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Resumen

Introduccion: La integracidn 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, next generation sequencing) ha
permitido caracterizar el perfil molecular de estas enfermedades, identificando mutaciones, variaciones en el nimero de
copias y genes de fusion recurrentes. Este avance ha impulsado la actualizacidn de las recomendaciones para el diagnds-
tico 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 gené-
ticos, incorpordndolos en sus algoritmos diagndsticos y de estratificacion del riesgo. En este contexto, se recomienda la
implementacion de paneles dirigidos de NGS por su capacidad para analizar multiples alteraciones genéticas. Objetivo: E/
objetivo de este trabajo es revisar las estrategias actuales de aplicacion de la NGS y establecer recomendaciones para un
uso mas homogéneo y consensuado en la prdctica diagndstica. Método: El Grupo de Biologia Molecular en Hematologia,
en colaboracidn con un panel de expertos, elabord esta guia consensuada. Resultados: Se recogen los genes de interés
segun su relevancia clinica y evidencia cientifica. Conclusiones: Esta guia busca orientar a los profesionales sobre el uso
de paneles dirigidos de NGS en linfomas de la zona marginal.
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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, the International Consensus Classification, and the European LeukemiaNet highli-
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ght 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 alte-
rations. Objective: The aim of this work is to review current strategies for the application of NGS and to establish recommen-
dations for a more homogeneous and consensus-based use in diagnostic practice. Material and method: The Molecular
Biology Group in Hematology, 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 marginal zone lymphomas.

Keywords: Marginal zone lymphoma. Next generation sequencing. Consensus guideline.

Introduccion

Los linfomas de la zona marginal (LZM) son el tercer
tipo mas comun de linfoma no Hodgkin después del
linfoma difuso de células grandes B y el linfoma folicu-
lar'. La clasificacion de la Organizacion Mundial de la
Salud reconoce cuatro grandes tipos de LZM que se
mantienen como afecciones separadas segun la quinta
edicion de la clasificacion de tumores hematolinfoides
(WHO-HAEM5)2:

- Extranodales (LZME):
o Linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas
(MALT, mucosa-associated lymphoid tissue).
e Esplénico (LZMS).
- Nodal (LZMN).
- Nodal pediatrico (LZMNp).
- Cutaneo primario (LZMCP).

El LZMNp se considera una afeccion separada en la
ultima actualizacion de la WHO-HAEMS, dejando de
ser un subtipo del LZM ganglionar. Igualmente, el
LZMCP también ha sido designado como una afeccién
separada en la WHO-HAEMS5, debido a sus caracteris-
ticas clinicopatoldgicas distintivas.

La incidencia del LZM se incrementa de forma expo-
nencial con la edad. Es mas frecuente en los hombres,
a excepcion de los LZM asociados a glandulas tiroi-
deas y salivales, que son mas frecuentes en las
mujeres. Las infecciones crénicas, como los cua-
dros autoinmunitarios, tienen una gran asociacién con
el LZM.

La falta de marcadores tipicos y la ausencia de cri-
terios claros de consenso para el diagndstico dificultan
la clasificacion patoldgica de los LZMN y los LZMS,
siendo laborioso y no fécilmente reproducibled. El
curso de los LZM es generalmente indolente, en parti-
cular en pacientes con LZME, con una mediana de
supervivencia que supera los 10 afios*. El biomarcador
prondstico mas importante de reduccion de la super-
vivencia es la progresion de enfermedad en los 2 afios
posteriores al tratamiento inicial, con una mediana de
supervivencia de solo 3 a 5 afios®®.

Con respecto al diagnéstico, para los LZM no existen
biomarcadores especificos y pueden confundirse con
otros linfomas indolentes, por lo que solo una correcta
integracion clinica, morfoldgica, fenotipica, citogené-
tica y molecular puede conducir a un correcto diagnos-
tico. Las dos vias de sefializacion fundamentales para
mantener la homeostasis de las células normales del
LZM son NF-kB y NOTCH. Todos los cambios genéti-
cos descritos en el LZM tienen en comun la conver-
gencia en su activacion’ (Fig. 1).

La alteracidn citogenética més frecuente en todos los
subtipos de LZM es la coocurrencia de la trisomia 3 y
la trisomia 18 (25%), no detectable en otros linfomas
de bajo grado. En cambio, la del(7931-32) es especifica
del LZMS. La t(11;18)(g21;921), la t(14;18)(q32;921) y la
t(3;14)(p14.1;932) son las alteraciones mas frecuentes
en el LZME. Las ganancias de los cromosomas 2p y
6p, y la pérdida de 1p y 6q, son frecuentes en el LZMN,;
sin embargo, la ganancia de 6p y la pérdida de 6q se
observan de manera recurrente solo en LZME de los
anexos oculares. Las translocaciones que involucran a
MALT1, como t(11;18)(g21;g21), que dan como resul-
tado la fusion BIRC3::MALT1, son recurrentes en los
LZME géstrico y pulmonar, pero raras en otros sitios.
Por el contrario, no se describen fusiones ni reordena-
mientos de genes recurrentes en los LZMCP y LZMNZ.

El perfil mutacional es muy diferente en los LZME
respecto a los LZMN; ademas, existen diferencias
genéticas significativas entre las diferentes zonas ana-
tdmicas afectadas dentro de los LZME, tal como se
refleja en la tabla 1.

Aspectos metodoldgicos relevantes en el
estudio de los linfomas de la zona
marginal

- Momento de estudio: al establecer el diagndstico y
ante el fallo de diferentes lineas de tratamiento (re-
caida o refractariedad primaria o secundaria al
tratamiento).
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Figura 1. Patogénesis del linfoma de la zona marginal (modificada de Rossi et al.’.)

Tabla 1. Alteraciones genéticas mas frecuentes en funcion de la localizacion del linfoma de la zona marginal

LZME gastrico IGHV3-23 t(11;18)(q21;921) +3, +18 -
t (14;18)(q32;921)
t(1;14)(p22;932)
LZME ocular IGHV4-34 t (14;18)(g32;q21) +3, +18 TNFAIP3
t(3;14)(p14.1;q32)
LZME pulmén - t(11;18)(q21;921) +3, +18 -
t (14;18)(q32;921)
LZME intestinal - t(11;18)(q21;921) +3, +18 -
t(1;14)(p22;432)
LZME piel - t (14;18)(q32;921) +3, +18 -
t(3;14)(p14.1;932)
LZME glandula IGHV1-69 t (14;18)(g32;921) +3, +18 TBL1XR1, GPR34
salival
LZME glandula IGHV3-23 t (14;18)(q32;921) +3, +18 TET2, TNFRSF14, CD274
tiroidea t(3;14)(p14.1;032)
LZMS IGHV1-2*04 t(2;,7)(p11;921) +3, +18, del (7¢31-32) KLF2, NOTCH2
IGK/CDK6
LZME IGHV4-34 - +3, +18 KMT2D, KLF2, NOTCH2, PTPRD
LZmcP - - - FAS

LZMCP: linfoma de la zona marginal cutdneo primario; LZME: linfoma de la zona marginal extranodal; LZMS: linfoma de la zona marginal esplénico.



- Estudios requeridos: los estudios citogenéticos se
realizan tradicionalmente mediante hibridacion in situ
fluorescente. No obstante, el estudio de los reorde-
namientos podria realizarse mediante técnicas de
secuenciacion masiva (NGS, next generation se-
quencing) y variaciones del nimero de copias, que
ya se han incorporado en algunos casos a los
paneles.

Estudios mediante paneles de NGS en los
linfomas de la zona marginal

Después de realizar una revision de la literatura, el
grupo de LZM ha consensuado una lista de 22 genes
(Tabla 2) y regiones cromosomicas (Tabla 3).

Los genes mas frecuentemente mutados en los LZM
son NOTCH2, KLF2, KMT2D, TNFAIP3, NOTCH1 y
TP53, pero los mas importantes para el diagndstico
diferencial por su presencia en el LZMS y el LZMN, y
su ausencia en el LZME, son NOTCH2 y KLF2, por lo
que posiblemente sean los dos genes con mas peso
para su inclusiéon en un panel de NGS destinado al
estudio de los LZM. Ambos tienen una funcion regula-
dora de las vias de sefializacion NF-xB y NOTCH. La
transformacion de LZM a linfoma agresivo ocurre en
un 5-10% de los casos, y los mecanismos implicados
siguen siendo poco conocidos. Los subgrupos C2 y
BN2 de los linfomas difusos, caracterizados por muta-
ciones en NOTCH2 y por traslocaciones en BCLSG,
podrian corresponder a LZM transformados®?.

La demostracién de la mutacién MYD88 p.L265P
puede ayudar en el dificil diagndstico diferencial entre
linfoma linfoplasmocitico, LZMN y LZME con diferen-
ciacion plasmocitoide y el mieloma mdltiple. Los dos
ultimo generalmente carecen de la mutacion MYD88
p.L265P, con la excepcion de casos raros de LZM.

Se han descrito factores genéticos hereditarios que
pueden sugerir un historial familiar de LZM, como son
alelos predisponentes de HLA y loci especificos
IGHV'®"2| cuya presencia apoya aun mas la particion
de antigenos microbianos o autoantigenos estimulado-
res en el proceso de linfomagénesis.

Utilidad clinica de los paneles de NGS en
los linfomas de la zona marginal

Implicacion en el diagndstico

En la tabla 1 se muestran las alteraciones genéticas
mas frecuentes en funcion de la localizacion del LZM.

Tabla 2. Genes mas relevantes relacionados con
linfomas de la zona marginal incluidos en los paneles de
técnicas de secuenciacion masiva

ARID1A Pronéstico Opcional
ATM Opcional
BCL2 Tratamiento Opcional
BIRC3 Pronéstico, tratamiento Opcional
BTK Tratamiento Opcional
CARD11 Pronéstico Opcional
CCND3 Opcional
CREBBP Opcional
DTX1 Tratamiento Opcional
EP300 Pronéstico Opcional
D3 - Opcional
KLF2 Diagndstico, pronéstico Recomendado
KMT2D Diagnéstico, pronéstico Recomendado
MYD88 Pronéstico Opcional
NOTCH1 Diagnéstico Opcional
NOTCH2  Diagnéstico, pronostico ~ Recomendado
PLCG2 Tratamiento Opcional
PTPRD Diagnéstico Recomendado
SPEN Diagnostico Opcional
TNFAIP3  Prondstico Opcional
TP53 Prondstico, tratamiento Recomendado
TRAF3 Pronéstico Opcional

Implicacion en el pronéstico

Recientemente se han descrito dos clusters
genéticos en el LZMS, que toman su nombre
segun los genes implicados, con aparente implicacion
pronostica:

- NNK (60%): se caracteriza por mutaciones que
afectan a NF-x (TNFAIP3, TRAF3, BIRC3), NOTCH
(NOTCH2, NOTCH1, SPEN) y KLF2. Las mutacio-
nes KLF2 coinciden con las mutaciones NOTCH
en un 21,8% y con las NF-kB en un 18,6%.
También presentan delecién (7931-32) y clonotipo
IGHV1-2*4"3,

— DMT (30%): se caracteriza por mutaciones en genes
implicados en la reparacion del ADN “D” (TP53 y
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Tabla 3. Alteraciones estructurales mas relevantes
relacionadas con linfomas de la zona marginal

Alteraciones estructurales Valor Grado de
co evidencia

Fusiones

t(11;18) (g21;921), APIZ/MALT  Diagndstico Recomendado
t (14;18) (932;921), IGH/MALT  Diagndstico ~ Recomendado
t (1;14) (p22;932), IGH/BCL10 Diagndstico Recomendado
t (3;14)(p14;q932), IGH/FOXP1 Diagndstico  Recomendado
Variaciones del nimero de
copias
Trisomia cr. 3 Diagnéstico, Recomendado
pronéstico
7q31-32(del) Diagnéstico, Recomendado
pronéstico
8p (del) Diagnodstico, Recomendado
pronéstico
Trisomia cr. 12 Pronéstico Opcional
17p (del) Diagnostico, Recomendado
pronéstico
Trisomia cr. 18 Diagndstico, Recomendado
prondstico

ATM), MAPK (BRAF) y TLR (MYD88), con ausencia

de delecion (7931-32) y clonotipo IGHV1-2*4.

La esperanza de vida a 10 afios en el subgrupo NNK
fue del 79% respecto al 85,5% del DMT en compara-
cién con la poblacién general'. Todavia se requieren
datos mas consistentes para apoyar esta
clasificacion.

Implicacion en el tratamiento

Actualmente no existe un impacto directo de las alte-
raciones citogenéticas y moleculares en el tratamiento
de los pacientes con LZM, a excepcion de la t(11;18)
(921;921) BIRC3/MALT1 en los LZM gastricos. Las
guias de la National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) de 2021 sugieren en estos casos tratamiento
erradicador y radioterapia, ya que se caracterizan por
una enfermedad mas avanzada, frecuentemente
Helicobacter pylori negativa, y si es H. pylori positiva,
no responde al tratamiento erradicador. Las guias
europeas no lo especifican'*,

La mejor comprension de la interaccion de la gené-
tica del tumor, el microambiente y la microbiota per-
mitira identificar nuevos biomarcadores para la
prediccion de la progresion temprana, asi como nue-
vos tratamientos dirigidos, como los inhibidores de
vias moleculares (por ejemplo, MALT1, IRAK1/4 y
CXCR4)'S.
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