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Resumen

Introduccion: La integracion de tecnologias y conocimientos del laboratorio y la clinica es clave para un diagndstico pre-
ciso de las neoplasias hematoldgicas. En la ultima década, la secuenciacion masiva (NGS) ha permitido 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 tratamiento de los
pacientes con neoplasias hematoldgicas. Las clasificaciones recientes de la World Health Organization (WHO), la Internatio-
nal Consensus Classification (ICC) y la European LeukemiaNet (ELN) destacan la relevancia de los datos genéticos, incor-
porandolos 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: Aunque la NGS
esta disponible en muchos laboratorios, su uso no esta estandarizado y no hay consenso sobre la metodologia ni los genes
a evaluar en cada trastorno. Material y método: E/ Grupo de Biologia Molecular en Hematologia (GBMH), en colaboracion
con un panel de expertos, elabord esta guia consensuada. Resultados: Se recogen los genes de interés segun su relevan-
cia clinica y evidencia cientifica. Conclusiones: Esta guia busca orientar a los profesionales sobre el uso de paneles diri-
gidos de NGS en los linfomas de células T.

Palabras clave: Linfoma de célula T. Secuenciacion masiva (NGS). Guias de consenso.

Abstract

Introduction: The integration of laboratory and clinical technologies and knowledge is key to an accurate diagnosis of he-
matologic 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 advancement has driven
the update of recommendations for the diagnosis and management of patients with hematologic neoplasms. Recent classi-
fications by the World Health Organization (WHQ), the International Consensus Classification (ICC), and the European
LeukemiaNet (ELN) 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
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analyze multiple genetic alterations. Objective: Although NGS is available in many laboratories, its use is not yet standardized,
and there is no clear consensus on the methodology or the genes to be evaluated for each pathology. Material and method:
The Molecular Biology Group in Hematology (GBMH), in collaboration with a panel of experts, developed this consensus
guide. 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 T-cell lymphomas.

Keywords: T-cell lymphoma. Next generation sequencing (NGS). Consensus guidelines.

Introduccion

Los linfomas de células T (LNH-T) son un grupo
amplio y heterogéneo de neoplasias linfoproliferativas
con su origen en el linfocito T, que representan una
minoria dentro del total de los linfomas no Hodgkin (el
subgrupo de linfomas T periféricos, que engloba la
mayoria de los linfomas T, supone el 15% de los linfo-
mas no Hodgkin). Si bien existen entidades T clinica-
mente indolentes, la mayoria de los LNH-T tienen un
Curso agresivo con respuestas habitualmente subdpti-
mas al tratamiento.

El diagndstico se fundamenta en el estudio histolo-
gico e inmunohistoquimico, idealmente de biopsia gan-
glionar, sirviendo como alternativa la biopsia de médula
6sea en casos con infiltracién medular suficiente.

Los estudios genéticos en LNH-T proporcionan infor-
macién de utilidad en el diagnéstico, que en algunos
casos es esencial para una adecuada categorizacion
diagnostica y prondstica. Dentro de las pruebas que se
han de realizar, inicialmente se recomienda confirmar
la clonalidad linfoide T, detectando reordenamientos
clonales en el gen del receptor de células T (TCR).
A continuacion, y en funcién de los hallazgos de las
técnicas inmunohistoquimicas, se amplian los estudios
de hibridacion in situ fluorescente (FISH), tipicamente
para la t(2;5)(p23;q35), que resulta en la fusién
ALK::NPM1 que aparece en determinados linfomas
anaplasicos y define una entidad con mejor prondstico.
En los casos sin expresion ALK, es de utilidad descar-
tar reordenamientos en DUSP22 y en TP63 (3928)'. En
los raros casos de leucemia/linfoma T del adulto, es
de gran utilidad detectar la inversién en el cromosoma
14 -inv(14)(q11932) o t(14;14)(q11;932)-, ya que permite
el diagndstico diferencial con otros linfoproliferativos
T2. En el caso de linfoma T periférico, se han descrito
subtipos con distinto comportamiento bioldgico en fun-
cién de patrones de expresién génica (variantes TBX21
y GATA3)%, aunque esta metodologia actualmente no
esta estandarizada en la mayoria de los centros.

Acerca de las técnicas de secuenciacion masiva
(next generation sequencing [NGS]), dada la dificultad
diagnostica que suponen determinados casos de

LNH-T, la utilidad radica en detectar perfiles molecula-
res asociados a neoplasias T y que ayuden a discrimi-
nar frente a otros tipos de linfoma. Por otra parte, en
los casos con evolucidn desfavorable, la utilidad de la
NGS esta en detectar alteraciones moleculares sus-
ceptibles de tratamiento dirigido, ambito en el cual se
estan realizando actualmente una gran cantidad de
ensayos clinicos.

Aspectos relevantes metodoldgicos en
linffomas T

- Momento de estudio: diagndstico (en casos seleccio-
nados) y en recaida o refractariedad al tratamiento.

- Estudios para realizar: las técnicas de FISH se pue-
den llevar a cabo directamente sobre las muestras
parafinadas, ya sean biopsias ganglionares o de mé-
dula dsea.

En el caso de la NGS, la preparacién de librerias
puede realizarse con ADN extraido a partir de muestras
parafinadas en el caso de disponer de biopsia ganglio-
nar o de muestras de médula ésea cuando se ha cons-
tatado infiltracién a dicho nivel. A la hora de preparar
las librerias, los linfomas T tienen como particularidad
dentro de los linfomas que frecuentemente presentan
mutaciones asociadas a patologia mieloide. Esto
implica o bien usar un panel muy amplio con cubri-
miento de genes linfoides y mieloides, o bien preparar
dos librerias distintas (una con un panel linfoide y otra
con el mieloide). Ademas, se recomienda el uso de
paneles que integren la deteccion de variantes puntua-
les, alteraciones de nimero de copias y fusiones, lo que
permite abordar de manera unificada la mayoria de las
alteraciones gendmicas relevantes en los linfomas T.

Estudios para realizar mediante el empleo
de paneles de secuenciacion masiva en
linfomas T

Tras una revision de la bibliografia, se ha realizado
una seleccion de genes (Tabla 1) y alteraciones geno-
micas (Tabla 2) de interés que realizar en pacientes
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Tabla 1. Genes con variantes puntuales mas relevantes
relacionados con los linfomas T incluidos en el panel de
secuenciacion masiva (next generation sequencing [NGS])

Valor clinico Grado de
evidencia

ARID1A Diagnéstico Opcional
CARD11 Diagnoéstico Opcional
cD28 Diagndstico Opcional
CDKN2A Opcional
DDX3X Diagnéstico, tratamiento ~ Recomendado
DNMT3A Diagnéstico, tratamiento Recomendado
EZH2 Diagnostico, tratamiento  Recomendado
FYN Diagnéstico Recomendado
GATA3* Diagnéstico, pronostico Recomendado
IDH2 Diagnostico, tratamiento  Recomendado
JAK1 Diagnéstico, tratamiento Recomendado
JAK3 Diagnéstico, tratamiento Recomendado
KMT2D Diagnostico, prondstico Recomendado
RHOA Diagnostico Recomendado
STAT3 Diagnostico, tratamiento ~ Recomendado
STAT5B Diagnéstico, tratamiento ~ Recomendado
TET2 Diagnéstico, tratamiento Recomendado
TP53 Diagnéstico, pronéstico Recomendado
ARID1A Diagnéstico Opcional
CARD11 Diagnéstico Opcional
CD28 Diagnostico Opcional
CDKN2A* Opcional
PLCG1 Diagnoéstico Opcional
SETD2 Diagndstico Opcional
TNFRSF1B Diagnéstico Opcional
TOX* Diagnostico Opcional
VAV1 Diagndstico Opcional

*Mas relevante la sobreexpresion que las variantes puntuales recurrentes. Se
recomienda su estudio con un panel de NGS que incluye copy number, o por
RNA-seq.

"Mas relevantes deleciones/pérdida de locus que las variantes puntuales
recurrentes. Se recomienda su estudio por deleciones/copy number.

con LNH-T, que han sido consensuadas por el grupo
de linfomas. Dentro de ellos, determinados genes tie-
nen especial relevancia en la préactica clinica y se des-

cribirdn a continuacion:

Tabla 2. Genes con alteraciones estructurales
relevantes en linfomas T incluidas en el panel de
secuenciacién masiva (next generation

sequencing [NGS]) para deteccion de fusiones. En caso
de no estar disponible una modalidad de deteccion de
fusiones, se recomienda su estudio mediante

sondas FISH

Alteraciones Valor clinico Grado de
estructurales evidencia

DUSP22 Diagndstico Obligado en ALK-
PDGFRA Diagnéstico, pronostico Recomendado
ALK-NPM1 Diagnéstico Recomendado
TP63 Diagnéstico, pronostico Recomendado
TCLTA/B-TRA Diagnéstico Opcional
MTCP1-TRA Diagnéstico Opcional
CTLA4-CD28* Diagndstico Opcional
ITK-SYK Diagnostico Opcional
IC0S-CD28* Diagnéstico Opcional

*Se detectan estas alteraciones mejor por NGS de fusiones (RNA-seq). La FISH no
siempre detecta bien estas fusiones por la proximidad genomica.

- DNMT3A, TET2 e IDH1/IDH2. Este conjunto de ge-
nes, que frecuentemente aparecen mutados en di-
versas patologias mieloides (leucemia mieloide
aguda [LMA], sindromes mielodisplasicos [SMD],
leucemia mielomonocitica cronica [LMMC]), también
pueden verse afectados en pacientes con LNH-T,
particularmente en linfoma T periférico y en el subti-
po angioinmunoblastico. La deteccion de estas mu-
taciones, por tanto, tiene utilidad en el diagnéstico
para poder hacer diferencial con otros tipos de linfo-
mas Yy, por otra parte, tiene relevancia a la hora de
valorar opciones de tratamiento a nivel epi-
genético (agentes hipometilantes, desacetiladores de
histonas)**.

e RHOA. La mutacion p.G17V en el gen RHOA apa-
rece en el 68% de los linfomas T angioinmunoblas-
ticos, frecuentemente asociada con mutaciones en
TET2 e IDH2, y esta implicada en el proceso de
linfomagénesis, asociada a un fenotipo T helper
folicular. En la actualidad, su deteccién tiene valor
en el diagnostico de esta entidad®”.

o STAT3 y STAT5B. Las mutaciones en estos genes
aparecen en sindromes linfoproliferativos de fenoti-
po NK'y linfocitos grandes granulares, asociandose
a prondstico adverso en el caso de STAT5B. Hay
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estudios que plantean que las mutaciones activado-
ras que afectan a estas proteinas pueden ser diana
terapéutica con farmacos inhibidores de JAK?89,

e GATAS3. Las mutaciones en este gen aparecen en
el 14% de las leucemias/linfomas T del adulto y
puede verse sobreexpresado en el 30% de los
linfomas T periféricos. Tiene su aportacién a nivel
diagndstico, pero también pronostico y terapéutico
(peor prondstico en linfoma T periférico)'°.

- JAK1 y JAK3. Las mutaciones en estos genes pue-
den afectar al 20-38% de los linfomas anaplésicos
ALK negativos, al 10-40% de las leucemias prolinfo-
citicas T y al 5-18% de los linfoproliferativos NK/T.
Tienen especial relevancia al ser susceptibles de
tratamiento dirigido con inhibidores de JAK, como se
estd investigando actualmente''S,

En conclusion, hoy en dia, aunque la evidencia de
la utilidad de los estudios de NGS en los linfomas T es
creciente, la implementacion en la practica clinica dia-
ria sigue siendo muy limitada. El diagndstico sigue
recayendo primordialmente en un exhaustivo estudio
histolégico e inmunohistoquimico, por lo que las técni-
cas de NGS de inicio quedan relegadas para casos
muy seleccionados en los que el diagndstico no sea
concluyente (linfomas de la zona gris, Hodgkin de his-
tologia no concluyente, etc.).

En el seguimiento, en aquellos casos con curso cli-
nico desfavorable, la recomendacion es hacer el estu-
dio molecular siempre que esto pueda condicionar el
manejo terapéutico (disponibilidad de ensayos clinicos
con dianas terapéuticas, uso de otros medicamentos
fuera de indicacién segun un patrén mutacional espe-
cifico, etc.) o haya dudas de transformacion histoldgica
a otra entidad y esto pueda categorizarse mejor desde
un punto de vista molecular.
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