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Resumen

Introduccion: La integracion de tecnologias y conocimientos del laboratorio y la clinica es clave para un diagndstico preciso
de las neoplasias hematoldgicas. En la ultima década, la secuenciacion masiva (NGS, next-generation sequencing) ha per-
mitido caracterizar el perfil molecular de estas enfermedades, identificando mutaciones, variaciones en el numero de copias
y genes de fusion recurrentes. Este avance ha impulsado la actualizacion de las recomendaciones para el diagndstico y el
manejo de los pacientes con neoplasias hematoldgicas. Las clasificaciones recientes de la Organizacion Mundial de la
Salud, la International Consensus Classification y la European LeukemiaNet destacan la relevancia de los datos genéticos,
incorpordndolos en sus algoritmos diagndsticos y de estratificacion del riesgo. En este contexto, la implementacion de
paneles dirigidos de NGS se recomienda por su capacidad para analizar multiples alteraciones genéticas. Objetivo: Esta-
blecer recomendaciones consensuadas para la aplicacion estandarizada de estudios de NGS en el diagndstico molecular
del linfoma folicular, definiendo los genes y alteraciones mds relevantes segun la evidencia cientifica disponible. Material y
métodos: E/ Grupo de Biologia Molecular en Hematologia (GBMH), en colaboracion con un panel multidisciplinar de exper-
tos, revisd la literatura cientifica reciente y las principales clasificaciones internacionales (WHO, ICC). A partir de esta revision,
se elabord un consenso estructurado mediante reuniones de discusion y validacion por pares. Resultados: Se recogen los
genes de interés segun su relevancia clinica y la evidencia cientifica. Conclusiones: Esta guia busca orientar a los profe-
sionales sobre el uso de paneles dirigidos de NGS en el linfoma folicular.
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Abstract

Introduction: The integration of technologies and laboratory knowledge, and clinical information is key to an accurate diag-
nosis of hematologic neoplasms. Over the past decade, next-generation sequencing (NGS) has enabled the molecular
characterization of these diseases, identifying mutations, copy number variations, and recurrent fusion genes. This advance-
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ment has driven the update of recommendations for the diagnosis and management of patients with hematologic neoplasms.
Recent classifications by the World Health Organization, the International Consensus Classification, and the European Leu-
kemiaNet highlight the relevance of genetic data, incorporating them into their diagnostic and risk stratification algorithms. In
this context, the implementation of targeted NGS panels is recommended for their ability to simultaneously analyze multiple
genetic alterations. Objective: To establish consensus-based recommendations for the standardized application of NGS
studies in the molecular diagnosis of follicular lymphoma, defining the most relevant genes and alterations according to the
available scientific evidence. Material and method: The Molecular Biology in Hematology Group (GBMH), in collaboration
with a multidisciplinary panel of experts, reviewed recent scientific literature and major international classifications (WHO,
ICC). Based on this review, a structured consensus was developed through discussion meetings and peer validation. Results:
Genes of interest were compiled based on their clinical relevance and the scientific evidence. Conclusions: This guide aims

to assist professionals in the use of targeted NGS panels in follicular lymphoma.

Keywords: Follicular lymphoma. Next generation sequencing. Consensus guidelines.

Introduccion

El linfoma folicular (LF) es el linfoma no Hodgkin indo-
lente mas frecuente, con una incidencia de 2,2 por
100.000 habitantes y afio, y es el segundo en frecuencia
de todos los linfomas no Hodgkin (20-30%) tras el lin-
foma B difuso de células grandes'. La edad media de
los pacientes es de 60 afos; es infrecuente en personas
jovenes. Ademas de la variante nodal clasica, la ultima
clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud
incluye cuatro variantes de LF: neoplasia folicular in situ,
LF duodenal, LF testicular y variante difusa de LF.

El LF se considera el prototipo de linfoma indolente,
con tasas elevadas de respuesta al tratamiento en pri-
mera linea y una supervivencia superior a 15 afos. Sin
embargo, el curso clinico es ampliamente heterogéneo
y dificil de predecir, caracterizandose por presentar
recaidas continuas, respuestas cada vez mas cortas y
resistencia a distintos farmacos®3. Asi, un 20-30% de
los casos son refractarios al tratamiento o bien progre-
san en los primeros 2 anos (POD24, progression of
disease within 24 months). Estos pacientes con fallo
precoz tienen un especial mal prondstico y presentan
una mediana de supervivencia global inferior a 4 afios*.
En cambio, aquellos que permanecen en remisién
completa tras 30 meses desde el tratamiento presen-
tan una supervivencia global similar a la poblacién
general®.

Por otro lado, aproximadamente el 25-30% de los
pacientes sufren una transformacion histolégica a un
linfoma més agresivo, principalmente linfoma B difuso
de células grandes, con un riesgo de un 3% por afio
y una incidencia acumulada del 5-6% a los 5 afios®’.
La transformacion histoldgica sigue considerandose
un evento de mal prondstico que implica una super-
vivencia inferior al 30% a los 5 afios desde que se
produce.

El LF se localiza principalmente en los ganglios lin-
faticos, aunque en ocasiones infiltra la médula dsea,
el bazo y la sangre periférica. Por ello, su diagndstico
se basa en una biopsia del ganglio linfatico afectado
0, cuando no sea accesible, una biopsia core o biopsia
por puncién con aguja gruesa. Sobre la muestra tumo-
ral se llevard a cabo un diagndstico de precision que
requiere el estudio morfolégico, inmunohistoquimico y
citogenético-molecular para la deteccion de la t(14;18)
(932.3;921.3), caracteristica del LF (85-90% de los casos),
y que conlleva la sobreexpresién del gen antiapoptético
BCL2. Dicha translocacion es considerada el evento
genético inicial en su patogenia, aunque no es sufi-
ciente por si sola para desarrollar el linfoma.

En los ultimos afios, las técnicas moleculares de alta
sensibilidad, como la secuenciacién masiva (NGS, next
generation sequencing), entre otras, han permitido estu-
diar con mayor profundidad el perfil genético del LF,
ampliando el espectro de las alteraciones recurrentes
conocidas de la enfermedad que contribuyen a su desa-
rrollo. A pesar de haberse detectado alteraciones de
utilidad clinica, hasta la fecha ninguna de ellas tiene
un papel diagndstico o prondstico consolidado, por lo
que son necesarios biomarcadores que permitan iden-
tificar en el momento del diagndstico aquellos pacien-
tes de alto riesgo candidatos a un tratamiento mas
agresivo, y que eviten sobretratar a los de bajo riesgo.
Los estudios de NGS en el LF estan aun en fase de
investigacion, orientados principalmente a detectar
pacientes resistentes a los tratamientos convenciona-
les, en especial aquellos con POD24 o con transforma-
cion histoldgica.

Los estudios de NGS propuestos en la presente guia
para pacientes con LF se centran en las alteraciones
recurrentes caracteristicas de la enfermedad y en las
alteraciones con un potencial papel prondstico, de
modo individual o bien dentro de indices prondsticos.
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Aspectos relevantes metodolégicos
en el linfoma folicular

Momento del estudio

El estudio se realizara en el momento del diagndstico y
ante un fallo a diferentes lineas de tratamiento (recaida
o refractariedad primaria o secundaria al tratamiento).

Estudios que se deben realizar

El estudio de la 1(14;18)(932.3;921.3) se realiza tradi-
cionalmente mediante hibridacion in situ fluorescente,
pero también puede llevarse a cabo mediante reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR). Sin embargo, al no
existir un unico punto de corte para el gen BCL2, el
estudio por PCR requiere el uso de multiples reaccio-
nes para detectar dicha translocacion en todos los
pacientes, ya que el andlisis del punto de corte mas
frecuente solo permitiria identificar la translocacion en
el 50-60% de los casos. Ademas, si el paciente pre-
senta transformacion a alto grado también se reco-
mienda estudiar los reordenamientos del gen MYC.

El estudio de los reordenamientos (BCL2, BCL6 o
MYC) puede realizarse mediante NGS, pues ya se han
incorporado en algunos de los paneles comerciales.

Empleo de paneles de NGS en el linfoma
folicular

Después de realizar una revision de la bibliografia,
el grupo de LF ha consensuado la lista de genes
(Tabla 1) y regiones cromosdmicas (Tabla 2) que se
deben estudiar. En la tabla 1 se incluyen mutaciones
—variaciones de nucleétido simple y pequenas inser-
ciones y deleciones (indel)— en regiones codificantes
y en zonas de splicing en 17 genes, descritas previa-
mente en el LF. Se han identificado mutaciones driver
tempranas en genes implicados en la regulacién epi-
genética y la modificacion de la cromatina, incluyendo
ARID1A, CREBBP, EP300, EZH2, la familia HIST1H
(principalmente B-E), KMT2D (MLL2) y MEF2B, obser-
vandose mutaciones en uno o mas de estos genes en
aproximadamente el 95% de los pacientes. Otras alte-
raciones recurrentes (mutaciéon o indel, > 10%) se
incluyen en la tabla 1 y afectan principalmente a la
modulacién inmunitaria, la via de JAK/STAT o la via
del factor nuclear kappa B.

Ademas, en la tabla 2 se incluyen algunas alteraciones
en el nimero de copias relevantes, aunque la NGS no
es una metodologia estandarizada para su deteccion.

Tabla 1. Genes mas relevantes relacionados con el
linfoma folicular incluidos en el panel de secuenciacion
masiva (NGS, next generation sequencing)

Valor clinico Grado de
evidencia

BCL2 Diagnéstico* Recomendado
CREBBP? Diagnostico® Recomendado
EZH2™* Pronéstico, tratamiento  Recomendado
Foxo1™ Pronéstico Recomendado
KMT2D Diagnéstico* Recomendado
TP53 Pronéstico Recomendado
ARID1A" Opcional
CARDI11" Opcional
CTSS Opcional
EP300™ Opcional
FAS Opcional
HIST1HT familia (B-E) Opcional
MEF2B" Opcional
Socs1 Opcional
STAT6 Diagnéstico Opcional
TNFAIP3 Opcional
TNFRSF14 Diagnéstico Opcional

*Por su elevada incidencia en el linfoma folicular, podrian ser Gtiles en el
diagnostico diferencial con otros linfomas no Hodgkin de células B.
Potencial prondstico estudiados en conjunto dentro del m7-FLIPI.
*Potencial prondstico estudiados en conjunto dentro del POD24-PI.

Tanto en la progresion clinica como en la transformacion
histoldgica existen alteraciones y cambios citogenéticos
adicionales, destacando los reordenamientos del gen
MYC, asi como las alteraciones (mutaciones o pérdida)
de los genes TP53 o CDKN2A, eventos infrecuentes en
el momento del diagndstico (< 5%).

En cuanto a los factores prondsticos, las alteraciones
en los genes EZH2, FOXO1 y TP53 se han asociado
con distinto prondstico en diferentes estudios de modo
consistente y pueden tener impacto clinico en los
pacientes con LF (véase el apartado «Utilidad clinica
de los paneles de NGS en el linfoma folicular»)83,
Otras alteraciones presentan resultados discrepantes
entre series y requieren mayor investigacion. Por otro
lado, existen modelos, como el m7-FLIPI (m7-Follicular
Lymphoma International Prognostic Index) y el POD24-PI
(POD24 Prognostic Index), que integran pardmetros de
riesgo clinico (como el FLIPI) con el estado mutacional
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Tabla 2. Alteraciones estructurales mas relevantes
relacionadas con el linfoma folicular incluidas en el
panel de secuenciacion masiva (NGS, next generation
sequencing)

Alteraciones estructurales Valor Grado de
clinico evidencia

Fusiones
IGH-BCL2 o BCL2t Diagnéstico  Obligatorio
BCLé6t Diagnéstico  Recomendado
MYCt* Prondstico Recomendado

Variaciones en el nimero de

copias
del(9p21.3) / CDKN2A/B Pronéstico Recomendado
del(1p36) Prondstico Opcional
amp(2p15-p16) Opcional
del(6q) Opcional
del(17p)* Prondstico Opcional

*Transformacién o recaida.

de genes especificos (véase el apartado «Utilidad cli-
nica de los paneles de NGS en el linfoma folicular»), lo
que hace que permitan identificar a los pacientes con
un mayor riesgo de progresion, aunque no estan imple-
mentados en la rutina clinica'*'®.

Otra posible utilidad de las técnicas de NGS podria
ser guiar el tratamiento de los pacientes, como es el
caso de las mutaciones en EZH2, que ayudarian a
decidir el tratamiento en casos seleccionados.

De manera resumida, en el LF consideramos de
mayor interés el estudio mutacional de EZH2, FOXO1
y TP53 por su asociacion con el prondstico en distintos
trabajos, y en el caso de EZH2, por su potencial valor
para guiar el tratamiento. Los genes incluidos en los
indices prondsticos m7-FLIPI (EZH2, ARID1A, MEF2B,
EP300, FOXO1, CREBBP y CARD11) y POD24-PI
(EP300, FOXO1 y EZH2) también pueden ser de inte-
rés en el momento del diagndstico.

Utilidad clinica de los paneles de NGS
en el linfoma folicular

Aunque los hallazgos moleculares relacionados con
la patogénesis del LF son numerosos, actualmente son
muy pocas las mutaciones con potencial implicacion
en el manejo clinico de los pacientes.

TP53

Las mutaciones o deleciones de TP53 provocan
perdida de funcién de la proteina. Son infrecuentes
en el momento del diagndstico (5%), pero suponen el

unico marcador validado como factor de mal pronds-
tico y mayor riesgo de progresion, aumentando su
incidencia en las recaidas y en la transformacion his-
tologica (20-30%)8°.

EZH2

Puede ser un marcador que ayude en la eleccion del
tratamiento. Por una parte, varios trabajos muestran una
asociacion de las mutaciones en este gen con un mejor
prondstico tras el tratamiento con R-CHOP (rituximab,
ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina y predni-
sona)'®'?; en cambio, estas diferencias no se ven con
regimenes basados en bendamustina'®. Por otro lado,
en 2020 la Food and Drug Administration aprobd la
primera terapia dirigida en LF, el tazemetostat, un inhi-
bidor de EZH2 indicado en pacientes con LF en recaida
o refractarios portadores de mutaciones activadoras en
EZH2 (Y646X, A682G o A692V) que hayan recibido
dos lineas previas de tratamiento, o bien en pacientes
en recaida o refractarios que no tienen alternativas
satisfactorias de tratamiento'.

FOXO1

Las mutaciones en este gen se han asociado a peor
respuesta al tratamiento, menor supervivencia libre de
progresion y menor supervivencia global'?4.

Otras mutaciones

Por su elevada incidencia, las mutaciones de BCL2,
CREBBP y KMT2D podrian ayudar en el diagndstico
diferencial del LF con otras enfermedades, excepto el
linfoma B difuso de células grandes de tipo GCB. Los
avances en el conocimiento bioldgico han propiciado
durante los ultimos afios el desarrollo de nuevos mode-
los de estratificacion del riesgo que incluyen marcado-
res moleculares. La propuesta mas relevante en este
ambito es m7-FLIPI, un modelo clinico-genético
publicado en 2015 que integra el estado mutacional
de siete genes recurrentemente mutados en LF
(EZH2, ARID1A, MEF2B, EP300, FOXO1, CREBBP
y CARD117) junto con el FLIPI y la escala de estado
funcional en cancer del Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOG)'™. Cuatro de los factores del
modelo m7-FLIPI (el FLIPI'y las mutaciones en EZH2,
EP300 y FOXO1) forman parte también del POD24-PI,
un modelo disefiado para predecir el riesgo de
POD24. Si bien estos sistemas, respecto al FLIPI,
mejoran la capacidad de estratificar grupos de
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pacientes de acuerdo con la respuesta clinica, se
encuentran dificultades para su implementacion,
pues mejoran la especificidad a costa de menor sen-
sibilidad, no existen estudios que hayan evaluado su
utilidad con caracter prospectivo y no son utiles para
tomar decisiones en cuanto a la eleccion del trata-
miento. Ademas, su uso esta limitado, ya que los mar-
cadores moleculares identificados todavia no se evaltan
ampliamente en los laboratorios!®-'8,

Es de esperar que la creciente implementacion de
las técnicas de NGS para la caracterizacion molecular
de los pacientes permita establecer nuevas correlacio-
nes clinico-genéticas que puedan incorporarse al
manejo clinico de los pacientes con LF, y desarrollar
terapias dirigidas que mejoren su calidad de vida y la
supervivencia global.
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