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Resumen

Introduccion: La integracion de tecnologias moleculares en la prdctica clinica es fundamental para el diagndstico y la
estratificacion del riesgo en las neoplasias hematoldgicas. La secuenciacion masiva (NGS, next-generation sequencing) ha
permitido caracterizar el perfil gendmico de los linfomas B de células grandes (LBCG), identificando mutaciones, variaciones
en el numero de copias y genes de fusion recurrentes. Este avance ha motivado la elaboracién de recomendaciones espe-
cificas para su aplicacion clinica. Objetivo: Desarrollar una guia de consenso que defina los genes y las alteraciones ge-
néticas prioritarias que deben evaluarse mediate NGS en los LBCG. Material y método: E/ Grupo de Biologia Molecular en
Hematologia (GBMH), en colaboracion con un panel de expertos, reviso la bibliografia reciente y las principales clasifica-
ciones internacionales (Organizacion Mundial de la Salud, International Consensus Classification y European LeukemiaNet).
Mediante discusion estructurada y consenso, se seleccionaron los genes y las regiones cromosémicas de mayor relevancia
clinica, clasificandolos en niveles de evidencia (obligatorios, recomendables y opcionales) en funcion de su utilidad en el
diagndstico, el prondstico y el tratamiento. Resultados: Se consensud un panel de 60 genes y diversas alteraciones estruc-
turales relevantes para los LBCG. Se detallan las asociaciones gendmicas con los subtipos moleculares descritos, asi como
su valor clinico. La guia proporciona recomendaciones prdcticas para la implementacion de paneles dirigidos de NGS en
la prdctica clinica donde su uso puede aportar un beneficio diagndstico y prondstico significativo. Conclusiones: Estas
recomendaciones constituyen la primera guia de consenso nacional para la aplicacién de paneles dirigidos de NGS en los
LBCG. Su adopcidn favorecerd la estandarizacion de la prdctica diagndstica y contribuird a una mejor clasificacion y un
adecuado manejo de los pacientes.
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Abstract

Introduction: The integration of molecular technologies into clinical practice is essential for the diagnosis and risk stratifica-
tion of hematologic neoplasms. Next-generation sequencing (NGS) has enabled the genomic characterization of large
B-cell lymphomas (LBCL), identifying mutations, copy number variations, and recurrent fusion genes. This advance have
motivated the development of specific recommendations for its clinical application. Objective: To develop a consensus gui-
deline defining the priority genes and genetic alterations to be assessed by NGS in LBCL. Material and method: The Mo-
lecular Biology Group in Hematology (GBMH), in collaboration with a panel of experts, reviewed recent literature and the
main international classifications (World Health Organization, International Consensus Classification y European LeukemiaNet).
Through structured discussion and consensus, genes and chromosomal regions of greatest clinical relevance were selected
and categorized into levels of evidence (mandatory, recommended, and optional) based on their diagnostic, prognostic, and
therapeutic utility. Results: A panel of 60 genes and several structural alterations relevant to LBCL was agreed upon. The
genomic associations with the described molecular subtypes are detailed, as well as their clinical value. The guideline pro-
vides practical recommendations for the implementation of targeted NGS panels in route clinical practice, highlighting whe-
re their use may provide significant diagnostic and prognostic benefit. Conclusions: These recommendations constitute the
first national consensus guideline for the application of targeted NGS panels in LBCL. Their adoption will promote the stan-

dardization of diagnostic practice and contribute to improved classification and management of patients.

Keywords: Large B-cell ymphoma. Next generation sequencing. Consensus guidelines.

Introduccion

En estas recomendaciones hemos incluido todas las
afecciones que se engloban principalmente dentro del
linfoma B de células grandes (LBCG) y que se encuen-
tran en la nueva clasificacion de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) y en la International
Consensus Classification (ICC)"? (Tabla 1).

A continuacion, entraremos a comentar algunas
caracteristicas de las mas relevantes.

Linfoma B difuso de células grandes

El linfoma B difuso de células grandes (LBDCG) es
el subtipo de linfoma no Hodgkin més frecuente en
Espafa; segun el Registro Espafiol de Linfomas,
representa el 30-40% de los casos®. Comprende un
grupo heterogéneo de afecciones bioldgicamente dis-
tintas que resultan de la proliferacion clonal de una
célula B maligna germinal o posgerminal. La enferme-
dad suele ser agresiva y el diagndstico suele reali-
zarse mediante biopsia de un ganglio linfatico
sospechoso o de un tumor extraganglionar en el que
la arquitectura normal se ve sustituida por placas de
células grandes que presentan tincién positiva para
antigenos de células pan-B, como CD20 y CD79a. El
tratamiento estandar del LBDCG sigue siendo la qui-
mioinmunoterapia con R-CHOP (rituximab, ciclofosfa-
mida, doxorubicina, vincristina y prednisona). Aunque
esta modalidad es segura y eficaz, hasta un 45-50%
de los pacientes sufren recaidas. Los estudios gend-
micos y transcriptémicos del LBDCG han identificado

subgrupos de pacientes con mal prondstico con la
quimioinmunoterapia.

CLASIFICACION EN FUNCION DE LOS BIOMARCADORES
DE EXPRESION O GENETICOS

A lo largo de las dos ultimas décadas, los esfuerzos
multidisciplinarios de patdlogos, cientificos molecula-
res y clinicos han permitido identificar subtipos Unicos
de LBDCG en funcidn de las células de origen (COO,
cell of origin) o de las caracteristicas moleculares.
Estos sistemas de clasificacion se utilizan ahora de
manera sistematica para identificar pacientes con
enfermedad de alto riesgo y peores resultados con los
tratamientos iniciales, tradicionalmente R-CHOP y mas
recientemente Pola-R-CHP. A pesar de estos avances,
en nuestro medio la tasa de recaida o refractariedad
tras R-CHOP sigue situandose en torno al 40%*.

Célula de origen

Se evalud el perfil de expresién génica de 96 linfo-
citos normales y de linfocitos de LBDCG y se identifi-
caron tres firmas genéticas Unicas con patrones
distintos de mutaciones somaticas®. EI LBDCG similar
a las células B de centro germinal (GCB), que repre-
senta el 40-50% de los casos, tiene un perfil de expre-
sion génica caracteristico de las células B de centro
germinal normales con heterogeneidad intraclonal,
hipermutacion somatica y expresion de las proteinas
CD10 y BCLS. El subtipo de células B activadas (ABC),
que representa el 30-40% de los casos, tiene una
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Tabla 1. Clasificaciones de la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) y la International Consensus

Classification (ICC) de los linfomas B de células grandes

Clasificacion OMS 5.*

edicion

LBDCG NOS

Linfoma B de alto grado
(LBAG) con alteraciones en
11q

LBCG con reordenamiento
en IRF4

LBCG rico en células T

LBCG relacionado con una
localizacion de tipo
«santuario» de dificil
acceso del sistema
inmunitario. Incluye el SNC,
de testiculos y ocular

LBDCG primario cutaneo,
de tipo pierna

LBCG intravascular

LBDCG asociado a
sobrecarga de liquidos

LBCG VEB+

LBDCG asociado a
inflamacion crénica

LBCG asociado a fibrina
Granulomatosis linfomatoide
LBCG ALK+

Linfoma plasmablastico

LBDCG/LAG con MYC/BCL2
reordenado LAG con MYC/
BCL2 reordenado

LAG NOS

Linfoma B primario
mediastinico (PMBL)

Linfoma mediastinico de la
zona gris (MGZL)

HHV8: human herpes virus-8; LAG: linfoma de alto grado; LBCG: linfoma B de célula

LBDCG NOS (ABC/GCB)

LBCG con alteraciones en 11q

LBCG con reordenamiento en
IRF4

LBCG rico en células T

LBDCG del SNC y ocular
LBDCG testicular

LBDCG primario cutaneo, de tipo
pierna

LBCG intravascular

Linfoma por derrame VEB y HHV8
negativos

LBCG VEB+

LBDCG asociado a inflamacion
cronica

LBCG asociado a fibrina
Granulomatosis linfomatoide
LBCG ALK+

Linfoma plasmablastico

LAG con MYC/BCL6 reordenado

LAG NOS

Linfoma B primario mediastinico
(PMBL)

Linfoma mediastinico de la zona
gris (MGZL)

grande; LBDCG: linfoma B difuso de célula grande; MGZL: mediastinal grey zone
lymphoma; NOS: not otherwise specified; PMBL: primary mediastinal B-cell
lymphoma; SNC: sistema nervioso central; VEB: virus de Epstein-Barr.

expresion génica de células B posgerminales o acti-
vadas con alta expresién y actividad constitutiva del
complejo del factor nuclear kappa B (NF-kB), y expre-
sion de las proteinas IRF4 y BCL2. El tercer subtipo
es el no clasificado y representa el 10-15% de los

Recomendaciones para estudio NGS del linfoma B de células grandes

casos. La capacidad para realizar el perfil de expre-
sién génica de manera sistematica en muestras fres-
cas congeladas es limitada, y los algoritmos
inmunohistoquimicos han sido el método mas comun
para determinar la COO en la préctica clinica. El algo-
ritmo de inmunohistoquimica desarrollado por Hans et
al.8y el algoritmo Tally” son los més utilizados. Més
recientemente, plataformas novedosas como
Lymph2Cx permiten realizar el perfil de expresion
génica en tejido fijado e incluido en parafina. Aunque
su uso esta restringido principalmente a la investiga-
cién, varios estudios han demostrado una mejor con-
cordancia que con la inmunohistoquimica®?.

Caracteristicas moleculares

En torno al 10-15% de los pacientes presentan reor-
denamiento del gen MYC (protooncogén localizado en
el cromosoma 8g24)'°, y aproximadamente la mitad
de estos casos también presentan un reordenamiento
del protooncogén antiapoptético BCL2 o de su repre-
sor de la transcripcion BCL6. Estos reordenamientos
genéticos se suelen identificar mediante hibridacion
in situ fluorescente (FISH). La presencia de MYC y
BCL2 concomitante se denomina doble hit (DH), reco-
nocido en la clasificacion mas reciente de la OMS
(HGBCL-DH, high-grade B-cell lymphoma-double
hit)!, y suele afectar al 8-10% de los casos, en general
con un peor prondstico. Ademds, también pueden
presentar doble expresion (DEL), caracterizada por la
sobreexpresion del oncogén c-MYC y BCL2 detec-
tada mediante inmunohistoquimica (= 40 y > 50%,
respectivamente). Los DEL representan aproximada-
mente un tercio de los casos de novo y tienen un
pronostico intermedio con terapia R-CHOP inicial. Los
DEL también pueden detectarse hasta en el 50% de
los casos de LBDCG refractarios recidivantes, que
también se asocian a peores resultados con el trata-
miento de rescate con quimioterapia'’. Cabe destacar
que el GCB estéa enriquecido para los subtipos DH y
el ABC para los DEL. Aunque histéricamente se ha
utilizado el concepto de «doble expresor» (o DEL),
tanto la OMS como la ICC ya no lo incluyen ni reco-
miendan su uso en la clasificacion actual. En relacion
con los reordenamientos de BCL6, existe una diferen-
cia de criterio entre clasificaciones: la OMS no los
considera dentro de la categoria de linfoma doble hit,
mientras que la ICC los incluye de forma provisional
como «HGBCL with MYC and BCL6 rearrange-
ments»"2. En resumen, estos datos ponen de mani-
fiesto la necesidad de realizar de manera sistematica
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Tabla 2. Subtipos genéticos en el linfoma B difuso de
células grandes

Subtipos Genes Subtipos Genes
genéticos incluidos genéticos incluidos
segin segin
Schmitz Chapuy
et al.”? etal.”
EZB BCL2 C3 BCL2
(relacionado EZH2mut BCL2mut
con LBDCG TNFRSF14mut/ EZHZmut
GCB) del, CREBBPmut
CREBBPmut KMT2Dmut
EP300mut TNFRSF14mut/
RELampl del
BN2 NOTCHZmut/ C1 BCL6t
ampl (relacionado  BCL10mut/ampl
SPENmut con LBDCG TNFAIP3mut
BCL6t ABC) UBE2Amut
TNFAIP3mut CD70mut
BCL10mut/ B2Mmut
ampl NOTCHZmut
PRKCBmut/ MYD88mut (no
ampl L265P)
MCD MYD88 C5 189/18p ampl
(relacionado (L265P) mut 3q ampl
con LBDCG CD79A 0 B CD79Bmut
ABC) mut/ampl MYD88mut
PIMTmut PIMTmut
CDKN2Amut/
del
HLAmut/del
N1 NOTCHImut
(relacionado IRF4mut
con LBDCG ID3mut
ABC)
A53 C2 TP53mut/del
ST2 C4 SGKTmut
HISTIH1A-Emut
NFKBIEmut
BRAFmut
CD83mut
CD58mut

GCB: subtipo de células B de centro germinal; ABC: subtipo de células B activadas.

estudios tanto de inmunohistoquimica como de FISH
en el momento del diagndstico y, preferentemente,
también en el momento de la recidiva.

Subtipo genético

El uso de la secuenciacién del exoma completo iden-
tifico ademds nuevos subtipos genéticos de enferme-
dad caracterizados por mutaciones frecuentemente
recurrentes. Schmitz et al.’> analizaron 574 muestras
de biopsia de LBDCG previas al tratamiento e identifi-
caron cuatro subtipos genéticos distintos de

enfermedad con diferentes mutaciones recurrentes de

alta frecuencia. Estas categorias incluyen los subtipos

MCD, BN2, N1 y EZB.

El subtipo MCD se caracteriza por la coocurrencia de
mutaciones MYD88 (L265P) y CD79, el subtipo BN2 por
fusiones BCL62 y mutaciones NOTCH2, el subtipo N1
por mutaciones NOTCH1 frecuentes, y el subtipo EZB por
la presencia de translocaciones EZH2 y BCL2. Los sub-
tipos MCD y N1 corresponden a los casos de tipo ABC,
mientras que los subtipos BN2 y EZB corresponden al
tipo GCB. Estos grupos presentan diferente respuesta a
la terapia inicial. Los subtipos BN2 y EZB se correlacio-
nan con buen prondstico, mientras que los demas subti-
pos presentan un peor prondstico. Por su parte, Chapuy
et al®® clasificaron 304 LBDCG primarios no tratados
previamente en cinco grupos diferentes. Estos incluyen
dos subtipos distintos: LBDCG-ABC de bajo riesgo (C1
asociado a mutaciones de MYD88), LBDCG-ABC de
peor prondstico (C5 que se asemeja al subtipo MCD con
mutaciones de MYD88-L265P y CD79), un grupo inde-
pendiente de ABC/GCB (C2 caracterizado por mutacio-
nes y deleciones del cromosoma 17p) y, por ultimo, un
LBDCG-GCP de peor y mejor prondstico (C3 y C4, res-
pectivamente). Con posterioridad, el grupo del National
Cancer Institute (NCI) refind la clasificacién de Schmitz
et al.”? incorporando dos nuevas categorias, ST2 y A53,
que se corresponden con los grupos C4 y C2 descritos
por Chapuy et al.’®, respectivamente. Este trabajo tam-
bién destacd la existencia de casos que no se ajustan de
manera clara a ninguna categoria, subrayando la hetero-
geneidad biolégica del LBDCG™.

Existen dos enfoques metodoldgicos principales
para la clasificacion de los subtipos gendmicos: el ana-
lisis de cluster jerarquico (modelo Harvard), que per-
mite clasificar la mayoria de las muestras, y el analisis
probabilistico (modelo NCI), en el que aproximada-
mente un tercio de los casos quedan sin asignacion
definitiva. Para facilitar su aplicaciéon en la practica
clinica, se ha desarrollado el algoritmo LymphGen, que
permite asignar probabilisticamente casos individuales
a los diferentes subtipos genéticos':

- LBDCG primario del sistema nervioso central y pri-
mario testicular: comparten algunas caracteristicas,
como que suelen ser de tipo ABC y presentan con
alta frecuencia alteraciones en MYD88 y CD79B.

- Linfoma B de alto grado (LBAG) con alteraciones en
11q: se caracteriza por presentar caracteristicas mor-
foldgicas, clinicas e inmunofenotipicas parecidas a
las del linfoma de Burkitt, pero sin reordenamiento
de MYC. Estos casos presentan alteraciones en 11q
(ganancia de 11g23.2-23.3 y pérdidas de
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11g24.1-gter) y, ademas, suelen tener mutaciones
asociadas (GNAI3).

- LBCG con reordenamiento de /RF4: suele afectar a
nifos y adolescentes, y tiene un curso favorable. La
determinacién del reordenamiento se suele realizar
mediante técnicas de FISH. No incluye los casos que
ademas presentan reordenamiento de MYC o BCL2.

- LBAG: morfolégicamente presenta caracteristicas
mas blastoides y suele ser habitual que muestre re-
ordenamientos de MYC, BCL2 y BCL6. Los pacien-
tes con reordenamiento de MYC/BCL2 tienen un
perfil molecular mas parecido al linfoma folicular
(CREBBP, BCL2, KMT2D, MYC, EZH2 y FOXO). Los
pacientes con reordenamiento de MYC/BCL6 suelen
presentar afectacion extranodal y peor prondstico.
Por ultimo, los LBAG NOS (not otherwise specified)
son poco frecuentes, muestran una gran heteroge-
neidad molecular y aproximadamente la mitad suelen
tener reordenamiento de MYC.

- Linfoma primario mediastinico (PMBL, primary me-
diastinal B-cell lymphoma): es un linfoma de células
B poco frecuente y agresivo que surge en las células
B timicas. Representa alrededor del 2-3% de los lin-
fomas no Hodgkin difusos de células grandes B, aun-
que comparte caracteristicas clinicas, morfoldgicas y
moleculares con el subtipo de esclerosis nodular del
linfoma de Hodgkin clasico. Los reordenamientos de
BCL2, BCL6 y MYC son raros. Destaca la presencia
de reordenamientos o mutaciones en CIITA hasta en
el 53% de los casos. Las translocaciones que involu-
cran a CIITA ocurren con CD274 (también llamado
PDCD1LG1 o PDL1) y PDCD1LG2 (también llamado
PDL2). Las alteraciones en CIITA y las ganancias en
el nimero de copias y la amplificacion del locus PDL
ocurren en un 29-70% de los casos de PMBL. El perfil
gendmico también contiene ganancias en el cromo-
soma 2p16.1 (en torno al 50% de los casos). Las ga-
nancias que involucran a los cromosomas Xp11.4-21,
Xq24-26, 7922, 12931 y 9q34 también se observan en
aproximadamente un tercio de los casos.

Utilidad clinica de los paneles de
secuenciacion masiva (NGS, next-
generation sequencing) en el linfoma B
difuso de células grandes

Clasificacion genética de los pacientes,
basada en las publicaciones’>"

Como se ha comentado en la introduccion, existen
dos publicaciones relevantes en las que se agrupa a

Recomendaciones para estudio NGS del linfoma B de células grandes

los pacientes segun las alteraciones genéticas, con
impacto prondstico. En la tabla 2 se muestran los
genes mas relevantes de cada uno de los grupos.

Los pacientes que pertenecen a los subgrupos C1y
C4 tienen mejor prondstico que los pacientes que se
clasifican en C2, C3 y C5. Por otro lado, los pacientes
que se clasifican como N1y MCD presentan peor pro-
néstico que aquellos que se clasifican como EZB o
B2N.

A continuacién, se muestran las caracteristicas
biolégicas y de tratamiento de cada uno de los
subgrupos.

C3/EZB

La mayoria presentan translocacion o mutaciones en
BCL2. También presentan alteraciones en modificado-
res de la cromatina, en factores de transcripcion y de
diferenciaciéon B, y en modificadores indirectos de la
sefalizacion BCR y PI3K, por lo que podrian benefi-
ciarse de inhibidores de EZH2, BCL2, PI3K y BCR.

BN2/C1

La alteracion mas frecuente es el reordenamiento
BCL6 en combinacion con NOTCH2. Ademas, presen-
tan alteraciones en la via de sefalizacion de NF-xB
(BCL10, TNFAIP3 y FAS). Por otro lado, aparecen alte-
raciones genéticas relacionadas con la evasiéon inmu-
nitaria, como son los genes B2M, CD70, FAS y PD-L1
0 PD-L2. La mayoria son clasificados como LBDCG-
ABC mediante el perfil transcripcional; un 25% de los
casos presentan mutaciones en MYD88 no L265P.

Este subtipo genético, a diferencia del C5, no tiene
actividad citidina desaminasa, confirmado su origen
extrafolicular y una menor ratio de hipermutacion
somatica /IGH, por lo que podria beneficiarse de
tratamientos relacionados con la alteracién de la sefa-
lizacion de NOTCH y BCL6, ademas de la evasion
inmunitaria.

MCDI/C5

En este grupo suelen aparecer ganancias en 18q que
producen aumento de la expresion de BCL2 o MALT1.
Ademas, suelen tener mutaciones en CD79B y MYD88
(L265P), alteraciones asociadas a LBDCG-ABC (COO).
Las caracteristicas genéticas de este grupo suelen
asociarse a linfoma primario del sistema nervioso cen-
tral y testicular. Esto podria sugerir que este subtipo
genético se asocia a tropismo extranodal. Por otro
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Tabla 3. Genes mas relevantes relacionados con el Tabla 3. Genes mas relevantes relacionados con el
linfoma B difuso de células grandes que se recomiendan linfoma B difuso de células grandes que se recomiendan
incluir en el panel de secuenciacion masiva (NGS, next incluir en el panel de secuenciacion masiva (NGS, next

generation sequencing) para el estudio de variaciones generation sequencing) para el estudio de variaciones
de nucledtido simple y pequefias indel en regiones de nucleotido simple y pequefias indel en regiones
codificantes y en zonas de splicing codificantes y en zonas de splicing (continuacion)
Alteraciones Valor clinico Grado de Alteraciones Valor clinico Grado de
evidencia evidencia
Diagnéstico (C1), prondstico ~ Recomendable DDX3X Diagnéstico Opcional
BCL2 Diagnéstico (GCB), Recomendable DTX1 Pronéstico Opcional
tratamiento
DUSP2 Diagnéstico Opcional
BCL10 Diagnéstico (C1), prondstico Recomendable
EBF1 Pronéstico Opcional
BRAF Diagnéstico (C4), pronéstico ~ Recomendable
ETS1 Diagnéstico, pronostico Opcional
CARD11 Diagnostico (ABC), Recomendable
pronéstico ETV6 Pronéstico Opcional
CD58 Diagnostico (C4), prondstico  Recomendable FAS Pronéstico Opcional
cD70 Diagnéstico (X1), pronéstico ~ Recomendable Foxor1 Diagnostico, pronostico y Opcional
tratamiento
CD79A Diagnéstico (MCD/C5), Recomendable
pronéstico GNAI2 Diagnoéstico (GCB), Opcional
pronéstico
CD79B Diagnéstico (MCD/C5), Recomendable
prondstico HVCNT1 Diagnéstico, pronéstico Opcional
CcD83 Diagnostico (C4), prondstico  Recomendable IGLLS Diagnostico (DH) Opcional
CDNK2A Diagnéstico (MCD/C5), Recomendable IRF8 Diagnostico Opcional
ésti
prongsfico JUNB Diagnéstico Opcional
CREBBP Diagnéstico (EZB/C3), R dabl . . . .
lagn;rsolncéosiico /C3) ecomendable KLF2 Diagnostico, prondstico Opcional
EP300 Diagnostico (C3/EZB), Recomendable KLHLE Pronstico Opcional
pronostico KLHL14 Pronéstico Opcional
EZH2 Diag’né_stico (CB/E_ZB), Recomendable KRAS e Opcional
prondstico, tratamiento
MEF2B Diagnéstico, Osti Opcional
GNAT3 Diagnéstico (PMBL) Recomendable TR, bR s
myc Diagnéstico (DH Opcional
HIST1H1 Diagnostico (C4), prondstico  Recomendable lagnstico (DH) i
familia (B-E) NFKBIA Diagndstico, prondstico Opcional
ID3 Diagnostico (N1), prondstico ~ Recomendable PTEN Diagnéstico, pronstico Opcional
IL4R Diagnéstico Recomendable STAT3 Prondstico Opcional
IRF4 Diagnostico (N1), pronéstico  Recomendable TBLIXR1 Pronostico Opcional
ITPKB Diagnéstico (SNC) Recomendable TMEM30A Prondstico Opcional
KMT2D Diagnéstico (EZB/C3), Recomendable ZNF217 Diagndstico Opcional
pronostico
ABC: subtipo de células B activadas; DH: doble hit; GCB: subtipo de células B de
MYD88 Diagnéstico (C1), prondstico, Recomendable centro germinal; PMBL: primary mediastinal B-cell lymphoma,; SNC: sistema
. nervioso central.
L265P tratamiento Subtipos genéticos C1-C5 segin Schmitz et al.'?, y subtipos B2N, EZB, N1, ST2,
. L. A53, X1 0 MCD segiin Chapuy et al.’s,
MYD88 Diagnoéstico (C5/MCD), Recomendable
prondstico, tratamiento
NFKBIE Diagnastico (C4), pronostico Recomendable
lado, presentan una alta actividad de citidina desami-
NOTCH1 Diagnostico (N1), pronéstico  Recomendable

nasa e hipermutaciéon somatica de /GH, lo que indica
(coninda) - quUe han pasado por el centro germinal.
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Tabla 4. Alteraciones estructurales mas relevantes
relacionadas con el linfoma B difuso de células grandes
que se recomiendan incluir en el panel de secuenciacion
masiva (NGS, next generation sequencing) (continuacién)

Tabla 4. Alteraciones estructurales mas relevantes
relacionadas con el linfoma B difuso de células grandes
que se recomiendan incluir en el panel de secuenciacion
masiva (NGS, next generation sequencing)

Alteraciones Valor clinico Grado de Alteraciones Valor clinico Grado de
estructurales evidencia estructurales evidencia
NOTCH2 Diagnostico (BN2/C1), Recomendable Fusiones
pronostico BCL2t Diagnéstico Obligatorio
(C3/EZB),
PIM1 Diagnostico (C5/MCD), Recomendable prondstico,
pronéstico tratamiento
BCLé6t Diagnoéstico Obligatorio
PTPNI Diagnéstico (PMBL) Recomendable Gl ‘
PRDM1 Diagnéstico (ABC), Recomendable myct D;?g:g:ttiigg’ Obligatorio
pronostico ALK Diagndstico Obligatorio
PRKCB Diagnostico (BN2), Recomendable CITTA Diagndstico (PMBL)  Recomendable
pronstico IRF4 Diagnostico Recomendable
PDL1, PDL2 Diagnéstico Recomendable
RHOA Diagnéstico (GCB), Recomendable PDCD11G2/CD274 Diagnéstico, Opcional
prondstico prondstico
PAX5 Diagnéstico Opcional
SGK1 Diagnéstico (C4), Recomendable CNVs
prondstico
} i Amplificaciones
S0CS1 Diagnostico _(PMBL), Recomendable Trisomia cr3 o Diagnéstico (C5), Recomendable
pronostico 3q ampl pronostico
L 4q22-24q (inserc ALK) Diagndstico Recomendable
SPEN Diagnostico (BN2/C1), Recomendable 9p24 (PDL1, PDL2) Diagnéstico, Recomendable
pronastico pronéstico
S 1q Diagnéstico Recomendable
STAT6 Diagnostico (PMBL), Recomendable S L
- Trisomia 18, 18q Diagnostico (C5), Recomendable
prondstico L
ampl pronostico
TNFAIP3 Diagnostico (C1) (PMBL),  Recomendable 4q (ampl) Diagnastico, Opcional
pronéstico, tratamiento ) DIONESIEE )
Trisomia 5 Pronéstico Opcional
TNFRSF14 Diagnastico (C3/EZB), Recomendable Trisomia 6 Pronéstico Opcional
prondstico 12p Diagnéstico, Opcional
pronostico
TP53 Diagnostico (C2), prondstico,  Recomendable Trisomia 21 Diagnéstico, Opcional
tratamiento prondstico
UBE2A Diagnostico (C1), Recomendable Deleciones
pronostico 1Mq Diagnéstico Recomendable
. 6q (BLIMP1) Diagnostico, Opcional
XPO1 Diagnostico (PMBL), Recomendable pronéstico
pronostico 7q Pronéstico Opcional
o . 8p Pronéstico Opcional
AT Fliorsi Dol 9p21.3 (CDKN2A/B) Pronéstico Opcional
BCL6 Diagnéstico Opcional 13q Dlagnf)st.lco, Opcional
prondstico
BCLTIA Diagnéstico (PMBL) Opcional 17p (del) Diagnéstico, Opcional
(ampl) pronostico
BCOR Pronodstico Opcional CNV: copy number variation; DH: doble hit; PMBL: primary mediastinal B-cell
lymphoma.
&R P Subtipos genéticos C1-C5 segin Schmitz et al.”?, y subtipos B2N, EZB, N1, ST2,
BTG1 Pronéstico Opcional A53, X1 0 MCD segin Chapuy et al.’.
BTG2 Diagndstico, Opcional
prondstico
CCND1 Diagnostico (SNC) Opcional N1
CCND3 Diagnoéstico (DH) Opcional . .
Se caracteriza por alteraciones en NOTCH1 y en genes
CITTA Prondstico Opcional reguladores de la transcripcion de células B (/RF4, ID3 o
(continia)  BCOR) que pueden contribuir al fenotipo plasmocitico.
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C2

Suele presentar inactivacion de TP53 por alteraciones
bialélicas (mutaciones en TP53 y delecion 17p). Ademas,
suele asociar pérdida de 9p21.13/CDKN2A y 13q14.2/RB1,
lo que perturba la estabilidad cromosdmica y el ciclo celu-
lar. Este subtipo incluye pacientes tanto ABC como GCB.

C4

Se asocia a alteraciones genéticas en genes de las
histonas, modificadores de la cromatina, moléculas de
evasion inmunitaria (CD83, CD58 y CD70), sehaliza-
cién de BCR/PI3K (RHOA, GNA13 y SGK1), modifica-
dores NF-kB (RHOA, GNA13 y SGK7) y via de
sefalizacion de RAS/JAK/STAT (BRAF, STAT3). La
mayor parte de los pacientes son LBDCG-GCB. Al
presentar mutaciones en histonas puede aumentar la
ratio de mutaciones debido a la apertura de la croma-
tina y, por lo tanto, a una mayor exposicion del ADN.

Como ejemplo reciente de la aplicacion clinica del
tratamiento individualizado basado en la carac-
terizacion molecular, cabe mencionar el ensayo
GUIDANCE-01, en el que la asignacién terapéutica se
realizéd en funcion del subtipo genético del LBDCG
identificado mediante NGS, demostrando la viabilidad
de este enfoque en la practica clinica'®.

Perfil genémico en funcién de las
afecciones descritas’®

En la tabla suplementaria 1 se muestran las altera-
ciones gendmicas mas frecuentes de las dife-
rentes afecciones de los pacientes con LBDCG. La
determinacién de estas alteraciones genéticas puede
ayudar a clasificar mejor este tipo de pacientes.

Aspectos metodoldgicos relevantes en el
estudio genético del linfoma B difuso de
células grandes

Momento de estudio

El estudio debe realizarse en el momento del
diagnostico y ante el fallo de diferentes lineas de tra-
tamiento (recaida o refractariedad primaria o secunda-
ria al tratamiento).

Estudios para realizar

El estudio de los reordenamientos de MYC, BCL2,
BCL6 e IRF4 se lleva a cabo tradicionalmente mediante

FISH. Por el momento, el estudio de estos reordena-
mientos no esta estandarizado para realizarlo mediante
NGS, pues aunque existen algunas publicaciones
recientes que indican que técnicamente parece ser
posible’?, son necesarias nuevas validaciones para
confirmar estos resultados y extenderlo a su uso clinico.
El estudio de un panel de NGS en el que se incluyan
los genes mas relevantes puede ayudar al diagndstico
de las diferentes enfermedades y a establecer un
pronostico.

Una estrategia practica consiste en combinar pane-
les de variacién de nucledtido simple (SNV, single
nucleotide variant) con estudios de FISH para la detec-
cion de reordenamientos relevantes. Alternativamente,
el uso de paneles de captura permite analizar de
manera simultdnea SNV, traslocaciones y variaciones
en el numero de copias'’, optimizando asi el rendi-
miento clinico de las plataformas de NGS.

Es importante sefalar que, de acuerdo con la clasi-
ficacion de la OMS y la ICC, la caracterizacion genética
mediante subtipos no es todavia un requisito diagnos-
tico para los LBDCG. No obstante, disponer de estu-
dios moleculares mas extensos y pormenorizados
utilizando plataformas de NGS es altamente recomen-
dable, ya que aporta informacion prondstica y puede
orientar estrategias terapéuticas futuras.

Estudios recomendados mediante el
empleo de paneles de NGS en el linfoma
B difuso de células grandes

Después de realizar una revision de la bibliografia,
el grupo de LBDCG ha consensuado una lista de 60
genes(Tabla 3) y regiones cromosomicas (Tabla 4). En
la tabla suplementaria se incluyen mutaciones —SNV y
pequefas inserciones y deleciones (indel)— en regio-
nes codificantes y en zonas de splicing en 60 genes,
descritas previamente en el LBDCG.

Conclusion

El desarrollo de nuevas tecnologias gendmicas,
como la NGS, nos estad ayudando a entender mejor la
biologia de los linfomas. En los ultimos afios se han
publicado varios articulos que indican que la determi-
nacion de las alteraciones genéticas en los LBDCG
esta cobrando mayor importancia para el diagnéstico,
el prondstico y el tratamiento de los pacientes. Poco a
poco, los paneles de genes para esta patologia iran
incorporandose a la actividad asistencial diaria. Resulta
fundamental, por tanto, potenciar la implementacion de
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la NGS en la préctica clinica habitual, de manera que
los distintos centros puedan contar con esta herra-
mienta y contribuir a su consolidacion e integracion en
la asistencia oncohematoldgica.
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