 afios) vs PFS. Score de riesgo
Montes-Moreno y cols. Blood 2011 (multicentrica, retrospectiva) Choi ABC (69%) p <0.05. combinado con IPI
1514 (RCHOP 347p, CHOP 289p, Hans, BCL2,
Early CHOP 878p) (multicéntrica | Ki67, HLA-DR, ns OS en R-CHOP, ni CHOP, Indice combinado
Salles y cols. Blood 2011 procedente de EECC) CD5 sélo significativo en Early CHOP BCL2+Ki67+IPI
1049 (475, RCHOP, "training set", 0OS, PFS, Hans, Choi y Visco-
574 RCHOP y CHOP only, Hans, Choi, Young pronésticos. PEG Visco-Young 3 marcadores,
Visco y cols. Leukemia 2012 "validation set") Visco-Young pronéstico. 92,6% concordancia con PEG.

3d. Otros marcadores inmunohistoquimicos y su utilidad en

la clasificacion diagnéstica del LBDCG.

Determinadas entidades clinico-patologicas dentro del espectro del LBDCG
muestran un fenotipo caracteristico. Este es el caso del linfoma plasmablastico.
Este subtipo de Linfoma B se considera una entidad clinicopatolégica
especifica en la actual clasificacién de la OMS, debido a sus peculiares rasgos
clinico-patoldgicos(6, 7). Desde el punto de vista fenotipico se caracteriza por
mostrar un fenotipo semejante al de las células plasmaticas, con pérdida de
marcadores de linea B como CD20 y PAX5 y adquisicion de marcadores de
diferenciacion terminal como CD138, CD38 e IRF4/MUML1(6, 60). El inicio de
esta diferenciacion terminal en células B normales esta finamente regulado por
el eje PAX5-PRDM1/Blimpl, de modo que la sobreexpresion de la proteina

PRDM1/Blimp1 inicia el programa de diferenciacion plasmocelular(61, 62). La
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sobreexpresion de PRDM1/Blimpl en neoplasias linfoides de fenotipo B se
asocia, de forma analoga a las células B normales, con diferenciacién
plasmocelular y se encuentra en casos de mieloma mdultiple, plasmocitoma,
linfoma B linfoplasmacitico y linfomas plasmablasticos(63). De forma semejante
a PRDM1/Blimpl, XBP1 es un factor de transcripcion esencial para la
diferenciacion plasmocelular y puede actuar de forma secuencial o
independiente a PRDM1/Blimpl en la induccion de este fenotipo(64, 65). La
expresion de XBP1 se ha verificado en tejidos de neoplasias de células
plasmaticas, linfomas plasmablasticos y un subgrupo de Linfomas B de células
grandes por dos grupos de investigacion independientes(66, 67). La expresion
de estas proteinas relacionadas con un estado de diferenciacion especifico
puede ser de utilidad en la subclasificacion diagnéstica de neoplasias linfoides,
que se basa, en parte, en el estado de diferenciacion o fenotipo de la célula
neoplasica en referencia al patrén de diferenciacion de las células B

normales(6, 7).

4. Identificacibn de nuevos marcadores moleculares a partir de

estudios de expresion. Perfiles de expresién de microARNSs.

Los perfiles de expresion de genes codificantes han ampliado las posibilidades
de clasificacion del LBDCG y actualmente la clasificacion de la OMS reconoce
las variantes moleculares GCB y ABC. Existen otros tipos de &acidos
ribonucleicos (ARN), en este caso no codificantes, denominados microARNs
cuyo perfil de expresion puede ser potencialmente utilizado en la

subclasificacién de las neoplasias linfoides.
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4a. microARNSs. Definicién, estructura y funcion.

Los microARNs son una clase de ARNs cortos (de aproximadamente 22
nucleétidos) que modulan la expresion geénica, alterando la traduccion o
induciendo la degradacién del ARN mensajero mediante su unién a la region
3'no codificante (3UTR) del ARNm diana(68). Se estima que los microARNS
regulan del 10 al 30% de los genes codificantes de proteinas y se han
identificado en torno a 1000 especies diferentes de microARNs en células B de
humanos(69). Asi, la expresion de este tipo de ARNs no codificantes es ubicua
en las diferentes especies de mamiferos y otros tipos celulares y estudios
posteriores han demostrado la existencia de microARNs especificos de tipo
celular y/o estado de diferenciacion, sugiriendo cierta especificidad de tejido en

la regulacién de la expresion de estos microARNs(70-72).
4b. microARNs en neoplasias linfoides.

La relacion del perfil de expresion de microARNs con diferentes fases de
maduracion de la célula B normal ha sido bien establecida. Por ejemplo, el
miR-150 se encontrd inicialmente en células B maduras, donde regula la
expresion de genes relacionados con diferenciacion linfoide B como C-
MYB(73). Otros microARNs como miR-223 estan sobreexpresados en los
estadios de célula B naive y de memoria, en comparacion con las células B del
centro germinal. La expresion de miR-223 en células naive inhibe la expresion
de factores de transcripcién que habitualmente se expresan a altos niveles en

la células B centrogerminal normal como LMO2(74).

Esta relacion entre la expresion de microARNs y estadios de diferenciacion

especificos se reproduce parcialmente en las neoplasias linfoides de modo que
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se encuentran grupos de miRNAs diferencialmente expresados entre distintos
subtipos moleculares de LBDCG como el GCB y el ABC, en estudios realizados
en lineas celulares(75). Asi los microARNs son marcadores de diferenciaciéon

celular.

Ademéas de su papel en diferenciacion celular se ha encontrado que
microARNs especificos tienen un papel oncogénico en neoplasias linfoides.
Asi, el miR-155, producto del gen BIC, se sobreexpresa en varios tipos de
neoplasias linfoides B (linfoma de Hodgkin y linfomas B de célula grande) y su
expresion transgénica en ratones provoca neoplasias linfoides B(76). Otro
ejemplo lo constituye el oncomir-21 cuya sobreexpresion en ratones
transgénicos conduce a una neoplasia linfoide de fenotipo pre-B dependiente
de la sobreexpresion mantenida de miR-21(77). Asi, algunos miRNAs se
convierten en dianas terapéuticas cuya inhibicion farmacoldgica podria

controlar la proliferacién neoplasica.

I HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A pesar de los avances en la quimioterapia de combinacion con antraciclinas e
incluyendo inmunoterapia con anticuerpos monoclonales (i.e antiCD20), existe
aun un grupo significativo de pacientes (30-40%) con LBDCG, que permanece
refractario a la terapia o falla precozmente a la misma(15, 16). La estimacién
del prondstico de estos pacientes tratados con quimioinmunoterapia se basa

fundamentalmente en criterios clinicos. Sin embargo hay evidencia suficiente
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de que los rasgos biolégicos de la neoplasia condicionan su conducta y pueden

ser utilizados también para predecir el curso clinico post-tratamiento.

La hipétesis de esta tesis doctoral es que la expresion de determinados
marcadores biologicos en las muestras tumorales de Linfoma B Difuso de
célula grande tiene un impacto en la conducta biolégica de estas neoplasias y,
por consiguiente, en el prondstico clinico de los pacientes, en relacion con

supervivencia global y respuesta a la terapia habitual.

El objetivo fundamental de la presente tesis doctoral es doble. Por un lado se
pretende la identificacibn de marcadores biologicos de utilidad diagnéstica y
pronéstica en Linfoma B Difuso de Células Grandes. Por otro lado se trabaja en
la descripcion de entidades clinicopatolégicas concretas (i.e Linfoma
Plasmablastico y Linfoma B Difuso de Célula Grande asociado a EBV y edad

avanzada).

I RESULTADOS

Los resultados de esta investigacién han sido publicados en cuatro originales
en revistas de ambito internacional. Se adjuntan con este documento(1-4) y se

exponen a continuacion.

GCET-1 es un marcador restringido a un subgrupo de linfomas B
derivados del centro germinal. (de “Gcet1 (centerin), a highly restricted

marker for a subset of germinal center-derived lymphomas”)(1)
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GCET-1 (SERPINA9) se sobreexpresa en muestras de linfoma B Folicular

en comparacion con muestras de hiperplasia linfoide B reactiva.

Los datos de expresion de cDNA mediante microarrays de 33 muestras de
Linfoma Folicular (LF) mostraron una sobreexpresion del ARNm de GCET1 de
2.21 veces mayor en comparacion con 3 muestras de ganglio linfatico reactivo
(Figura 1). Con la excepcion de las subunidades de histonas la expresion de
GCET1 fue, en nameros absolutos, la mayor de todos los genes incluidos en
esta firma molecular de linfoma folicular, mayor incluso que la de otros genes

asociados con un fenotipo centrogerminal como CD10 (MME).
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Figura 1: Firma molecular del linfoma B folicular. Imagen mostrando el perfil de

expresion génica de 33 casos de linfoma folicular normalizados con 3 casos de hiperplasia
linfoide reactiva ganglionar. El color rojo denota un nivel de expresién alto del gen en
comparacion con el tejido normal; el color azul indica un nivel de expresién bajo. Con la
excepcion de las subunidades de histonas, GCET1 (SERPINA9) se expresa en numeros
absolutos mas que el resto de genes de esta firma molecular, incluidos genes relacionados con

el estado centrogerminal establecidos como MME (CD10) y BCL6 (no mostrado), asi como

nuevos marcadores centrogerminales como KLHL6 y DTX1(78).

La proteina GCET1 se expresa en células B del centro germinal y

neoplasias linfoides relacionadas.

Tras la generacion de un anticuerpo monoclonal especifico (anti-GCET1 moAb)
de la proteina derivada del gen GCET1 (véase material y métodos en original
de referencia(2)) se procede a la caracterizacion de la expresion en tejidos
linfoides normales y patolégicos fijados en formol e incluidos en parafina
(FFIP). La proteina GCET1 se expresa en tejido linfoide, especificamente en
células B del centro germinal. Se encuentra en los centros germinales de la
amigdala palatina, ganglio linfatico y pulpa blanca esplénica. No se observé
expresion en el timo normal o en otros tejidos fetales o adultos estudiados. En
las células B del centro germinal la proteina GCET1 se identifica en el
citoplasma de la célula, con un patron granular y frecuentemente con un halo
perinuclear o punto (tincion de Golgi). En el centro germinal identifica
centroblastos (células grandes no hendidas) y centrocitos grandes (células
grandes hendidas) pero no centrocitos pequefios (células pequefias hendidas)
u otras células accesorias. No se observa una clara diferencia en la expresion

al comparar la zona oscura (con alta fraccion proliferativa) con la zona clara del
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centro germinal. Sélo de forma excepcional se identificaron aisladas células
grandes en la zona del manto, positivas con anti-GCET1. Al comparar la tincién
de GCET1 con la inmunotincion para BCL6 y CD10 en casos de hiperplasia
folicular linfoide reactiva se observa que anti-GCET1 identifica una
subpoblacién de células positivas para CD10 y BCL6. Utilizando una técnica de
doble tincion con inmunofluorescencia indirecta e inmunoperoxidasa se
observa que GCET1 se expresa en una amplia mayoria de células positivas
para BCL6. Sin embargo algunas células BCL6 positivas son negativas con
anti-GCET1. La doble inmunotincibn con antiGCET1 y un marcador de
proliferacion (Ki-67) demostro que todas las células GCET1 positivas estan en
fase proliferativa, mientras que unas pocas células proliferantes no expresan
GCET1. La tincién doble inmunoenzimatica con GCET1 y MUM1/IRF4
demostré6 un patron mutuamente excluyente con una minoria de células
positivas para ambos marcadores (dobles positivas GCET1-MUM1/IRF4)

(véase figura 2).
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Figura 2. Validacién de GCET1 vy caracterizacion en foliculos linfoides

reactivos.

(A, B) Preparaciones de citocentrifuga con células HEK transfectadas. La linea celular HEK
transfectada con ADNc de GCET1 muestra una tincién especifica con el monoclonal
antiGCET1 (clon RAM). Sin embargo, la misma linea con el ADNc de GCET2 es negativa con
el monoclonal antiGCET1. (C-F) Doble inmunofluorescencia combinada con tincién enziméatica
en foliculos reactivos. GCET1 se expresa en una proporcién amplia de células positivas para
BCL6 mientras que una minoria de células positivas para BCL6 fueron negativas para GCET1
(C-D). La doble inmunotincion para GCET1 y Ki67 demostrd que todas las células GCET1
positivas expresan Ki67 mientras que una minoria de células positivas con Ki67 eran negativas
con GCET1 (E-F). (G-H) La inmunotincién del foliculo reactivo con el monoclonal antiGCET1
esta restringida a células B del centro germinal. Se observa una tincién citoplasmica y granular
en centroblastos y centrocitos grandes pero no en centrocitos pequefios. (I-K). Se muestra el
mismo centrogerminal tefiido con anticuerpos frente a GCET1, BCL6 y CD10. EI monoclonal
frente a GCET1 muestra un patrén de tincion heterogéneo, identificando una subpoblacion de
células que coexpresan CD10 y BCL6. (L) La doble tincion inmunoenzimatica con GCETL1 (rojo)
y MUM1/IRF4 (marrén) demuestra una subpoblaciébn minoritaria de células que coexpresan
GCET1 y MUM1/IRF4 (flechas rojas). Las flechas azules y verdes identifican células positivas

s6lo para GCET11 y MUM1/IRF4, respectivamente.

La expresion de GCET1 se testd en muestras de 369 pacientes con linfoma.
Los resultados se resumen en la tabla 3. GCET1 se expresa en un gran
namero de neoplasias linfoides B, especialmente en aquellas que derivan de
células B del centro germinal (82 de 89 (92%) linfomas B foliculares y 7 de 19
(37%) linfomas de células de Burkitt (LB). Algunos LF mostraban aisladas
células positivas para GCET1. Las células positivas se encontraron en los
centros germinales neoplasicos y en la zona marginal, mientras que las células

B interfoliculares fueron usualmente negativas (figura 3). En los casos de LB
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positivos la tincion fue citopldsmica y difusa (en la mayoria de las células
neoplasicas). Sin embargo algunos casos de LF y LB fueron negativos.
Ninguno de los otros linfomas B de célula pequefia testados (leucemia/linfoma
linfocitico, 20 casos, linfoma de la zona marginal esplénico, 19 casos, linfoma
del manto, 19 casos) mostraron positividad para GCET1 excepto aislados

centros germinales reactivos rodeados por la neoplasia.

Aproximadamente la mitad de los casos de Linfoma B de célula grande (34 de
72, 47%) fueron positivos para GCET1. En el 40% de los casos positivos la
tincion fue difusa e intensa en mas del 50% de la celularidad neoplasica. Sin
embargo en el 60% de los casos la tincién fue heterogénea, con una poblacion
de células positivas menor del 50% de la celularidad neoplasica (figura 3). Al
subclasificar los casos de LBDCG en los subtipos GCB y no-GCB segun el
algoritmo de Hans y cols(57) se observo que los casos de tipo GCB son mas
frecuentemente positivos (GCB: 21 de 31 positivos, 68%, no-GCB: 3 de 21

positivos, 14%) aungue la concordancia no es perfecta.

Mas de la mitad de los casos (7 de 13 casos, 54%) de linfoma B rico en células
T e histiocitos fueron positivos para GCET1. En estos casos la tincién fue
intensa y selectiva de las células neoplasicas grandes. En los casos de Linfoma
de Hodgkin, GCETL1 reconoci6 practicamente todos los casos de linfoma de
Hodgkin de tipo predominio linfocitico nodular (38 de 40 casos, 95%), un
subgrupo de linfomas de Hodgkin de tipo rico en linfocitos (2 de 15 casos, 13%)
pero ningun caso de los del tipo esclerosis nodular o celularidad mixta (56
casos en total). En los casos de linfoma de Hodgkin de tipo predominio

linfocitico nodular la tincién fue intensa y especifica de las células de tipo PL
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(Predominio Linfocitico, anteriormente conocidas como LH). Se identificaron

aislados blastos B positivos para GCET1. Ninguno de los 18 casos de Linfoma

T periférico NOS evaluados fue positivo con antiGCET1.

TABLA 3. Expresion inmunohistoquimica de GCETL1 en los

principales tipos de linfoma.

Numero de
casos GCET1+ (%) Comentarios

DIAGNOSTICO estudiados
Linfomas de células B
Leucemia linfocitica cronica/ 0
linfoma linfocitico (LLC/LLP) 20 0 (0%)
Linfoma esplénico de la zona o
marginal (LSZM) 8 0 (0%)
Linfoma de células del manto o
clasico (LCM) 19 0 (0%)
Linfoma de Burkitt (LB) 19 7 (37%)
Linfoma folicular (LF) 89 82 (92%)
Linfoma B Difuso de células o GCB: 21/31+; NO-GCB:
grandes (LBDCG) 2 34 (47%) 3/21+.
L!nf_oma Bricoencélulas T e 13 7 (54%)
histiocitos
Linfoma de Hodgkin
Linfoma de Hodgkin,
predominio linfocitico nodular 40 38 (95%)
(LHPLN)
Linfoma de Hodgkin clasico o
rico en linfocitos (LHCRL) 15 2 (13%)
Otros linfomas de Hodgkin
clasico (celularidad mixta y 56 0 (0%)
esclerosis nodular))
Linfoma de células T
Linfoma T periférico (LTP)
NOS 18 0 (0%)
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Figura 3. Expresion inmunohistoquimica de GCET1 en los principales tipos de

Linfoma B.

(A-D) Expresion de GCET11 en linfoma folicular. Las células positivas se localizan en el centro
germinal (A), asi como en areas de diferenciacién marginal (B) y areas difusas (C). A mayor
aumento (D) se identifica un patrén de tincién difuso y heterogéneo en la poblacion neoplasica.
(E,F) Expresién de GCET1 en linfoma de Burkitt. En los casos de linfoma de Burkitt positivos
para GCETL1 la tincion es difusa con una localizacidon citoplasmica caracteristica (E). Sin
embargo algunos casos de LB fueron negativos (F). (G, H) Expresion de GCET1 en LBDCG. (I)
Expresion de GCET1 en Linfoma B rico en células T e histiocitos. En los casos positivos
GCET1 tifie selectivamente las células neoplasicas. El patron de tincibn es semejante al
observado en linfoma de Hodgkin de tipo predominio linfocitico nodular (J) y en los casos
positivos de linfoma de Hodgkin clasico rico en linfocitos (K). Sin embargo, un subgrupo de
linfomas de Hodgkin clasico rico en linfocitos (L) y todos los demas casos de linfoma de

hodgkin clasico (esclerosis nodular y celularidad mixta) fueron negativos para GCET1.
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Expresién de microARNs en linfoma B difuso de células grandes tratado
con quimioinmunoterapia. (de“ miRNA expression in diffuse large B-cell
lymphoma treated with chemoimmunotherapy”)(2)

Los microARNs sirven de excelentes biomarcadores para el diagnéstico y
prondstico en cancer(79-81), incluyendo las neoplasias hematolinfoides(82-84).
Adicionalmente se ha demostrado que pueden servir para identificar diversos
estadios de diferenciacion(72, 74, 85) o estar relacionados con la
transformacién maligna(76, 86) y la sensibilidad o resistencia a farmacos(87).

El principal objetivo de este estudio fue la identificacion de una firma de
microARNs asociada con el prondstico clinico de pacientes con LBDCG
tratados de forma homogénea con R-CHOP, utilizando muestras tumorales al
diagndstico fijadas en formol e incluidas en parafina (FFIP). Adicionalmente se
investigo si el andlisis de expresion de microARNs permitia distinguir miRNAs
diferencialmente expresados entre las dos variante moleculares de LBDCG, es
decir tipo CGB o de célula B activada (ABC). El disefio experimental se resume

en la figura 4.
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Grupo de Descubrimiento (36 pacientes con LBDCG)

Busqueda de microARNs candidatos
relacionados con la clasificacion GCB-ABC.

Busqueda de microARNs candidatos
relacionados con pronéstico

Se utiliza el perfil de expresion génica mediante
microarray para clasificarlos casos en GCB-ABC

Se utilizan datos de supervivencia global (OS) para
clasificarlos casos.

8 miRNAs estan diferencialmente expresados entre los

57 miRNAs estan relacionados con OS (P < 0.05 en el

dos subtipos de LBDCG (FDR < 0.03)*

analisis de regresion de Cox univariante)**

Grupo de Test (240 pacientes con LBDCG)

PCR multiplex a tiempo real a partir de ARN de tejido tumoral FFIP de 9 miRNAs seleccionados (los
valores -ACt son los utilizados para el andlisis estadistico)

=

Grupo de generacién del modelo (123
pacientes)

Modelos predictores para OS y PFS basados en la
expresion de microARN, IPI y la combinacion
microARN+IPI.

Grupo de Validacion (117 pacientes)

Validacion de la capacidad predictiva de los
modelos (usando IAUC, Ciy el score de Brier).

.

Prueba de las funciones de supervivencia basadas en micro-ARN y la combinacion de microARN+IPI en el grupo de
test.

Figura 4. Disefio experimental.

La serie de pacientes se divide en dos grupos: un grupo de descubrimiento (36 pacientes con
tejido tumoral congelado disponible para andlisis de expresibn de genes y microARNs
utilizando microarrays) y un grupo de test (240 pacientes con tejido tumoral FFIP de la muestra
diagndstica). El grupo de test se subdivide en un grupo de generaciéon del modelo (123
pacientes) y un grupo de validacion (117 pacientes). * la subclasificacion molecular de los
casos de LBDCG se hace segun el algoritmo de Wright et al(45). ** la relacion entre la firma de
miRNAs y supervivencia global se basa en un andlisis de regresion de Cox univariante

utilizando SignS(88).

Caracteristicas clinicas de la serie a estudio.

En la tabla 4 se muestra un resumen de las caracteristicas clinicas de la serie
de pacientes incluidos en este estudio. Se recogieron los datos clinicos e

histopatolégicos de un total de 258 pacientes. La mediana de seguimiento para
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todos los pacientes fue de 21,3 meses. La mediana de seguimiento de los
pacientes vivos en el Ultimo momento de seguimiento fue de 27 meses (rango
2-105 meses). La supervivencia global estimada a los 2 afos fue de 74,7%
3% y el tiempo estimado libre de progresion de 67,5% + 3%. Ya que el nUmero
de eventos en la mediana de seguimiento supone el 75% (44 de 5) y 92% (66
de 77) del total de eventos para supervivencia global y tiempo libre de
progresion, respectivamente, se consider6 que la serie de pacientes era
adecuada para el analisis estadistico, a pesar del limitado tiempo de

seguimiento.

No se encontraron diferencias significativas entre las variables del IPI en los
grupos de generacion del modelo y el de validacién, con la excepcion de la
edad. Todos los componentes del IPI fueron prondsticos para supervivencia
global (OS, de overall survival) en el andlisis univariante y todos excepto la
edad para supervivencia libre de progresion (PFS de progression free survival).
Los riesgos relativos e intervalos de confianza para cada variable se muestran
en la tabla 4 y las estimaciones de supervivencia de acuerdo con el IPl en la

figura suplementaria 1 del original adjunto(2).
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Tabla 4: Caracteristicas clinicas de la serie.

GRUPO DE
DESCUBRIMIENTO GRUPO DE TEST (240 PACIENTES)
GENERACION VALIDACION
Riesgo relativo de
Namero de pacientes 36 123 117 Riesgo relativo de muerte progresion (PFS) (95% CI);
(0S) (95% CI); p valor p valor
Factores IPI p
Edad 0,004 2.406 (1.298-4.462);0.005  1.238 (0.758-2.021); 0.394
<60 arios 13 61 35
> 60 afios 23 62 79
Estadio 05 2.221 (1.213-4.067); 0.01 3.287 (1.823-5.927); 0.000
Hi 8 55 43
-V 28 68 65
LDH 0,112 3.13 (1.53-6.43); 0.001 3.051 (1.66-5.608); 0.000
bajo 10 56 28
alto 26 67 55
Estado funcional (PS) 0,87 2.265 (1.306- 3.929); 0.004  1.956 (1.182-3.238); 0.009
Ambulatorio (0-1) 29 90 56
No Ambulatorio (2-4) 7 33 22
Afectacion extraganglionar 0,49 2.012 (1.135-3.565); 0.017  2.197 (1.315-3.670); 0.003
< 1 sitio 28 96 57
>1 sitio 8 27 21
IPlscore 0,067 1.690 (1.378-2.073); 0.000 1.479 (1.244-1.758); 0.000
Bajo riesgo (0,1) 6 46 33
Riesgo Bajo-intermedio (2) 10 24 25
Riesgo intermedio-alto (3) 12 29 26
Alto riesgo (4,5) 8 22 28

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de la serie. Se muestra la distribucién de factores del

IPI. El test de x2 se utilizé para testar las diferencias en las proporciones de factores
prondsticos individuales entre las series de generacién y validacion. El riesgo relativo de los
eventos (OS y PFS) estimado mediante un analisis de regresion de Cox univariante se muestra

para cada factor del IPI en el grupo de test (240 pacientes).

Confirmacion de la capacidad prondstica de la clasificacion segun la

célula de origen (GCB o ABC) basada en inmunohistoquimica.

Se realiz6 inmunohistoquimica en los 240 casos con tejido FFIP disponible. La
mayoria de los casos (232 de 240) se pudieron clasificar en los subtipos GCB o
ABC segun el algoritmo publicado por Choi y cols. que utiliza cinco marcadores
(.,e GCET1, CD10, BCL6, MUM1, FOXP1)(58). Ciento seis (106) casos se
clasificaron como tipo GCB (46%) y 126 como tipo ABC (54%). La
supervivencia global estimada a 2 afios para el subgrupo de casos de LBDCG
ABC fue de 69,8% + 4,5%, significativamente inferior que la de los casos de
tipo GCB (81, 4% * 4,3%, p<0.05). Las diferencias en supervivencia libre de
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progresion también son significativas entre ambos grupos (60,7% + 4,7% para
el subtipo ABC frente a 75,6% + 4,6% para el tipo GCB, p<0,05). Véase figura

suplementaria 1 en original de referencia(2).

Identificacién de una firma de microARNs relacionada con la célula de

origen.

29 casos se estudiaron mediante arrays de expresion génica y, utilizando el set
de genes propuesto por Wright y cols.(45) 11 casos fueron clasificados como
de tipo GCB y 18 casos como de tipo ABC. Ocho microARNs se encontraron
diferencialmente expresados entre estos subtipos (FDR <0.03, véase tabla
suplementaria 2 en original de referencia(2)). Asi, miR-331, miR-151, miR-28,
miR-454-3p estan sobreexpresados en los casos de LBDCG de tipo GCB
mientras que miR-222, miR-144, miR-451 y miR-221 estan sobreexpresados en
el subtipo ABC. Se buscaron los genes diana que potencialmente estan bajo la
regulacion de estos microARNs (véase material y métodos en original de
referencia(2)). Pares de regulacién relevantes incluyen miR151-5p y miR28-5p
gue tienen como diana a FOXP1, miR-144 y LRMP1 y miR-451 y MME (CD10).
Despues de aplicar un analisis de enriqguecimiento en grupos de genes (gene
set enrichment o0 GSEA (GSEA v2)(89)) se observa como la firma de la célula B
centrogerminal (esto es, genes relacionados con la diferenciaciéon
centrogerminal) es el principal grupo de genes que pueden estar siendo
regulados por los microARNs diferencialmente expresados entre los subtipos
GCB y ABC (véase figura 5 vy tabla 2 suplementaria del original de

referencia(2)).
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Systematic Name p- value Corrected p-value FCAbsolute regulation
hsa- miR-222 0,00103781 0,006226859 2,6027915 down GC-type
hsa- miR- 144 0,00217492 0,010439598 4,596235 down GC-type
hsa- miR-451 0,00554366 0,02217463 3,285324 down GC-type
hsa-miR-221 0,00920023 0,02936512 2,5527115 down GC-type
hsa- miR-148a 0,01491853 0,036397338 2,3123398 down GC-type
hsa- miR-331 9,27E-07 2,23E-05 2,613358 up GC-type
hsa-miR-151 3,32E-06 3,99E-05 2,8651066 up GC-type
hsa- miR-28 5,31E-04 0,004248995 2,26739 up GC-type
hsa- miR-454-3p 0,00978837 0,02936512 2,2144535 up GC-type
hsa-miR-210 0,01516556 0,036397338 2,5904675 up GC-type
hsa- miR- 183 0,01981301 0,043228388 2,6924877 up GC-type
hsa- miR-138 0,02459794 0,049195886 4,409964 up GC-type

microRNAs differentially expressed between DLBCL subtypes after t-test (using FDR

B

{Benjamini- Hochber correction)

miRNA-mRNA Pairs in GCvsABC

miRNAs Down mRNA_Up mRNA_Unchanged mRNA_Down Total
hsa-miR-222 1 105 3 109
FDZRNg
hsa-miR-144 2 170 0 172
ANUBL1, LRMP
hsa-miR-451 3 114 (o] 117
METAP2, MGC72075, MME
hsa-miR-221 o 107 1 108
hsa-miR-148a 1 105 3 109
U464_HUMAN
miRNAs Up mRNA_Up mRNA_Unchanged mRNA_Down Total
hsa-miR-331-3p 0 104 1 105
DBN1
hsa-miR-151-5p 1 102 4 107
ADAMS, Cioorf116, CYBSR2, FOXP1
hsa-miR-28-5p 4 124 4 132
C3o0rf6, SLCPO4A1(2 pairs), FOXP1
hsa-miR-454 1 130 o 131
hsa-miR-210 0 96 3 99
COLgA3, CYBsR2, DBN1
hsa-miR-183 0 121 1 122
CPNE3_HUMAN
hsa-miR-138 0 120 1 121
MPST
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GC B-CELL 29 0.7797555 2.02472 0] 3.19E-04
BLIMP-1 TARGETS 11 0.76809406 1.68849 0.01104972 0.02698066
IRF3 TARGETS 15 0.40516844 1.2319682 0.18253969 0.4893543
GC TH-CELL 31 0.33119276 0.95444435 0.5114943 0.87503886
TCELL CYTOKINE SIGNALLING 19  0.32336858 0.9172284 0.59921414 0.76017994
CD8 T-CELL DIFFERENTIATION 7 041781434 0.8806342 0.5952381 0.6849858
NK-CELL PTH 6 0.40559143 0.753481 0.74454147 0.74337876
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Figura 5. Identificacién de una firma de microARNSs relacionada con la célula de

origen.

Ocho microARNs se encontraron diferencialmente expresados entre los subtipos GCB y ABC
(A). Adicionalmente los genes diferencialmente expresados entre los subtipos GCB y ABC se
filtraron usando MiRBase (miRBase v11.0, (MICROCOSM) y se seleccionaron aquellos que
son considerados dianas potenciales de alguno de los microARNs diferencialmente expresados
(B). Se realizé un analisis de Gene Set Enrichment (GSEA v2) con este grupo de genes
utilizando como clasificadores gene sets relacionados con linfoma (BIOCARTA-lymphoma

curated gene sets) (C).

Identificacién de microARNs relacionados con prondéstico en LBDCG y
generacion de un modelo pronoéstico basado en la expresion de

microARNS.

Con la intencion de identificar microARNs relacionados con pronéstico pero no
asociados con las firmas previamente descritas en relacion con el subtipo GCB
o ABC se realizdé un andlisis de Cox univariante utilizando Signs(88) con los
datos de expresion de microARNs de 36 casos de LBDCG del set de
descubrimiento. 57 microARNs se correlacionan con supervivencia global
(p<0.05). Ninguno de estos microARNs forma parte de la firma asociada con la
célula de origen sugiriendo que este método es complementario al previamente

utilizado.

Tras los analisis previamente descritos se selecciond un grupo de 9 microARNs
de los que se midi6 su expresion mediante PCR a tiempo real en la serie de
test de 240 pacientes con tejido FFIP disponible. Siete de estos microARNs

(miR-221, miR-222, miR-331, miR-451, miR-28, miR-151 y miR-148a) fueron
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identificados en relacion con la firma GCB-ABC y dos microARNs (miR- 93 y

miR-491) se obtuvieron del analisis de Cox univariante en relacion con OS.

Mediante andlisis de regresion de Cox se generaron tres modelos de
supervivencia independientes, basados en el score IPl, la expresion de
microARNs (de los 9 microARNs seleccionados) y la clasificacibn en GCB y
ABC mediante inmunohistoquimica. Estos modelos se generaron tanto para OS
como para PFS en la serie de generacion del modelo. El modelo basado en la
expresion de microARNs tomado como variable continua muestra capacidad
prondstica tanto para supervivencia global como para supervivencia libre de
progresion. Su capacidad predictiva en el grupo de validaciéon se confirmé con
tres métodos estadisticos distintos, incluyendo el area bajo la curva ROC, el
indice de concordancia y el score de Brier (véanse los detalles en el material
suplementario del original de referencia(2)). Para visualizar el impacto
pronéstico se generaron curvas de Kaplan-Meier utilizando toda la serie de
pacientes (grupo de test de 240 pacientes). Tras estratificar los casos utilizando
la mediana del score continuo obtenido de los modelos basados en la
expresion de microARNSs los pacientes se clasificaron en dos grupos, un grupo
con un bajo score de microARNSs (por debajo de la mediana) y un grupo con un
score alto de microARNs (sobre la mediana). Las diferencias entre ambos
grupos de pacientes en cuanto a supervivencia global y supervivencia libre de

progresion fueron significativas (p log Rank < 0.001). Véase figura 6.
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| PSR,

Low miRNA score (119 patients) Low miRNA score (119 patients)

High miRNA score (119 patients)

High miRNA score (119 patients)

Survival (% of patients)

@ o 7 % & @ n
OS Time (months) PFS Time (months)

Low miRNA score Low miRNA score
Number of patients at risk 9 @2 6 B M 5 2 o 0 o o Nurnber of patients at risk 119 8 5 2 10 6 3 1 0 0 0

High miRNA score High miRNA score
Nurriber of patients a risk 4% B8 43 36 s R A B Wi R Nurnber of patients at risk M9 64 3% 2 12 9 6 4 1 0 0

Figura 6. Representacion de Kaplan-Meier de los modelos de supervivencia

basados en la expresion de microARNS. Se han calculado los scores de supervivencia

basados en la expresién de microARNs para cada paciente en el grupo de test a partir de la
funcion de supervivencia obtenida en el set de generacion del modelo. Tras estratificar con la
mediana se generan las curvas de Kaplan-Meier para OS y PFS (test de log-rank, p< 0.001

para OS y PFS).

Tras analizar los tres modelos generados (basados en IPI, microARNS vy
clasificacion GCB- ABC segun inmunohistoquimica), sélo la combinacion de la
expresion de microARNs e IPI era significativamente mejor que los modelos
individuales, tanto para supervivencia global como supervivencia libre de
progresion (x2 <0.05 para todas las comparaciones). Asi se generaron modelos
combinados mediante backward stepwise selection utilizando el area bajo la
curva como criterio, tanto para OS como para PFS (los detalles de las
funciones de supervivencia generadas se pueden encontrar en los métodos
suplementarios del original de referencia(2)). Dado que el tipo de procedimiento
utilizado incluye un analisis multivariante (seleccion por pasos de variables),
esto implica que la prediccion basada en microARNs es independiente de la
provista por el score IPl. Los riesgos relativos asociados a cada uno de los

elementos de los modelos combinados se muestran en la figura 7.
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Figura 7. Graficas de ratios de riesgo. Se muestra para cada variable continua el log del

ratio de riesgo asociado. Este ratio de riesgo se calcula a partir del logaritmo de la diferencia de
los rangos intercuartilicos. Por ejemplo, para miR-222, el primer y tercer cuartil son 1.515 y
3.945; la barra muestra el ratio de riesgo. Para PFS: exp(0.315 * [3.945-1.515] = 2.15) con el
intervalo del 75% y 95%. Para el score IPIl, como variable discreta se muestra el log del ratio de

riesgo comparando cada uno de los valores con el score 0 como referencia.

A continuacion se generaron curvas de Kaplan-Meier para supervivencia global
y supervivencia libre de progresion en la serie de test utilizando los modelos
combinados. Los casos se estratifican de acuerdo a la distribucion en terciles
(Figura 8). Se identifica un grupo de pacientes de alto riesgo con

supervivencias globales y libres de progresion inferiores al 50% tras 2 afios de
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seguimiento.
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Figura 8: Representacion grafica mediante Kaplan-Meier del modelo que

combina microARNSs e IPI. Para cada paciente se calculan los scores de supervivencia a

partir de la funcion de supervivencia que combina microARNs e IPI obtenida en la serie de
generacion del modelo. Tras estratificar en terciles se generan las curvas de supervivencia (test

log-rank p < 0.001 para OS y PFS).
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Linfomas B agresivos con diferenciacion plasmocelular: caracterizacion
inmunohistoquimica del linfoma plasmablastico y el linfoma B difuso de
célula grande con un fenotipo plasmablastico parcial. ( de “Aggressive
large B-cell lymphoma  with plasma cell differentiation:
immunohistochemical characterization of plasmablastic lymphoma and

diffuse large B-cell ymphoma with partial plasmablastic phenotype”(3)).

El linfoma plasmablastico ha sido reconocido en la ultima clasificacion de las
neoplasias linfoides de la OMS como una entidad clinicopatolégica dentro del
grupo de los linfomas B no Hodgkin. Se considera que es una neoplasia
derivada de células B con diferenciacion terminal que muestran un
inmunofenotipo equivalente al de las células plasméticas. El diagnostico
diferencial con el Linfoma B Difuso de célula grande convencional de tipo ABC
y el mieloma de células plasmaticas de morfologia plasmablastica es dificil de
establecer desde el punto de vista morfolégico e inmunofenotipico debido a la
ausencia de un fenotipo caracteristico de esta entidad. En este trabajo se
presenta un analisis de la variablidad fenotipica en una serie de 35 casos de
linfoma plasmablastico utilizando nuevos marcadores inmunohistoquimicos de
diferenciacion plasmocelular como PRDM1/Blimpl y XBP1s(63, 67). Asimismo
se realiza una correlacién entre el fenotipo plasmabléastico y el curso clinico,

comparando con una serie control de LBDCG convencional.

El linfoma plasmablastico muestra inmunofenotipos caracteristicos.

Se ha encontrado que los casos de linfoma plasmablastico (LPB) muestra dos
inmunofenotipos principales (figura 9 y tabla 5). El mas comun (en 20 casos,

57%) consiste en un fenotipo plasmablastico completo con pérdida de
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marcadores de diferenciacion B (CD20 y PAX5 negativos o débilmente
positivos) y expresion de dos marcadores de diferenciacién plasmocelular
(PRDM1/Blimpl y XBP1s). La mayoria de estos casos muestran expresion de
superficie de CD138 (13 casos). Dos casos diagnosticados previamente con
LBDCG NOS en la serie control mostraron el mismo fenotipo por lo que se
reclasificaron como LPB. El segundo fenotipo encontrado es el fenotipo
plasmablastico variante que se define por la pérdida de marcadores B y
presencia de menos de dos marcadores de diferenciacion plasmocelular. Este

fenotipo se encuentra en 15 casos (43%). Este grupo se divide en:

- 11 casos (31%) con ausencia 0 expresion débil de CD20 y PAX5 y
expresion de PRDM1/Blimpl con negatividad para XBP1s. De éstos en
5 casos se observa expresion de CD138.

- 4 casos con inmunofenotipos atipicos: un caso positivo con XBP1s y
negativo para el resto de marcadores, 3 casos negativos para los 4

marcadores utilizados.

Al comparar los casos positivos para EBV mediante hibridacion in situ para
EBER con los casos negativos se observaron diferencias significativas en la
expresion de marcadores B. Asi, el 57% de los casos EBV negativos fueron
débilmente positivos para CD20 y el 42% débilmente positivos para PAX5,
mientras que soélo el 13 y 16% de los casos EBV positivos fueron
débilmente positivos para CD20 y PAX5 respectivamente, siendo el resto
consistentemente negativos. La expresion de Ki67 fue uniformemente

elevada en todos los casos (media de 87%). La inmunotincion para p53
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demostrd positividad débil en la mayoria de los casos con un 17% de los

mismos con intensidad fuerte sugestiva de mutacion de p53.

Como hallazgo relevante se observd positividad para CD10, GCET1 y
KLHL6, marcadores de célula B del centro germinal(1) en una fraccion de
las muestras. 9 casos (26%) fueron positivos para GCET1, 5 casos (14%)
fueron positivos para KLHL6 y 7 casos (20%) fueron positivos para CD10
(figura 9). Adicionalmente se encontr6 expresion de BCL6 en 2 casos.
IRF4/MUM1 fue positivo en todos excepto en dos casos.

HE CD20 PAX5 BLIMP1 XBP1 CD138 EBER GCET1

PR T

: s
0y
A ::d.‘:.o:;"ao ! ‘o

Figura 9. Perfiles de expresibn inmunohistoquimica en linfoma

plasmablastico. (A) Fenotipo plasmablastico completo (positividad para PRDM1/Blimp1,

XBP1s y negatividad o positividad débil para CD20 y PAX5), con expresion de CD138 y
EBV-EBER mediante hibridacion in situ cromogénica. (B) Fenotipo plasmablastico
completo en ausencia de expresion de EBV-EBER. (C) Fenotipo plasmablastico completo
con expresion de GCET1. (D) Fenotipo plasmablastico variante con expresion de EBV-

EBER. (E) Fenotipo plasmabléstico variante con expresion de GCET1.
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N  EBV-EBER (ISH) CD20 PAXS BLIMP1 XBP1 GCET1 KLHL6  BCL6 CD10 MUMi  CD38 CD138

1 + + + - + + +
2 + + + + + + +
3 + - - + + + +

4 + +- +- + + + +

5 + - - + + +- - + + +

6 + + + + +

7 + + + + +

8§ + + + + + -
9 + - + + + + +
10 + +- + + - + + +
11 + + + + + +
12 + - + + + +
13 - +- - + + + + +
14 - +- +- + + + + +- -
15 + +- + +- + +/- + + -
16 + + +- +/- + + +
17 + + +- + + + +
18 + + +- + +/- + + +
19 + +- + +/- + + +
20 + + + + +-
21 + +- +- + - + -
2 + + + + +

23 + + +- + +- +-
24 + + + + -
25 + + + +
26 + +- +- + - +

2 - +- +- + + +- + + -
28 + + + + +
29 + + + +
30 + +/- + + + +
31 + +- + +- -
32 + +- + + +/-
33 + + + + +

34 + - - + + +
35 - +- +- + +

Tabla 5. Perfil fenotipico del linfoma plasmablastico. Se encuentran dos perfiles

de expresion bien definidos, un fenotipo plasmablastico completo (positividad para
PRDM1/Blimpl y XBP1s y negatividad o positividad débil para CD20 y PAX5) en 20 casos
(57%) y un fenotipo plasmablastico variante (positividad para PRDM1/Blimp1l y negatividad
para XBP1s con negatividad o positividad débil para CD20 y PAX5) en 11 casos (31%). 4
casos no se pudieron clasificar con esta combinacién de marcadores y se consideraron
fenotipo variantes. Se muestran scores semicuantitativos con (+) si se observa positividad
para el marcador en mas del 30% de la celularidad neoplasica, (+/-) si se observa
positividad en méas del 10% pero menos del 30% y (-) si hay menos del 10% de células

tefiidas.
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El fenotipo plasmablastico es muy inusual en los casos de LBDCG

convencional (NOS).

Los fenotipos plasmablasticos aqui descritos, completo y variante son muy
inusuales en casos de LBDCG convencional, incluyendo el subtipo no-GCB
segun el algoritmo de Hans(57). Especificamente, mientras que la
positividad para PRDM1/Blimpl se encontré6 en un 25% de los casos de
LBDCG de la serie control, la positividad para XBP1s se da en menos del
5% de los casos. Sélo 5 de los 111 casos de LBDCG de la serie control
fueron positivos para PRDM1/Blimpl y XBP1s. Tras revisar estos 5 casos,
en dos de ellos se observo positividad débil para CD20 y PAX5. Estos dos
casos se reclasificaron como linfoma plasmabléstico. El resto de casos de

LBDCG fueron claramente positivos para CD20 y PAX5.

Correlacion clinica: el linfoma plasmablastico y el linfoma B difuso de

células grandes difieren en su respuesta a la terapia y supervivencia.

Las caracteristicas clinicas de la serie de linfomas plasmablasticos se
resumen en la tabla 6. La mayoria de los pacientes son varones (21
varones, 9 mujeres, 5 sin dato) y la edad mediana fue 48 afos (rango 31-84
afos). En 27 casos se estudi6 la infeccion por VIH de modo que 20 casos
fueron positivos y 7 negativos. El diagndéstico diferencial con el mieloma
multiple se establecio en base a criterios clinicos (ausencia de lesiones
liticas Oseas, paraproteina sérica y ausencia de cadenas ligeras en suero u
orina). En 5 casos se encontrg infiltracion 6sea, cuatro de los cuales (casos
3, 4, 16 y 18) mostraron afectacion de macizo facial (hueso maxilar o

esfenoides) que encaja bien en la descripcion incial de la entidad como
49



linfoma plasmabléastico de cavidad oral(60). El caso niamero 28 mostro
multiples lesiones liticas en pared toracica asi como afectacion de cavidad
pleural y ganglios linfaticos. No se observé paraproteina en suero ni orina
tras revisar la historia clinica. Se pudo recuperar informacién relacionada
con el tratamiento en 27 casos. De estos 21 recibieron regimenes de tipo
CHOP o CHOP-like. Siete de estos 21 casos recibieron
quimioinmunoterapia con rituximab. Seis pacientes no recibieron tratamiento
quimioterapico por mal estado general o muerte precoz. De los 21 pacientes
que recibieron tratamiento quimioterapico 12 (57%) alcanzaron remisién
completa después de la primera linea de terapia, 3 (14%) tuvieron una
respuesta parcial y 6 (29%) no respondieron o progresaron. En 28 casos se
dispuso de datos de seguimiento. La mediana de seguimiento para estos
casos fue de 10 meses. La mediana de seguimiento para pacientes vivos en
el ultimo control de seguimiento fue de 23 meses (rango 5-61 semanas). La
supervivencia global estimada a los 2 afos fue de 42 x10% vy la
supervivencia libre de progresion de 42 +12% (figura 10). No se encontraron
diferencias significativas en la supervivencia global ni supervivencia libre de
progresion entre pacientes que recibieron regimenes basados en
antraciclinas con o sin rituximab en esta serie. Los dos casos reclasificados
como linfoma plasmablastico mostraron una conducta clinica agresiva con

fallo a R-CHOP a los 6 y 7 meses respectivamente.
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N. Sex Age Stage Location at Exranodal IPI HIV  Treatment Response  Relapse  Current
diagnosis disease (number of cycles) status
1 ND ND ND Gltract GI tract ND ND ND ND ND
2 M 48 IV Oral cavity Oral cavity 1 Yes CHOP (2) PR Lost
3 F 45 IV Maxillary sinuses  Maxillary sinuses 1 Yes CHOP (8) CR DWD
4 M 36 IV-B Sphenoidbone  Sphenoid bone 2 Yes CHOP + MTX A HIGH DOSES (1) NR DWD
5 M 59 VB Oral cavity ND Yes HAART PR DWD
6 M 42 VA LN 2 Yes R-CHOP (6) CR Yes AWD
7 M 40 1-A LN 1 Yes EPOCH (6)+ MTX + ARA-C CR AWOD
8§ M 47 IV Oral cavity Oral cavity i Yes R-CHOP (4) CR DWD
9 F 4 B LN Bone marrow, lung, 4 Yes EPOCH (3)+ ESHAP (1) NR
skin, spleen, liver, oral cavity DWD
0 M 51 IV Gltract Gl tract, lung, liver 4 ND Surgical ND DWD
1 M 52 1A Nose Nose 0 Yes RT PR AWD
12 F 31 ND Perirectal Perirectal ND Yes R-CHOP (6) CR DWOD
tissues tissues
13 F 63 1B Gltractand skin GI tract and skin 2 No CODOX M-IVAXR (2) + R-CHOP (1) CR Yes DWD
1M F 8 Il Oral cavity Cavum 2 No R-CHOP (4) + RT CR AWOD
5 F 38 I Ear Ear 0 Yes HYPER-CVAD (2) +RT PR AWD
16 M 56 1A Maxillary sinuses Maxillary sinuses 0 No R-CHOP (6) CR AWOD
17 F 35 VA Oral cavity Oral cavity ND Yes EPOCH (3) NR Yes AWD
3 M 38 Il Oral cavity Soft tissues, 1 Yes EPOCH (4) + CHOP (1) NR DWD
maxillary bone
19 ND ND ND Gltract ND ND ND ND ND
20 M 59 1I-B Gltract Gl tract 3 Yes CHOP (8) NR Yes DWD
2 M 82  ND Oral cavity Oral cavity ND No ND ND Lost
2 M 50 ND GItract ND Yes GENTAMICIN ND DWD
23 M 39 VB Gltract Gl tract, lung, spleen, 3 Yes EPOCH (6) CR AWOD
liver
24 M 46 IV Testicle Testicle, lung, spleen 2 Yes EPOCH (6), Surgical CR Yes AWOD
% M 84 B LN GI tract, prostate, 5 ND Palliative DWD
bladder
2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
21 F 84 ND Skin ND ND ND ND DWD
B M 53 Il Pleura Pleura, soft tissues, 2 No CHOP-LIKE (5) CR No AWOD
bone
29 ND ND ND LN ND ND ND ND ND
30 ND ND ND Uterinecervix  Uterine cervix ND ND ND ND ND
i MW I LN 3 No CHOP-LIKE (8) + RT PR No AWOD
32 M 36 I LN ND Yes DBT NR DWD
3 M 45 IV Oral cavity Oral cavity 2 Yes CHOP (8) NE Alive
M M 47 IV Pleuraand Pleura and ND Yes Palliative ND DWD
bone marrow bone marrow
3% F 76 VB LN Lung 4 No R-CHOP (6) CR DWOD
36 M 60 VA LN Urinary Bladder 4 No R-CHOP (6) CR Yes DWD
3 M 52 IVA Lung 2 No R-CHOP (6) NR AWD

Tabla 6. Caracteristicas clinicas de los casos de linfoma plasmablastico. (de

material suplementario S3 en (3)). M: male, F. female; Gl: gastrointestinal, LN: lymph

node, RT: radiotherapy, HAART: highly active antiretroviral therapy, CR: complete response,

PR: partial response, NR: no response, NE: not evaluated; AWD: alive with disease; AWOD:

alive without disease; DWD: dead with disease; DWOD: dead without disease; ND: no data

available. Cases 36* and 37* were previously classified as DLBCL (véase el texto).
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Del grupo control de 111 casos de LBDCG 58 casos (52,3%) era varones y 53
(47,7%) mujeres. La edad mediana fue de 62 afios (rango de 23 a 88 afios). La
mayoria de estos pacientes recibieron CHOP (97 pacientes, 87%), nueve se
trataron con terapias CHOP-like (8%) y 5 con MegaCHOP (4,5%). Todos los
pacientes recibieron rituximab en combinacién con regimenes basados en
antraciclinas. 88 pacientes (79%) alcanzaron remisién completa, 10 pacientes
(9%) remision parcial y en 11 pacientes (10%) no se encontré respuesta o hubo
progresion. Las tasas de respuesta (remisibn completa o remision parcial)
fueron significativamente distintos al comparar los casos de linfoma

plasmablastico con los de LBDCG (x2 p<0.05).

Se dispuso de datos de seguimiento completos en todos los pacientes de este
grupo. La mediana de seguimiento fue de 17 meses (rango 1-48 meses). La
mediana de seguimiento para los pacientes vivos en el dltimo control de
seguimiento fue de 23 meses (rango de 2 a 48 meses). La supervivencia global
estimada a 2 afios fue de 69 * 5% vy la supervivencia libre de progresion de
65,7 +5%. Al comparar supervivencia global y libre de progresion mediante los
test de log-rank y Breslow, las diferencias entre LBDCG convencional y linfoma
plasmablastico son significativas (p<0.001). Incluso cuando se comparan los
casos de linfoma plasmablastico con los casos de LBDCG no-GCB, la forma
mas agresiva de LBDCG, se siguen observando diferencias significativas en
OS y PFS: la supervivencia global estimada a los dos afos para LBDCG no-
GCB fue de 65 + 7% comparada con 42 £ 10 % para los casos de LPB

(p<0.05); la supervivencia libre de progresion a 2 afios para los LBDCG no-
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GCB fue de 63 7 % comparada con 39 + 10% para los casos de LPB (figura
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Figura 10. El linfoma plasmablastico y el linfoma B difuso de células grandes

muestran claras diferencias en respuesta a terapia y supervivencia. (A y B). Se

observan diferencias estadisticamente significativas (p<0.001 mediante log-rank y Breslow) en
las curvas de supervivencia global (OS) y supervivencia libre de progresion (PFS). (C y D) Al
comparar el LBDCG no-GCB con el linfoma plasmablastico las diferencias en supervivencia

global y supervivencia libre de progresion son también significativas (p<0.05).

Linfomas B difusos de célula grande con expresion de PRDM1/Blimp1.

Cuando los casos de LBDCG se estratificaron de acuerdo con la expresion de
PRDM1/Blimpl se encuentra un subgrupo de casos con prondstico intermedio
entre el linfoma plasmablastico y el LBDCG PRDM1/Blimpl negativo. Estos
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casos de LBDCG positivos para PRDM1/Blimpl tienen una supervivencia
global estimada a los dos afios de 42 + 10 % y una supervivencia libre de
progresion de 39 + 10% (figura 11). La mayoria de estos casos de LBDCG
PRDM1/Blimpl positivos fueron considerados de tipo no-GCB segun el
algoritmo de Hans (20/58 casos no-GCB fueron PRDM1/Blimpl positivos; 8/53
casos de tipo GCB fueron PRDM1/Blimp1 positivos, x2 p < 0.05). Estos datos
demuestran que la adquisicion de un fenotipo plasmablastico parcial en casos

de LBDCG se asocia con conducta clinica agresiva.
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Figura 11. Supervivencia global (A) y supervivencia libre de progresion (B) en

los casos de LBDCG en funcion de la expresion de PRDM1//Blimp1l. La expresion

inmunohistoquimica de PRDM1/Blimpl identifica un subgrupo de casos de LBDCG con
prondstico intermedio entre linfoma plasmablastico y LBDCG PRDM1/Blimpl negativo. La
supervivencia global estimada para este subgrupo de pacientes es de 48 + 12 % y la

supervivencia libre de progresion estimada de 44 + 12%.
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El linfoma B difuso de células grandes EBV positivo asociado a la edad
avanzada es una neoplasia agresiva de fenotipo post-centrogerminal
caracterizada por una activacion intensa de NF-kB (de “EBV-positive
diffuse large B-cell lymphoma of the elderly is an aggressive post-
germinal center B-cell neoplasm characterized by prominent nuclear

factor-kB activation”(4) ).

El linfoma B difuso de células grandes EBV positivo y asociado a edad
avanzada es un subtipo de linfoma recientemente reconocido como entidad
provisional dentro del grupo de LBDCG en la mas reciente version de la
clasificacion de la OMS.. La evidencia disponible sobre su incidencia en
nuestro medio y caracteristicas clinicas, patoldgicas y fenotipicas es
limitada(38, 39). Las series clinicas publicadas sugieren que los pacientes con
este tipo de linfoma muestra un mayor riesgo de fallo a la terapia(90, 91) siendo
la edad mayor de 70 afios y la presencia de sintomas B los factores clinicos
asociados con supervivencia global(37). En relacion con los factores biol6gicos
gue pueden influir en la respuesta al tratamiento y la supervivencia se conoce
que la positividad para EBV en las células neoplasicas es un factor de
riesgo(37, 91). Sin embargo no se han estudiado en detalle otros factores
bioldgicos relacionados con pronéstico en LBDCG como el fenotipo GCB/ABC
en este tipo de neoplasia. Tampoco se ha aclarado de qué modo la presencia
de EBV puede estar relacionada con la induccion de un fenotipo activado en
estas neoplasias. En este trabajo se analiz6 una serie retrospectiva de 47
casos de LBDCG EBV positivo en pacientes afiosos. Se han caracterizado sus

caracteristicas clinicopatolégicas y detallado su perfil inmunohistoquimico,
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citogenético (mediante analisis de FISH) y de clonalidad linfoide, analizando la
correlacion con variables clinicas. Nuestros resultados demuestran que los
linfomas B difusos de célula grande asociados con EBV en pacientes afiosos
son una neoplasia linfoide B clonal agresiva con un fenotipo activado (ABC)

gue esta asociado con la activacion de las vias clasicas y alternativas de NFkB.

Descripcion patoldgica del linfoma B difuso de célula grande EBV

positivo asociado a edad avanzada.

El diagnéstico se realizé en ganglios linfaticos en 31 casos (66%) mientras que
en 16 casos (34%) el diagnostico se hizo en areas extraganglionares (véanse
los detalles en la tabla 7). El estudio morfologico mediante hematoxilina y
eosina demostré que la mayoria de los casos (46) estaban caracterizados por
un borramiento parcial o total de la arquitectura ganglionar por una proliferacion
neoplasica polimorfa, rica en células grandes. Sélo un caso (numero 31) estaba
compuesta de forma exclusiva por una proliferacion monomorfa, de morfologia
inmunoblastica. En dos casos (casos 29 y 46, figura 12) se identificd un patron
mixto con areas polimorfas y otras monomorfas. Los casos polimorfos se
suclasificaron en tres subgrupos, en base a la proporcion relativa de células
grandes y la presencia de células semejantes a las células de Reed-Sternberg
y Hodgkin. Asi, 29 casos fueron considerados neoplasias de células B grandes
(forma canodnica, con una alta densidad de células grandes y aisladas células
de morfologia sternbergoide o Hodgkin-like), 8 casos se consideraron linfomas
B de células grandes con caracteristicas Hodgkin-like (con menor densidad de
celularidad neoplasica y células de morfologia reminiscente de las células de

Reed-Sternberg y Hodgkin) y 9 casos se consideraron linfomas B difusos de
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células grandes con caracteristicas semejantes al desorden linfoproliferativo
polimorfo (escasa densidad de células neoplésicas sin caracteristicas de tipo
Hodgkin). De forma caracteristica un caso (humero 11) mostré caracteristicas
intermedias entre los tumores de tipo linfoma B de células grandes y los de
rasgos Hodgkin-like, consistentes con el diagnéstico de linfoma B con rasgos
intermedios entre linfoma de Hodgkin y Linfoma B difuso de células grandes. El
patron de infiltracion tisular fue nodular o vagamente nodular en 29 casos
(62%) y difuso en el resto (18 casos, 28%). Un caso (nUmero 14) demostrd un
patrén de tipo predominio linfocitico nodular (Hodgkin PL-like) junto con un area
de crecimiento difuso. Este caso también mostré un fenotipo solapado con el
linfoma de Hodgkin de tipo predominio linfocitico nodular excepto por la
presencia de células EBV positivas y la pérdida de expresion de BCL6. Se

encontré necrosis geografica significativa en 14 casos (29%).

Los tumores mostraron una variedad celular y polimorfismo llamativos,
variables en funcion del subtipo morfologico. Los casos de tipo Hodgkin-like se
caracterizan por la presencia de células de tipo Reed-Sternberg y Hodgkin-like
distribuidas de forma salpicada en una poblacion neoplasica relativamente
paucicelular. Los casos de tipo células grandes y semejantes a desorden
linfoproliferativo polimorfo mostraron un grado evidente de diferenciacion
inmunoblastica y plasmocitoide, inhabitual en los casos de tipo Hodgkin-like
(x2: p< 0.05). Se realizaron tinciones de cadenas ligeras (k y A) en 29 casos.
De éstos, 22 casos mostraron restriccion de cadenas ligeras (13 fueron ky 9 A).
Cinco casos tuvieron una tincion de fondo intensa y en dos casos no era

evidente el predominio de una Unica cadenas ligera. Una caracteristica peculiar
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observada en 11 casos (23%) fue la presencia de estructuras semejantes a
centros germinales abortivos compuestas de células grandes, células
dendriticas foliculares y linfocitos pequefios (véase caso nuamero 29-1 en la
figura 12). En el compartimento no neoplasico o microambiente se encontraron
linfocitos pequefios y células plasmaticas en proporciones variables. En 12
casos se observaron histiocitos pero sélo en un caso (numero 36) se
observaron granulomas epitelioides pobremente definidos. En ningln caso se
encontro un infiltrado polimorfonuclear neutrofilico. S6lo en dos casos (hnimeros
39 y 44) se encontraron aislados eosinoéfilos en el fondo celular. Se pudo
evaluar la médula 6sea en dos casos (numeros 23 y 26). El patron de
infiltracion en estos casos fue de tipo intersticial multifocal por agregados de

células de aspecto Hodgkin-like.
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Figura 12. Caracteristicas histopatolégicas de los casos de linfoma B difuso de

célula _grande asociado a EBV y edad avanzada. Se muestra la morfologia de un

caso tipo linfoma B de células grandes (A), tipo desorden linfoproliferativo polimorfo (B) y tipo
Hodgkin-like (C). El patron puro monomorfo e inmunoblastico se encontré en un Unico caso (D)

mientras que la presencia de areas de transicion entre patrones monomorfo y polimorfo no son
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infrecuentes (G). Un caso mostré rasgos intermedios entre el patrén de tipo células grandes (F)
y el patrén Hodgkin-like (E). (H e 1) El patrén nodular de crecimiento es comun, observandose
en el 62% de los casos con un caso mostrando un patrén de tipo Hdogkin predominio linfocitico
nodular (I). (J) Los casos de tipo células grandes y semejantes al desorden linfoproliferativo
polimorfo mostraron una evidente diferenciacion inmunoblastica y plasmocitoide. (K) La
presencia de estructuras semejantes a centros germinales compuestos de blastos, células
dendriticas foliculares y linfocitos pequefios es una peculiaridad presente en el 23% de los
casos. (L) ElI componente celular no neoplasico contiene linfocitos pequefios y células
plasmaticas en proporcién variable. (M) El examen citoldgico a mayor detalle de los tumores de
tipo B de célula grande muestra una poblacion con alta densidad de células grandes de
morfologia inmunoblastica y un espectro de diferenciacién plasmocitoide. (N,O) La médula
O6sea muestra una infiltracion multifocal e intersticial por una celularidad de caracteristicas

Hodgkin-like.

El linfoma B difuso de células grandes asociado a EBV y edad avanzada
muestra un fenotipo post-centrogerminal relacionado con intensa
activacion de NFkB.

El analisis inmunohistoquimico de los casos (véase tabla 7) demostré que
todos los casos fueron CD20 positivos y expresaron con frecuencia CD30
(41/46 casos, 89%) y muy raramente CD15 (4/43, 9%). El estudio de
hibridacién in situ para EBER demostré positividad en todos los casos mientras
gue siete casos fueron negativos con inmunohistoquimica para EBV-LMPL1. La
mediana del porcentaje de células positivas con EBER fue del 80% (rango 10-
100%). En 45 de 47 casos (96%) se encontré sobreexpresion de la proteina
antiapoptotica BCL2. En el 84% de los casos el indice proliferativo medido con

Ki67 era superior al 50% de la celularidad neoplasica.
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Al agrupar los casos de acuerdo con la clasificacion en fenotipos GCB/ABC
utilizando los algoritmos de Hans y cols.(57) y Choi y cols.(58) se observo que
la mayoria de los casos pertenecen a la categoria de fenotipo no-GCB/ABC
(95% de tipo no-GCB segun el algoritmo de Hans y 78% de fenotipo ABC
segun el algoritmo de Choi). Esta desviacién a un fenotipo no centrogerminal
se confirmé al comparar los porcentajes con la distribucion de estos fenotipos
en una serie control de 240 casos de LBDCG negativos para EBV. Con ambos
sistemas de clasificacion la proporcién de casos de fenotipo no-GCB/ABC
excede a la esperada al comparar con la serie de casos de LBDCG NOS, EBV

negativos (test de x2 p<0.05) (tabla 4 en original de referencia(4)).

Ya que la induccién de un fenotipo ABC se ha vinculado a la activacion de la
via del factor nuclear kB (NFkB) en LBDCG(92, 93) se midi6 la expresién de
dos subunidades de esta via, pl05/p50 y pl00/p52 mediante
inmunohistoquimica e inmunoblot. Mediante inmunohistoquimica se encontrd
expresion nuclear de p105/p50 en el 79% de los casos y de p100/p52 en el
74% de los casos. En el 63% de los casos evaluados (27/43) se observo
coexpresion de ambas proteinas de localizacion nuclear, lo cual es una
evidencia indirecta de la activacion tanto de la via clasica como alternativa de
NFkB (figura 13 y tabla 4 en original de referencia(4)). Adicionalmente se
observé una mayor proporcién de casos expresando pl05/p50, p100/p52 o
ambas proteinas en los casos de LBDCG EBV positivos en comparacién con
los casos EBV negativos de control (test x2: p<0.001 para todas las
comparaciones). Esta sobreexpresion de las proteinas relacionadas con NFkB

también resultd ser mayor de lo esperado en los casos EBV positivos cuando
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se comparan con los casos EBV negativos de fenotipo ABC (x2 p<0.001).
Adicionalmente cuando los casos fueron clasificados con el algoritmo de Choi
no se encontraron diferencias significativas en la sobreexpresion de p105/p50,
pl00/p52 o ambas entre ambos subtipos, GCB y ABC, indicando que esta
sobreexpresion de NFkB también se encuentra en casos de fenotipo GCB y
que EBV puede jugar un papel en la sobreactivacion de NFkB en LBDCG,

independientemente del fenotipo GCB/ABC.

Los experimentos de inmunoblot confirmaron la expresion de las subunidades
de NFkB en las muestras de LBDCG. Como se muestra en la figura 13 se
encontraron ratios mayores de p50/p105 en las muestras de LBDCG EBV
positivos en comparacién con las de los casos control, EBV negativos,
indicando un mayor procesamiento de pl05 a p50 (via clasica de NFkB).
También se encontr6 un procesamiento activo de la proteina asociada a la via

alternativa, p100 a p52.

En resumen, los casos de LBDCG EBYV positivos muestran un fenotipo activado
y expresion nuclear y procesamiento activo de las subunidades proteicas
relacionadas con las vias clasica y alternativa de NFkB (p105/p50 y p100/p52,
respectivamente). Ya que esta activacion de la via es mayor que en los casos
de LBDCG EBV negativos es plausible que EBV juegue un papel directo en la
superactivacion de NFkB. Esta activacion de NFkB es comdn en este grupo de

linfomas EBV positivos a los dos subtipos de LBDCG, GCB y ABC.
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Figura 13. El linfoma B difuso de células grandes EBV positivo muestra un perfil

fenotipico ABC con marcada activacion de NFkB y sobreexpresion de BCL2. (A)

Perfil inmunohistoquimico tipico del LBDCG EBV positivo asociado a edad avanzada con
expresion moderada-intensa de CD20 en la mayoria de la poblacion neoplasica. La
coexpresion de CD30 es comun. Los tumores mostraron ausencia de expresion de marcadores
asociados con fenotipo centrogerminal como CD10, BCL6 y GCET1 y expresion de MUM1 y
FOXPL1. La proteina antiapoptética BCL2 se sobreexpreso en el 96% de los casos. En el 84%

de los casos se encontr6 un indice proliferativo mayor del 50%, medido con Ki67. La
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hibridacién in situ para EBV-EBER demostrd positividad en todos los casos mientras que 7
casos testados fueron negativos para EBV-LMP1. La mediana del porcentaje de positividad
para EBER fue del 80%. Fijense que tanto EBV-EBER como EBV-LMP1 se expresan en
células de tamafio grande e intermedio. Obsérvese también que el porcentaje de células EBV-
LMP1 positivas fue menor que el de células EBER positivas en los casos pareados. (B) Las
proteinas relacionadas con NFkB pl05/p50 y pl00/p52 se sobreexpresan con localizacion
nuclear en la mayoria de los casos de linfoma B difuso de células grandes EBV positivo
asociado a edad avanzada. La sobreexpresién nuclear se toma como evidencia indirecta de la
actividad de las vias clasica (p50) y alternativa (p52) de NFkB. (C) Los experimentos de
inmunoblot demuestran el mayor grado de procesamiento activo de estas proteinas en
muestras primarias. La activacion de la via da lugar a degradacién de p105 y p100 y aumento
de la expresiéon de p50 y p52 respectivamente. El procesamiento activo es evidente en la via
clasica pero también se da en la via alternativa en comparacién con las muestras de LBDCG

EBV negativo.
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Tabla 7: Resumen de las principales caracteristicas clinicas, histopatoldgicas y

evaluacién inmunohistoqguimica con subclasificacibn de la serie en fenotipos

N casos positivos/Total N of casos
(%)

47/47 (100%)
41/46 (89%)
4/43(9%)
4/40 (10%)
2/43 (5%)
17/46 (37%)
43/46 (93%)
16/39 (41%)
45/47 (96%)

40/45 (84%)

37/44 (84%)
47/47 (100%)
35/44 (79%)
32/43 (74%)
27/43 (63%)

GCB/ABC.
PRINCIPALES CARACTERISTICAS CLINICAS EVALUACION INMUNOHISTOQUIMICA
EDAD MEDIA 69 (48-91) Marcador IHQ
GENERO VARON 31(66%) CD20
MUIJER 16 (34%) CD30
CD15
GCET1
LOCALIZACION GANGLIONAR 31 (66%) CD10
EXTRAGANGLIONAR 16 (34%) BCL6
PARTES BLANDAS 3 MUM1
BAZO 3 FOXP1
AMIGDALA 3 BCL2
ESTOMAGO 3
SNC 1 K167>50%
INTESTINO GRUESO 1
HIGADO 1 EBV-LMP1
CAVIDAD NASAL 1 EBER (ISH)
P50**
ESTADIO* | 5(10.6%) P52**
I 8 (17%) P50&P52**
1 12 (25.6%)
v 11 (23.3%)
CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS
PATRON POLIMORFO (46 cases)
Tipo células B grandes (29 casos, 62%)
Tipo polimorfo semajante a LPPT (9 casos, 19%)
Tipo Hodgkin-like (8 casos, 17%)
PATRON MONOMORFO (46 casos)
LBDCG EBV+ de la edad
avanzada LBDCG EBV negativo
N casos positivos/Total N de N casos positivos/Total
CLASIFICACION GCB/ABC casos (%) N de casos (%)
GCB*** 9/41 (22%) 128/324 (39%)
ABC*** 32/41(78%) 178/324 (55%)
GCB**** 2/44 (4%) 116/324 (35%)
NO-GCB**** 42/44 (95%) 188/324 (58%)

*en 11 casos se desconoce el dato.

** s6lo la expresion de localizacion nuclear se considera positiva.
*** de acuerdo con el algoritmo de Choi.

**** de acuerdo con el algoritmo de Hans.
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El linfoma B difuso de células grandes EBV positivo asociado a edad
avanzada es una neoplasia B clonal que muestra con frecuencia

poblaciones T clonales asociadas.

Se realiz6 estudio de clonalidad usando cebadores y métodos estandarizados
(Biomed2(94)) a partir de ADN extraido de tejido fijado en formol e incluido en
parafina. EI ADN no fue suficiente en cantidad o calidad (<200 pb) en seis
casos. Los resultados se resumen en la tabla 5 de la publicacion de
referencia(4). De forma global, 30 de 47 casos (64%) mostraron
reordenamientos monoclonales de IgH y/o IgK/Kde/L. Se encontrd
reordenamiento monoclonal de IgH en 24 de 47 casos (51%). Usando una
combinacion de cebadores para Vk-Jk y Vk/intron-Kde encontramos 23/47
reordenamientos monoclonales (57%). Se encontraron reordenamientos
monoclonales de IgL en 3/17 (17%) de los casos testados. Un caso mostrd

reordenamientos de IgL en ausencia de reordenamientos de IgK.

Se encontraron una incidencia relativamente alta de reordenamientos clonales
del gen de TCR-y: 10 casos (24%) fueron monoclonales en al menos un tubo
de TCR- y; 2 casos fueron monoclonales en ambos tubos de TCR- y. No se
encontrdé ningun caso con reordenamientos clonales de TCR-B. Por tanto las
poblaciones T clonales son comunes en los casos de Linfoma B Difuso de

célula grande EBV positivo.

Estos resultados son concordantes con publicaciones previas mostrando
expansiones de células T de naturaleza monoclonal u oligoclonal en
desordenes relacionados con EBV, incluyendo mononucleosis infecciosa y

desérdenes linfoproliferativos post-trasplante(95, 96). Es plausible que estas
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poblaciones monoclonales reflejen la respuesta fisioldgica de células T a la
infeccion por EBV (repertorio restringido de células T)(97, 98). EIl
reconocimiento de este hallazgo, esto es, poblaciones T clonales en los casos
de Linfoma B Difuso de Células grandes asociado a EBV es Util para evitar un

diagnéstico erréneo de neoplasia linfoide T asociada.

El linfoma B difuso de célula grande EBV positivo es una neoplasia
agresiva con menor supervivencia global y supervivencia libre de
progresién en comparacion con el Linfoma B Difuso de célula grande EBV

negativo.

Se puede encontrar un resumen de las caracteristicas clinicas de la serie en la
Tabla 7. Se incluyeron 47 casos con una edad media de 69 afios (rango 48-91
afos). Se encuentra un predominio de varones (31 varones/16 mujeres con un
ratio de 2:1). La mayoria de los pacientes se presentaron con enfermedad
ganglionar (31 casos, 66%) mientras que la afectacion extraganglionar se
encontré en 16 pacientes (34%). La localizacién extraganglionar mas frecuente
fueron partes blandas, bazo, amigdala y estbmago. Tras los procedimientos de
estadiaje habitual la mitad de los pacientes mostraron enfermedad avanzada
(estadio Il y IV en 49% de los pacientes). Tras aplicar el indice Prondstico
Internacional (IPI) que incluye edad, nivel de LDH, estadio, estado funcional y
namero de afectaciones extraganglionares(22) los pacientes se clasificaron en
bajo riesgo (IPI 0-1, 7 pacientes), riesgo bajo-intermedio (IPI 2, 12 pacientes),

IPI intermedio-alto (IP1 3, 8 pacientes) o alto riesgo (IPI 4-5, 8 pacientes).

La mayoria de los pacientes con informacion clinica se trataron con R-CHOP o

R-CHOP-like (20 pacientes). Otros regimenes utilizados en 14 pacientes fueron
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ABVD, R-MegaCHOP, BAM-BCNU-MTX-ARAC vy radioterapia. Dos pacientes
no fueron tratados pues fallecieron antes del tratamiento. Tras la terapia 13
pacientes no experimentaron respuesta o progresaron (27%) y 19 respondieron
(17 casos con respuesta completa y dos con respuesta parcial). Tres de los 7
pacientes (42%) tratados con ABVD permanecian vivos en el Ultimo
seguimiento. De los 20 pacientes tratados con regimenes de tipo R-CHOP o R-
CHOP-like en 12 casos (60%) el paciente permanecié vivo en el Ultimo
seguimiento. Sin embargo no hubo diferencias significativas en las curvas de

supervivencia en funcion de la terapia recibida ni el patrén morfolégico.

La mediana de seguimiento para todos los casos con dato disponible (38
pacientes) fue de 9 meses. La mediana de seguimiento para los pacientes
vivos en el dltimo seguimiento fue de 13 meses. 18 de 38 pacientes con datos
disponibles fallecieron. De éstos 5 pacientes fallecieron por causas no
relacionadas con el linfoma (neumonia en 4 casos y sepsis en 1 caso) mientras
que 7 pacientes fallecieron por el linfoma. En 6 casos la causa de muerte no
fue documentada. La supervivencia global estimada a los 2 afios fue de 40 +

10% y la supervivencia libre de progresion estimada a los 2 afios de 36 + 9%.

Dado que el fenotipo activado (LBDCG tipo ABC) y la edad son dos factores
asociados con menor supervivencia en los casos de LBDCG(22, 42, 58, 99) se
compararon las distribuciones de supervivencia de los casos de LBDCG EBV
positivos frente a una serie control de casos de LBDCG EBV negativos,
estratificados por el fenotipo ABC y por la edad avanzada (mayor de 60 afos).
Los casos de LBDCG EBV positivo en pacientes de edad avanzada tuvieron un

prondstico peor, tanto en comparacion con los casos de LBDCG de fenotipo
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ABC como los casos EBV negativos en pacientes mayores de 60 afos. Estos
casos también tuvieron peor pronéstico que los casos de LBDCG EBV negativo
de fenotipo ABC en paciente afioso (p log Rank < 0.001) (véase figura 14). Por
supuesto, tanto el fenotipo ABC como la edad avanzada tuvieron valor

prondstico en la serie de control de LBDCG EBV negativo(2).

A. OS B. PFS

Survival (%)
Survival (%)

1. EBV-DLBCL (<60 years old & > 60 y+GCB type): 162p (28 events) 1. EBV-DLBCL (<60 years old & >60 y+GCB type): 162 p (40 events)
2. EBV-DLBCL (>60 years old & ABC type): 78 p (30 events) 2. EBV-DLBCL (>60 years old & ABC type): 78 p (31 events)

“ 3. EBV+ DLBCL of the elderly: 38 p (18 events) p log rank <0.001 ks 3. EBV+ DLBCL of the elderly: 38 p (23 events) p log rank < 0.001
T L) T X © 0 L 14 2 pA & 0 5 Y

0 L) C & 120
TIME (months) TIME (months)

Figura 14. El linfoma B difuso de células grandes EBV positivo asociado a edad

avanzada es una neoplasia agresiva con menor supervivencia global vy

supervivencia libre de progresion que el LBDCG EBV negqativo.

Se muestran las curvas de Kaplan-Meier de supervivencia global (OS, de Overall Survival) (A) y
supervivencia libre de progresién (PFS de Progression Free Survival) (B). La supervivencia
global estimada a los 2 afios fue de 40 + 10% y la supervivencia libre de progresion estimada a
los 2 afios de 36 + 9%. La comparacion con los casos de LBDCG EBV negativos muestra que
los casos de LBDCG EBV positivo en pacientes de edad avanzada tienen peor prondstico que
ambos subgrupos de LBDCG, GCB y ABC (p log rank, p<0.001) e incluso que el subgrupo de

LBDCG de tipo ABC en pacientes mayores de 60 afios (p log rank, p<0.001).
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IV DISCUSION

La identificacién de marcadores biologicos de utilidad diagndstica y prondstica
es un campo en continuo desarrollo en medicina, especialmente en el area de
la patologia y en concreto en la hematopatologia(7, 100). La actual clasificacién
de las neoplasias linfoides est4 basada en la integracion de los datos clinicos,
morfolégicos, fenotipicos y moleculares pero es el fenotipo de las neoplasias y
su equivalencia con el estado de diferenciacion propio de la hipotética célula de
origen lo que define cada tipo de neoplasia (por ejemplo, linfoma B folicular,
con un fenotipo semejante a las células B foliculares normales). La
identificacion de nuevos marcadores para cada linea o estado de diferenciacion
permite refinar en la caracterizacion de la diversidad, desvelando Ila

heterogeneidad propia de la condicién neoplasica.

GCET1 es un gen sobreexpresado en los casos de linfoma B folicular(l1).
Estudios previos al nuestro demostraron que el ARNm de GCET1 se expresaba
de forma restringida en células B centrogerminales y en su contrapartida
maligna. Estudios de Northern blot mostraron una transcripcion restringida a las
muestras de ganglio linfatico reactivo, la linea celular Raji (derivada de un caso
de linfoma de Burkitt) y HL-60 (leucemia promielocitica) y su ausencia en
médula désea timo y bazo asi como otras lineas celulares de cancer(101).
Nuestros resultados mostraron ausencia de expresion de la proteina GCET1 en
las lineas celulares HL-60 y KG1, lo que es consistente con la ausencia de

expresion del gen en células de linea mieloide.

Adicionalmente los resultados en micromatrices de tejidos normales

demostraron que la expresion de GCET1 esta limitada a un subgrupo de
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células B del centro germinal y neoplasias derivadas, estableciendo una

diversidad peculiar a las células B del centro germinal, normales y neoplasicas.

GCET1 se expresa exclusivamente en neoplasias derivadas de células B del
centro germinal incluyendo el linfoma B folicular (82/89, 92%), el linfoma de
Hodgkin de tipo predominio linfocitico nodular, un subgrupo de LBDCG, el
linfoma B rico en células T e histiocitos y el linfoma de Burkitt. Ninguno del
resto de linffomas B de célula pequefia que se incluyen el diagndstico
diferencial de linfoma B folicular mostr6 expresion de la proteina, esto es,
linfoma B linfocitico de célula pequefia/leucemia linfocitica crénica (20 casos,
linfoma esplénico de la zona marginal (19 casos) y linfoma B de célula del
manto (19 casos). Este hecho muestra la potencial utilidad de este marcador en
la distincién entre linfoma B folicular y otras neoplasias de células B pequefas
no centrogerminales como el linfoma B de la zona marginal y el linfoma del
manto, que en ocasiones pueden mostrar un patron folicular de crecimiento o
fendmenos de colonizacion folicular. Estos resultados, fueron corroborados en
una publicacion posterior independiente (Paterson y col. Am J Clin Pathol 2008
(102)), utilizando un anticuerpo monoclonal distinto frente a la misma proteina,

GCET1.

El hecho de que un numero significativo de casos de LF no expresen la
proteina GCET1 indica una heterogeneidad imprevista, semejante a la
observada en el centro germinal reactivo e implica que la expresion de GCET1
puede mostrar una visibn mas refinada de los diferentes estados de
diferenciacion en el centro germinal reactivo y neoplasico. Datos publicados

indican que GCET1 se encuentra sobreexpresado en una firma molecular del
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centro germinal asociada con mutacion somatica persistente (ongoing
SHM)(44) lo que abre una interesante hipétesis experimental. Consistente con
este hecho es conocido que GCET1 aumenta su transcripcion en células B
naive estimuladas via CD40(101) por lo que debe formar parte de alguno de los
procesos desencadenados por la activacion de CD40 (rescate de células B de
apoptosis, switch de isotipo, hipermutacion somética, maduracion de la afinidad
e induccion de células B memoria). No obstante el rol exacto de GCET1 (que
muestra una estructura molecular compartida con las serpinas, inhibidores de
proteasas(103)) en el inicio y mantenimiento de la reacciébn centrogerminal

mediada por células T es desconocido.

Mayor heterogeneidad en la expresion de GCET1 se observa en los casos de
linfoma de Burkitt y linfoma B Difuso de células grandes. Mediante western blot
e inmunohistoquimica demostramos una marcada heterogeneidad en la
expresion de GCETL1 por el linfoma de Burkitt y lineas celulares derivadas con
casos negativos (incluyendo las lineas celulares AKAYA y RAMOS). El
significado de este resultado podria estar en relacion con la hipotesis de Bellan
y cols. que sugieren que el LB deriva de una célula en dos posibles estados de
diferenciacion, un centroblasto precoz o una célula B de memoria post-
CG(104). Estudios sobre el estado mutacional de los genes VH en células B
centrogerminales GCET1+ podrian aclarar si la expresion se relaciona o no con
un estado de hipermutacion soméatica de VH. En LBDCG, el 47% de los casos
fueron positivos para GCET1. De éstos, los casos clasificados como de tipo
GCB por el algoritmo de Hans(57) mostraron con mayor frecuencia expresion

de GCET1l que los clasificados como ABC. La presencia de GCET1
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(SERPINA9) entre los genes sobreexpresados de forma mas consistente en
todas las firmas de LBDCG de tipo centrogerminal (GCB) generadas a partir de
datos de expresién génica(45-47, 105) junto con la disponibilidad de un
anticuerpo monoclonal especifico ha hecho que la expresion de GCET1
mediante inmunohistoquimica se incorporara a los algoritmos de
subclasificacion de los casos de LBDCG basados en inmunohistoquimica(58,
106). Asi, los algoritmos mas recientes que incluyen GCET1 como elemento en
la subclasificacion del LBDCG en GCB o ABC (Choi, Visco-Young, Tally)
alcanzan grados de concordancia con el analisis de perfil de expresion génica
(PEG) proximos al 90%(52, 58, 59), sensiblemente superior a la concordancia
alcanzada con algoritmos mas simples de 3 marcadores de Hans y Muris
(préxima al 85%)(57, 59, 107). El impacto pronostico de estos algoritmos
inmunohistoquimicos se ha validado en series independientes de pacientes con

LBDCG tratados con R-CHOP(2, 52, 59).

En relacion con otros tipos de linfoma B, la proteina GCET1 se encontrd
sobreexpresada en el 54% de los casos de Linfoma B rico en células T e
histiocitos, con un patrén de tincion semejante al del encontrado en la gran
mayoria de los casos de linfoma de Hodgkin de tipo predominio linfocitico
nodular. Estos datos son consistentes con el origen de estas neoplasias en
células B del centro germinal hipermutadas como ha sido demostrado por
Brauninger y cols.(108, 109). Posteriormente el mismo grupo ha confirmado la
similitud en el perfil de expresién génica entre ambas entidades, Hodgkin de
tipo predominio linfocitico nodular y Linfoma B rico en células T e

histiocitos(110). Adicionalmente hemos encontrado un subgrupo de casos de
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linfoma de Hodgkin clasico rico en linfocitos que muestra expresion de GCET1,
lo que es consistente con un origen en célula B centrogerminal e insiste en su
similitud fenotipica con el Linfoma de Hodgkin de tipo predominio linfocitico
nodular(111). Estos resultados fueron confirmados posteriormente en una serie

ampliada de casos de linfoma de Hodgkin clasico rico en linfocitos(112).

Los analisis de expresidn génica masiva han permitido delinear dos subgrupos
moleculares de Linfoma B Difuso de células grandes NOS con impacto clinico
en pacientes tratados con la quimioinmunoterapia estandar con R-CHOP. La
subclasificaciéon en perfiles de tipo GCB y ABC basada en los perfiles de
expresion génica es el estandar para tipificar los casos y en los ultimos afios se
han venido desarrollado diversos métodos y algoritmos basados en la
expresion de un numero variable de genes que permiten esta
subclasificacién(45, 46, 105), incluso utilizando material diagndstico fijado en
formol e incluido en parafina(47). Recientemente se ha observado que otro tipo
de material génico, en este caso ARNs no codificantes de pequefio tamafio o
microARNSs pueden servir de biomarcadores para el diagnostico y prondstico en
neoplasias hematolinfoides(82-84, 113), en parte debido a su expresion

diferencial entre diversos estadios de diferenciacion de la célula B (72, 74, 85).

Adicionalmente su tamafio relativamente pequefio los hace resistentes a la
degradacion por ARNasas por lo que pueden ser aislados con relativa facilidad
de muestras fijadas en formol e incluidas en parafina como las que se utilizan
en los laboratorios de diagnostico anatomopatologico(114, 115). Su

cuantificacion mediante PCR a tiempo real a partir de muestras FFIP es factible
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y, al igual que en el caso de genes codificantes(53, 116, 117), puede constituir
una alternativa a la valoracion semicuantitativa de la expresién proteica

mediante inmunohistoquimica(118).

Tras un primer paso de identificacion de microARNs candidatos se encontré
una firma de microARNSs relacionados con el estadio de diferenciacion segun la
firma molecular basada en la célula de origen (GCB/ABC)(45). Especificamente
encontramos que miR-331, miR-151, miR-28 y miR-454-3p estan
sobreexpresados en el subtipo GCB de LBDCG mientras que miR-222, miR-
144, miR-451 y miR-221 estan sobreexpresados en el subtipo ABC(2). Estos
datos obtenidos de muestras tisulares de pacientes clasificados segun el perfil
de expresion génica en GCB o ABC confirman los estudios previos en los que
miR222 y miR221 se han encontrado sobreexpresados en lineas celulares de
LBDCG de fenotipo ABC como OCI-Ly-10 y OCI-Ly-3(75, 85, 114, 119).
Publicaciones posteriores han confirmado esta expresion diferencial entre
subgrupos de algunos de estos microARNs en muestras tisulares de
LBDCG(69). Esta expresion diferencial entre subgrupos debe estar en relacion
con la regulacion del fenotipo GCB ya que, segun nuestro analisis
bioinformético in silico, varios de los genes asociados con el fenotipo GCB son

potenciales dianas de los microARNSs diferencialmente expresados.

Cuando comparamos el impacto pronéstico de ambas clasificaciones, la del
modelo basado en la expresion de microARNs y la clasificacion GCB/ABC
basada en inmunohistoquimica, los dos sistemas resultaron complementarios,

de modo que identificaban diferentes grupos de pacientes, en ambos casos con
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impacto prondstico (p < 0.001, véase tabla suplementaria 4, hoja D de la

publicacion de referencia(2)).

Asi, se ha identificado una firma de microARNs cuya expresion desregulada
esta asociada con mal prondstico en pacientes con LBDCG tratados con R-
CHOP. Los modelos basados en la expresion de microARNs usando esta
expresion como variable continua tienen valor prondstico tanto para
supervivencia global como supervivencia libre de progresion en dos series
independientes de pacientes. Esta firma de microARNs predice supervivencia
de forma independiente a la subclasificacion GCB/ABC. Adicionalmente, estos
modelos mejoran la clasificacion basada en el indice prondstico internacional
(IPI) de modo que se han generado modelos combinados (IPI y firma de
microARNSs) que identifican un grupo de pacientes de alto riesgo con
supervivencias globales y libres de progresion menores del 50% a los 2 afios

de seguimiento.

En esta firma de microARNs se encuentran algunas especies de microARNs
previamente asociadas con pronostico en LBDCG(75, 85) y otras que
posteriormente se han validado en series clinicas independientes como miR-
222(116). Asimismo se ha observado posteriormente que la expresidon sérica
de miR-222 puede ser de utilidad en la detecciébn precoz del LBDCG en
pacientes con infeccién por HIV(120). La misma firma de microARNs descrita
en nuestro trabajo se ha validado recientemente en una serie independiente de
pacientes con LBDCG tratados en ensayos clinicos con terapias ajustadas al

riesgo clinico(121).

76



Algunos de estos microARNSs regulan genes y vias habitualmente desreguladas
en LBDCG como por ejemplo genes relacionados con apoptosis (MCL1), ciclo
celular (CDKN1A), MAPK y NFkB (MAP3K14, MUM1/IRF4, CARD10, PIM2),
mutacion somatica durante la reaccion centrogerminal (AID) y factores de
transcripcion como BCL6. Especificamente miR-221 y miR-222 se han visto
implicados en la regulacién de ciclo celular inhibiendo p27 (Kip1), un regulador
de ciclo celular y gen supresor tumoral. Otros componentes de la firma como
los del cluster miR-106b-25 (que incluye miR-93) se han visto relacionados con
la regulacién de la expresion de CDKN1A (p21) y BCL2L11, inhibiendo la via
supresora TGF-B en otros canceres(122) y recientemente en LNH(123). La
validacion funcional de estas interacciones microARN-gen requiere
experimentos de transfeccion (introduccion del microARN y medida del cambio
en el ARNm y proteina diana) y silenciamiento (utilizando shARNS para inhibir
la expresion constitutiva de los microARNs y medir los cambios en ARNm vy
proteina derivados) que confirmen la prediccion basada en las secuencias de

alineamiento entre el microARN y el 3’"UTR del gen diana.

Es relevante que la firma prondstica basada en microARNSs identificada aqui es
independiente de la subclasificacion en GCB/ABC. Aunque esta clasificacion
molecular del LBDCG tiene un evidente potencial como marcador en la
identificacion de pacientes que seran tratados con terapias especificas para el
subtipo ABC(124, 125), el desarrollo de métodos que identifiguen grupos de
pacientes con LBDCG de mal prondstico es de utilidad en el disefio de ensayos

clinicos con terapias ajustadas al riesgo biologico.
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El uso de nuevos marcadores inmunohistoquimicos permite definir con
mayor precisiéon entidades clinicopatolégicas concretas dentro de la

categoria de linfoma B difuso de célula grande.

El linfoma plasmablastico se considera actualmente una entidad
clinicopatologica precisa en la clasificacion vigente de la OMS, siendo incluido
en clasificaciones anteriores como variante de LBDCG NOS. Se define como
una neoplasia derivada de células B con diferenciacion terminal, es decir, que
muestra un inmunofenotipo equivalente al de las células plasmaticas. La
disponibilidad de nuevos marcadores inmunohistoquimicos asociados a
diferenciacion plasmocelular puede ayudar a definir un fenotipo caracteristico
de esta entidad que permita la distincion con el Linfoma B Difuso de células

grandes convencional de tipo ABC.

Nuestros resultados(3) demuestran un fenotipo caracteristico del linfoma
plasmablastico con coexpresion de PRDM1/Blimpl y XBP1s junto con ausencia
o niveles bajos de expresion de marcadores de células B (PAX5 y CD20). Este
fenotipo es muy inusual en casos de LBDCG NOS con 5 de 111 casos en
nuestra serie control. De hecho, después de la reevaluacion morfoldgica e
inmunohistoquimica 2 de ellos fueron considerados linfoma plasmablastico. Los
otros tres casos pueden pertenecer a la categoria descrita como LBDCG con
marcada diferenciacidon secretora al mantener una expresion intensa de CD20 y
PAX5(126). Asi, este fenotipo plasmablastico completo (PRDM1/Blimpl y
XBP1s positivos y CD20 y PAX5 débilmente positivos 0 negativos) ayudan a
distinguir estos tumores del linfoma B difuso de célula grande convencional.

Estudios posteriores de otros grupos de investigacibn han encontrado un
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fenotipo equivalente en linfomas B ALK positivos, que tipicamente muestran
una morfologia, fenotipo y curso clinico semejantes a los linfomas

plasmablasticos aqui estudiados(127).

Este fenotipo, aunque es mas frecuente en los casos positivos para el virus de
Epstein-Barr también se encuentra en casos EBV negativos. En este sentido
EBV se ha visto implicado en la represion del programa de identidad B a través
de varios mecanismos como la hipermetilacion del promotor de PAX5(128),
induciendo al mismo tiempo la activacion y acumulacion nuclear de XBP1s,
mediada por la respuesta denominada de stress del reticulo endoplasmico (ER-
stress response)(129). Otras consecuencias de la expresion de un programa de
diferenciacion terminal incluyen la pérdida de expresion de MHCII(61), debida a
la represion de CIITA por parte de PRDM1/Blimp1(130). Esta regulacién de la
expresion de MHCII se ha demostrado in situ (en tejido) en un trabajo
independiente sobre esta misma serie de casos(131) y en una serie
independiente(132). La pérdida de expresion de MHCIl podria estar
relacionada con el curso clinico desfavorable de estos casos, debido a sus
efectos sobre la inmunovigilancia antitumoral como se ha sugerido en la

literatura(133).

Algunos casos de morfologia plasmablastica muestran un fenotipo
plasmablastico variante (defectivo) que puede reflejar los diferentes estadios en
la diferenciacion terminal gradual de las células B(65) (Figura 15). El
descubrimiento de estos fenotipos plasmablasticos, completo y variante es
consistente con los hallazgos previos de Balague y cols en relacion con la

expresion de XBP1ls en diferentes tipos de linfoma(66). Estos autores,
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utilizando un anticuerpo policlonal que reconoce las formas citopldsmica y
nuclear de XBP1s llegaron a conclusiones semejantes a las nuestras en
relacion con la heterogeneidad en la expresion de XBP1ls en linfomas
plasmablasticos y el impacto clinico de la expresion de la proteina en LBDCG
convencional. Las diferencias en la proporcion de casos de LBDCG positivos
para XBP1s pueden ser debidas al uso de diferentes anticuerpos, uno
monoclonal que reconoce sélo la forma procesada de la proteina en nuestro
estudio (véase descripcion del monoclonal en referencia(67)) y otro policlonal

en el estudio de Balague y cols(66).

o 1o 4

Activated B cell Variant Plasmablast Plasma cell
plasmablast Negative (low) N .
; egative Pax5/CD20
High Pax5/CD20 Low Pax5/CD20 Pax5/CD20 UM
MUM1+ MUM1+ MUM1+ *
Bllmp1 -1+ Blimp1 + Blimp1 + Bllmp1 +
XBP1 - XBP1-— XBP1 + XBP1 +
CD138low / + CD138 +/low CD138 +
sometimes GC markers (GCET1, KLHL6)

DLBCL with partial
Plasmablastic Phenotype
{Blimp1 pos DLBCL)

PLASMA CELL MYELOMA

Figura 15 (de referencia(3)): El uso de un panel de IHQ que incluye PAX5, CD20,

PRDM1/Blimpl y XBP1s permite definir un inmunofenotipo plasmablastico que se expresa de
forma variable en los casos de linfoma plasmablastico. El grado variable de diferenciacion

define un espectro de lesiones que abarca desde el linfoma B difuso de células grandes
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convencional al linfoma plasmablastico e identifica un grupo de linfomas B agresivos con
rasgos fenotipicos intermedios entre linfomas B difuso de células grandes y linfoma

plasmablastico (LBDCG con fenotipo plasmablastico parcial).

En relacién con la relevancia clinica del diagnostico de linfoma plasmablastico,
se desprende de nuestra serie que este tipo de neoplasia se comporta
clinicamente de forma agresiva, responde mal a la terapia y tiene tiempos
cortos de supervivencia global y libres de progresién. Existen claras diferencias
en relacion con tasas de respuesta y supervivencia al compararlo con LBDCG
convencional. Incluso cuando se realiza la comparacion con la forma no-GCB
del LBDCG, la forma més agresiva del LBDCG, las diferencias siguen siendo

significativas (figura 10).

Nuestros datos demuestran asimismo una relacion entre la adquisicion de un
fenotipo plasmablastico parcial por parte del LBDCG vy la agresividad clinica.
Cuando los casos de LBDCG convencional se agrupan en funcién de la
expresion inmunohistoquimica de PRDM1/Blimpl, se identifica un grupo de
pacientes de prondstico intermedio entre el linfoma plasmablastico y el LBDCG
convencional PRDM1/Blimp1l negativo. Aunque la expresion de PRDM1/Blimp1l
se asocia con un fenotipo no-GCB segun el algoritmo de Hans(57), estos casos
PRDM1/Blimpl positivos representan solo una minoria (28 casos, 34%) en
nuestra serie. Existen fendmenos de mutacion y represion epigenética de
PRDM1/Blimpl que se encuentran de forma relativamente frecuente en casos
de LBDCG (25-32 % de los casos para las mutaciones del gen)(134, 135) y que
presumiblemente bloquean la diferenciacion terminal en LBDCG. Es probable
que los casos que sobreexpresan PRDM1/Blimpl no presenten estas

alteraciones genéticas.
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La explicacion bioldgica a la escasa respuesta de los casos de linfoma
plasmablastico a las terapias habituales con quimioinmunoterapia con
anticuerpos monoclonales antiCD20 podria estar relacionada con la pérdida
parcial o completa de marcadores de superficie B(136) asociada a la
adquisicién de un programa de diferenciacion terminal(62). Adicionalmente la
pérdida de expresion de MHCII que se observa en estos casos, de forma
coordinada con la adquisicion de PRDM1/Blimpl podria jugar un papel en la
curso clinico adverso de estos pacientes(132). Recientemente se ha descrito la
presencia de reordenamientos de Ig-MYC en un porcentaje significativo de
casos de linfoma plasmablastico (proximo al 50%)(137, 138). Este evento,
cuando se encuentra asociado a otras anomalias citogenéticas en el contexto
de cariotipos complejos, se asocia con curso clinico agresivo en LBDCG(139-
141) y podria contribuir a la agresividad intrinseca de esta neoplasia. Asi la
coexpresion desregulada de C-MYC y Blimpl-XBP1ls muestra efectos
cooperativos en la induccibn de un fenotipo agresivo en el linfoma

plasmablastico.

Este programa transcripcional caracterizado por la sobreexpresion de XBP1s 'y
su traslocacion nuclear abre una nueva ventana terapéutica al uso de
inhibidores del proteosoma que desestabilicen la respuesta de proteinas
desplegadas (unfolded protein response) en la que esta implicada XBP1s(142-
144). Asi, la inhibiciébn del proteosoma se ha demostrado util en casos de
LBDCG de fenotipo activado(125) y casos aislados de linfoma

plasmablastico(145).
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Algunas de las entidades clinicopatoldgicas que recientemente se han aislado
del LBDCG NOS tienen caracter provisional en la clasificacion vigente de la
OMS, debido en parte a la escasa evidencia acumulada sobre sus
caracteristicas clinicopatologicas. Este es el caso del Linfoma B difuso de
células grandes asociado a EBV y edad avanzada. Este tipo de linfoma,
inicialmente descrito como desorden linfoproliferativo B asociado a EBV y
senilidad(35) se considera en parte consecuencia del deterioro inmunolégico
asociado con la edad avanzada y supone del 8 al 10% de los casos de LBDCG
en pacientes del este de Asia, sin inmunodeficiencia previa(36, 37). Sin
embargo la evidencia disponible sobre su incidencia y caracteristicas clinicas,

patoldgicas y fenotipicas en nuestro medio es limitada(38, 39).

Este subtipo emergente de LBDCG se caracteriza por un curso clinico agresivo
y un mayor riesgo de fallo del tratamiento que el LBDCG convencional EBV
negativo(91) o el linfoma de Hodgkin clasico EBV positivo en pacientes
afosos(146). Esta conducta clinica agresiva se ha puesto en relacion con las
caracteristicas clinicas de la poblacion afecta ya que se encuentra una relacion
entre la presencia de EBV y factores de alto riesgo clinico como son la edad
avanzada, estadio avanzado, mas de una localizacién extraganglionar, IPI

elevado y presencia de sintomas B(91, 146).

Sin embargo hay muy pocos datos sobre las caracteristicas bioldgicas de esta
neoplasia que expliquen su caracter agresivo o contribuyan a la identificacion
de marcadores diagnosticos o dianas terapéuticas para esta subpoblacion de
pacientes de alto riesgo. En nuestro trabajo demostramos que el linfoma B

difuso de células grandes EBV positivo asociado a la edad avanzada es una
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neoplasia B agresiva con una activacion intensa de la via de NFkB en las
células neoplésicas. Esta hiperactivacion de la via esta relacionada con la

infeccion por EBV y se da tanto en las formas de tipo GCB como ABC.

La mayoria de los casos recogidos muestran una presentacion ganglionar
inicial, aunque la presentacion extraganglionar se ha descrito como frecuente
en series previas(35, 146, 147). Morfolégicamente estos tumores muestran una
variedad de patrones de crecimiento y diferenciacion que deben ser
reconocidos para realizar un diagnostico de sospecha previo a la confirmacion
con estudios de inmunohistoquimica e hibridaciéon in situ. Todos los casos
excepto uno mostraron una histologia polimorfa con una marcada variabilidad
en el tamafio celular y diferenciacion a lo largo del tumor. Se observo una
marcada diferenciacién inmunoblastica/plasmocitoide en los casos de tipo
linfoma B de célula grande y del tipo semejante a desorden linfoproliferativo
polimorfo que puede ser una buena clave diagnéstica. El caso de patrén
monomorfo mostrd caracteristicas inmunoblasticas también. Esta diferenciacion
inmunoblastica, junto con areas de necrosis geografica han sido descritos
como caracteristicas frecuentes en esta neoplasia(35, 146, 147). Mas complejo
es el diagndstico diferencial con linfoma de Hodgkin clasico EBV positivo en
pacientes afiosos. En nuestra serie hemos utilizado tres criterios sencillos para
clasificar el caso como LBDCG EBV positivo en lugar de linfoma de Hodgkin:
(1) morfologia consistente con desorden linfoproliferativo polimorfo y mayor
densidad de células grandes y blastos que la esperada en linfoma de Hodgkin;

(2) expresion de marcadores de diferenciacion B con expresion moderada o
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intensa de CD20 en >50% de la celularidad neoplésica y (3) positividad para

EBV-EBER en células grandes e intermedias.

La combinacién de determinadas caracteristicas clinicas y fenotipicas es de
utilidad en el reconocimiento de esta entidad. Asi el diagnéstico de LBDCG
EBV positivo asociado a la edad avanzada se ve favorecido si se encuentra
necrosis geogréfica, expresion franca de marcadores de linea B como CD20 y
CD79, la presencia de restriccibn de cadenas ligeras(36, 37), expresion de
EBNAZ2 y una marcada reaccion citotoxica de células T acompafiante(147). Una
caracteristica particularmente Util de este tipo de linfoma, atipico en el linfoma
de Hodgkin clasico es la variedad de tamafos celulares en las células EBV
positivas cuando se identifican con CD20 y EBV-EBER. Hemos utilizado este
criterio como valido, de acuerdo con lo descrito para otros desérdenes
linfoproliferativos EBV positivos(148). La positividad para CD15, que ha sido
considerada durante mucho tiempo como un factor discriminante entre LBDCG
y linfoma de Hodgkin clasico(35, 37, 147) se ha encontrado recientemente en
lesiones distintas de Hodgkin clasico (particularmente Ulceras mucocutaneas
EBV positivas(148)), sugiriendo que la presencia o ausencia de CD15 no se

debe considerar un factor determinante en este diagndstico diferencial.

Los estudios de inmunohistoquimica e hibridacién in situ cromogénica (HISC)
nos han permitido demostrar que EBV estd presente en una proporcion
significativa de la poblacién neoplasica (mediana de 80% mediante HISC).
Tanto la hibridacion in situ para EBER como la expresién IHQ de EBV-LMP1
son métodos validos para la deteccion de EBV pero el primero es mas sensible

ya que EBV-LMP1 no siempre es positivo y, cuando lo es, se encuentra en un
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porcentaje menor de células (Figura 13). Los tumores también mostraron
elevada proliferacion y sobreexpresion de la proteina antiapoptotica BCL2.
Estas dos caracteristicas pueden estar parcialmente relacionadas con su
pronostico desfavorable como ocurre en series clasicas de LBDCG

convencional y linfoma de Hodgkin clasico(100, 149).

En relacion con la distincién en los subtipos GCB y ABC de LBDCG, hemos
encontrado que los casos de LBDCG EBV positivos asociados a edad
avanzada muestran de forma habitual un fenotipo de célula B activada.
Adicionalmente hemos descrito la activacion de las vias clasica y alternativa de
NFkB, determinada por la acumulacion nuclear y procesamiento de las
proteinas relacionadas con NFkB p105/p50 y p100/p52, en una gran proporcion
de los casos y con una frecuencia mayor a la observada en muestras
pareadas de LBDCG EBV negativo. Ademas, aunque con el algoritmo de Choi
se identifican méas casos de fenotipo GCB que con el de Hans en esta serie,
ambos tipos, GCB y ABC, muestran actividad incrementada de NFkB. Esta
hiperactivacion de NFkB provee una base racional para terapias con

inhibidores de esta via(150).

Publicaciones posteriores han confirmado la sobreexpresion de CD30 vy
subunidades de NFkB como p50 en estas neoplasias en comparacion con los
LBDCG EBV negativos(151). Adicionalmente se ha corroborado que estos
tumores muestran un perfil de expresibn génica caracteristico con

sobreexpresion de la via de NFkB y JAK/STAT(151, 152).

Basandonos en nuestros resultados se deduce que la infeccion por EBV debe

jugar un papel directo en la activacion de NFkB. Este efecto de EBV en la
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activacion de NFkB esta bien establecido desde el punto de vista experimental.
Se sabe que EBV puede inducir respuestas de NFkB mimetizando la
sefalizacion de BCR y CD40 a través de las proteinas LMP2A(153, 154) y
LMP1(155, 156), respectivamente. Adicionalmente la expresion de EBV-LMP1
induce linfomas B en ratones transgénicos(157). Recientemente se ha
confirmado que la infeccidn de lineas celulares de LBDCG con EBV induce, per
se, sobreexpresion de NFkB y JAK-STAT(152). Estos datos son consistentes
con la escasez de mutaciones en genes que activan de forma patoldgica la via
de NFkB como MYD-88, CARD11 y CD79B en estos casos(158), lo que
sugiere que el efecto transformante de EBV es suficiente para explicar la

hiperactivacion de NFkB presente en estos tumores.

V CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La hipo6tesis de esta tesis doctoral es que la expresion de determinados
marcadores biolégicos en las muestras tumorales de Linfoma B Difuso de
células grandes tiene un impacto en la conducta biolégica de estas neoplasias
y, por consiguiente, en el prondstico clinico de los pacientes, en relacion con
supervivencia global y respuesta a la terapia habitual. Estos marcadores
pueden ser de utilidad diagnéstica en la identificacién de fenotipos especificos

y entidades clinicopatoldgicas concretas.

Asi hemos encontrado que:

- La proteina GCET1 esta restringida a un subgrupo de células B del
centro germinal y linfomas B derivados del centro germinal. La expresion
de esta proteina en muestras diagnosticas se puede utilizar en el

reconocimiento del Linfoma B Folicular, Linfoma de Hodgkin de tipo
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predominio linfocitico nodular, Linfoma B rico en células T e histiocitos y
un subgrupo de linfomas de Hodgkin clasico (LHC, rico en linfocitos). La
expresion de GCET1 es de utilidad en el diagnéstico diferencial del
linfoma B folicular con el linfoma de la zona marginal y linfoma del
manto(1). Posteriormente otros grupos han confirmado la utilidad de la
expresion de la proteina GCET1 en la subclasificacion pronéstica del
LBDCG(52, 58, 59).

Una firma de microARNs tiene impacto prondéstico en pacientes con
LBDCG tratado con quimioinmunoterapia convencional (R-CHOP). La
integracion de la firma de microARNs con el indice prondstico
internacional (IP1) identifica un subgrupo de pacientes de alto riesgo con
una supervivencia global a los dos afios menor del 50%. Por lo tanto
esta aproximacion puede ser de utilidad para refinar la prediccion
prondstica en pacientes con LBDCG con la intencion de asignar terapias
ajustadas al riesgo bioldgico(2). Esta firma de microARNs ha sido
validada en una serie independiente de pacientes tratados en el contexto
de ensayos clinicos(121).

El uso de una combinacién restringida de marcadores
inmunohistoquimicos (CD20, PAX5, PRDM1/Blimpl y XBP1s) permite
una definicion precisa de la diferenciacion terminal en linfomas B
agresivos Y facilita la identificacion del fenotipo caracteristico del linfoma
plasmablastico. Asimismo se identifica un subgrupo de Linfomas B de
células grandes con caracteristicas fenotipicas intermedias entre
LBDCG NOS vy linfoma plasmablastico que muestran una conducta

clinica agresiva con las terapias convencionales(3).
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- El linfoma B difuso de células grandes EBV positivo asociado a la edad
avanzada es una neoplasia B clonal, con marcada hiperactivacion de la
via de NFkB en las células neoplasicas, independientemente del
fenotipo GCB o ABC. El curso clinico es agresivo con limitada
supervivencia global y libre de progresion con las terapias estandar. La
hiperactivacion de NFkB, asociada con la infeccion por EBV, debe servir
de base racional para el disefio de ensayos clinicos con nuevos

farmacos para estos pacientes(4).

Asi parece demostrado que la caracterizacion biolégica de los casos de linfoma
B de célula grande es la base para el desarrollo de terapias mas efectivas para
los pacientes con mal pronéstico. La insuficiencia de los modelos basados en
parametros clinicos para la identificacion precoz de los pacientes refractarios a
la terapia y de mal prondstico estimula la blusqueda de estos marcadores
bioldgicos que idealmente deben ser capaces de predecir la respuesta a la
terapia, mas alla de tener un valor meramente prondstico de supervivencia
global o libre de progresion. El avance en la subclasificacibn molecular del
LBDCG permitird en un futuro reciente un abordaje terapéutico personalizado
para casos con diferentes alteraciones genéticas de base. De hecho ya se
estan probando nuevas terapias, actualmente en fase de ensayo clinico que
toman ventaja del conocimiento de las caracteristicas moleculares de los
linfomas y tratan de inhibir vias moleculares desreguladas como consecuencia
de multiples alteraciones genéticas, como las vias de NFkB, JAK/STAT, BCR y
el eje C-MYC-Blimpl-XBP1ls. Por ejemplo, una linea de avance en el

tratamiento del LBDCG es el uso de inhibidores de BTK (ibrutinib) en pacientes
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con LBDCG refractario de tipo ABC(33, 34). Toda una serie de ensayos
preclinicos sugieren diferentes dianas y farmacos especificos para los diversos
grupos moleculares de LBDCG(159-161). De este modo se espera que esta
subclasificacion molecular del LBDCG se incorpore gradualmente al proceso

diagnéstico clinico.

VI PACIENTES, MATERIALES Y METODOS

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

los cuatro manuscritos originales anexos.

1. Cuantificacion de la expresion de ARN mensajero. Tecnologia basada en
micromatrices. Extraccion de ARN, preparacion del ADNc e hibridacion en

micromatrices. (1, 2)

2. Andlisis de datos de expresion de ARN mensajero. Andlisis de expresion
diferencial con tejido contrapartida normal. ldentificacién de vias multigenicas y

genes de relevancia funcional (GSEA)(2).

3. Generacion de anticuerpos monoclonales dirigidos frente a proteinas de

interés. Produccion del anticuerpo antiGCET-1.(1)

4. Andlisis de expresion de proteinas y ARN en tejido. Proceso de marcaje
inmunohistoquimico de las muestras. Valoracion de la tincion
inmunohistoquimica e hibridacion in situ EBV-EBER. Uso de micromatrices de
tejido (tissue microarrays, TMA) en la valoracién inmunohistoquimica y de

hibridacién in situ de multiples muestras(1-4).
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5. Hibridacion in situ fluorescente FISH para la deteccion de traslocaciones

genéticas (C-MYC, BCL2, BCL6)(4).

6. Cuantificacion de la expresion de microARNs. Tecnologia basada en
micromatrices. PCR cuantitativa a tiempo real para la medicion de la expresion

de microARNSs extraidos de tejido parafinado(2).

7. PCR para la deteccion de clonalidad de IgH, cadenas ligeras y TCR(4).

8. Disefio clinico. Estudios retrospectivos. Recogida de datos clinicos.
Formularios de recogida especificos. Objetivos clinicos relevantes (Factores
clinicos de riesgo (IPl), Supervivencia Global, Supervivencia libre de

Progresion)(2-4).

9. Andlisis estadistico. Correlacion de los datos de expresion a multiples niveles
(ARN mensajero, proteina, microARNS) con datos de relevancia clinica. Uso de
programas estadisticos (SPSS, entre otros). Curvas de supervivencia Kaplan-
Meier, Analisis de regresion de Cox uni y multivariante. Generacion de modelos

prondsticos mutigénicos y en combinacion con variables clinicas(2).
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