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RESUMEN

Introduccion

El linfoma B difuso de célula grande es una entidad muy prevalente dentro de los
linfomas no-Hodgkin, con una gran variabilidad clinica. Nuestro objetivo en este
trabajo ha sido identificar marcadores bioldgicos que puedan aportar informacién
diagnéstica y prondstica en una cohorte de 107 casos, mediante técnicas de
inmunohistoquimica, FISH y molecular.

Material y métodos

Se ha realizado revisién histolédgica, inmunohistoquimica, FIHS y estudio molecular de
107 muestras obtenidas por biopsia y revisién bibliografica de 10 articulos originales y
2 generales para después poder hacer un analisis estadistico descriptivo.

Resultados

Tipo de muestra: 44 muestras se obtuvieron mediante biopsia por trucut, 42 por
biopsia escisional y 20 por biopsia incisional, lo que corresponde con un 41,12 %, 39,25
% y un 18,69 % respectivamente.

Fenotipo GCB/no-GCB: un 65,63 % de las muestras analizadas se corresponden con un
LBDCG de fenotipo GCB, mientras que el otro 34,38 % son de tipo no-GCB.

Doble positivo: considerando positivo una expresion de MYC de mas del 40 % y de
BCL2 de mas del 50 %, encontramos que 50 de 94 muestras son doble positivo frente a
44 que no lo son (53,19 % y 46,81 %).

CD30: hemos encontrado positividad de CD30 en un 47,42 % de las muestras
estudiadas mediante inmunohistoquimica, 46 de 97 biopsias.

Doble hit: en nuestra cohorte de casos hemos encontrado 7 muestras que han sido
diagnosticadas como doble hit mediante técnica FISH. Estas son un 8,64 % de un total
de 81 muestras.

MYD88: pudimos llevar a cabo estudios moleculares en 63 muestras, en las cuales
encontramos 3 con la mutacion MYD88L265P (4,76 %). El resto eran casos wild type.

Discusion

Nos hemos encontrado con algunas limitaciones a la hora de establecer los resultados
analiticos, debido a la falta de muestra que supone la biopsia por trucut, cuyo uso es
necesario limitar o, al menos, protocolizar para conseguir informacién completa del
caso.

Aunque la inmunohistoquimica es una técnica valida y muy fiable para una primera
aproximacion diagndstica y prondstica, es necesario completar el resultado mediante
FISH, con el fin de identificar los linfomas B de alto grado doble y triple hit.



Palabras clave: Linfoma B difuso de célula grande, GCB, no-BCG, doble hit, doble
positivo, FISH, MYD88.

ABSTRACT

Introduction

Diffuse large-cell B lymphoma is a very prevalent entity within non-Hodgkin's
lymphomas, with great clinical variability. Our objective in this work has been to
identify biological markers that can provide diagnostic and prognostic information in a
cohort of 107 cases, using immunohistochemistry, FISH and molecular techniques.

Material and methods

Histological review, immunohistochemistry, FIHS and molecular study of 107 samples
obtained by biopsy and bibliographic review of 10 original articles and 2 general
articles were carried out to later make a descriptive statistical analysis.

Results

Type of sample: 44 samples were obtained by trucut biopsy, 42 by excisional biopsy
and 20 by incisional biopsy, which corresponds to 41.12%, 39.25% and 18.69%
respectively.

GCB/non-GCB phenotype: 65.63% of the analyzed samples correspond to an LBDCG of
GCB phenotype, while the other 34.38% are of non-GCB type.

Double positive: considering positive an expression of MYC of more than 40% and of
BCL2 of more than 50%, we found that 50 of 94 samples are double positive versus 44
that are not (53.19% and 46.81%).

CD30: We found positive CD30 in 47.42% of the samples studied by
immunohistochemistry, 46 of 97 biopsies.

Double hit: in our case cohort we found 7 samples that have been diagnosed as a
double hit using the FISH technique. These are 8.64% of a total of 81 samples.

MYD88: we were able to carry out molecular studies in 63 samples, in which we found
3 with the mutation MYD88L265P (4.76%). The rest were wild type cases.

Discussion

We have encountered some limitations when establishing the analytical results, due to
the lack of a sample that involves the trucut biopsy, whose use is necessary to limit or,
at least, protocolize to obtain complete information of the case.



Although immunohistochemistry is a valid and very reliable technique for a first
diagnostic and prognostic approachit is necessary to complete the result using FISH, in
order to identify high-grade double and triple-hit B lymphomas.

Key words: Large cell diffuse B-cell lymphoma, GCB, non-BCG, double hit, double
positive, FISH, MYD88.

INTRODUCCION

El linfoma B difuso de célula grande (LBDCG) es el subtipo histolégico mds comun del
linfoma no Hodgkin (LNH) B y representa aproximadamente el 25% de los casos de
LNH en adultos.

La patogenia molecular de LBDCG es un proceso complejo de etapas multiples que
finalmente da como resultado la transformacién y expansion de un clon maligno de
origen de células B germinal o post-germinal. Si bien se han dilucidado algunos pasos
en esta via, muchos siguen siendo desconocidos. Los eventos oncogénicos mejor
caracterizados son lesiones genéticas adquiridas (p. Ej., reordenamientos de BCLS6,
BCL2 y MYC), muchos de los cuales también se observan en otras variantes de LNH.

La presentacion clinica del LNH varia enormemente segun el tipo de linfoma y las areas
de afectacion. Algunos se comportan de manera indolente y la linfadenopatia aumenta
y disminuye a lo largo de los afios. Otros son muy agresivos, lo que provoca la muerte
en cuestion de semanas si no se tratan.

Por lo general, los linfomas agresivos cominmente se presentan de forma aguda o
subaguda con una masa de rdpido crecimiento, sintomas B sistémicos (fiebre, sudores
nocturnos, pérdida de peso, etc.) y/o niveles elevados de lactato deshidrogenasa sérica
y acido Urico. Algunos ejemplos de esta presentacién agresiva incluyen linfoma B
difuso de célula grande, linfoma de Burkitt, leucemia/linfoma de células T adultas y
leucemia/linfoma linfoblastico precursor By T.

Los linfomas indolentes a menudo son insidiosos y solo presentan linfadenopatias,
hepatomegalia, esplenomegalia o citopenias de crecimiento lento. Los linfomas que
tipicamente tienen estas presentaciones incluyen linfoma folicular, leucemia linfocitica
crénica/linfoma linfocitico pequeiio y linfoma de la zona marginal esplénica.

Los pacientes con LBDCG son evaluados segun el indice Prondstico Internacional (IPI).
Este indice tiene en cuenta la edad, el estadiaje, la puntuacién de en la escala ECOG
(forma practica de medir la calidad de vida de los pacientes oncolégicos), los niveles de
lactato deshidrogenasa (LDH) y la cantidad de metastasis extranodales. Segun la
cantidad de factores de riesgo se estratifica al paciente; a mayor nimero de factores
adversos, menos probable es la supervivencia global a cinco anos. Por otro lado,
aunque se ha demostrado la utilidad de esta herramienta, debemos buscar otras que
completen el estudio en funcion de los nuevos patrones bioldgicos descubiertos (1,2).



Estudios de células de origen

El perfil de expresidon génica (PEG) mediante microarrays a partir de ADNc es el gold
standard para determinar la célula de origen, pero generalmente se ha realizado con
ARN obtenido de tejidos congelados/frescos y no esta disponible rutinariamente en la
practica. Dada su facilidad de uso, los algoritmos de inmunohistoquimica son el
método mds comunmente utilizado; la concordancia con PEG es aproximadamente del
80%. Aungque aun no estd ampliamente disponible, se puede realizar una prueba de
expresion genética en tejido embebido en parafina fijado con formalina (basado en
PCR cuantitativa digital), que es altamente concordante (alrededor del 95%) con PEG
convencional. Cuando esta disponible tiene el potencial de reemplazar los algoritmos
de inmunohistoquimica para la asignacién de células de origen en LBDCG.

El LBDCG es un grupo heterogéneo de tumores que son diversos en términos de su
patogénesis molecular subyacente y su resultado clinico. Una cantidad de estudios han
subclasificado LBDCG basado en PEG, el sistema mas utilizado los separa en dos grupos
principales:

— Tipo de células B del centro germinal (GCB): el PEG que se asemeja a una célula
B del centro germinal normal. Los tumores GCB demuestran translocaciones
t(14;18) en aproximadamente 30 a 40% de los casos y tienen una tasa superior
de supervivencia a cinco afios con la terapia R-CHOP estandar.

— Tipo de célula B activada (ABC): estos casos tienen un PEG que se asemeja a
una célula B activada. Es probable que estos tumores se deriven de una célula B
post-centro germinal que ha comenzado las primeras etapas de diferenciacion
plasmatica. Los tumores ABC frecuentemente muestran trisomia 3, delecién de
CDKN2A, que codifica INK4A/ARF, y activacion constitutiva de la via del NFkB, y
solo raramente tienen translocaciones (14;18). Cuando se comparan con los
tumores GCB, los tumores ABC se asocian con tasas inferiores de supervivencia
a cinco afos después de R-CHOP estandar.

— Tipo inclasificable: no cumplen criterios de PEG para ninguno de los tipos
anteriores.

Los métodos utilizados evaltan la expresion de 14 o 27 genes y usan algoritmos para
producir un puntaje predictivo lineal. El puntaje tiene una probabilidad asignada de
identificar el caso como tipo ABC. Si la probabilidad de ser del tipo ABC es mayor del
90% o menor del 10%, los casos se etiquetan como ABC o GCB, respectivamente.
Aproximadamente del 10 al 15% de los casos no cumplen con estos criterios y se los
identifica como "inclasificables". El papel que la subclasificacidon basada en el perfil de
expresidon génica juega en el diagndstico y tratamiento de LBDCG se esta refinando.
Esta claro que estos dos subgrupos tienen diferentes resultados después de R-CHOP
estandar. También parecen tener diferentes resultados después del tratamiento con
nuevos agentes y pueden servir como biomarcadores para la seleccion del tratamiento
(3,4).



Genética en los LBDCG

Las tres translocaciones cromosdmicas mas comunes en los LBDCG involucran a los
oncogenes BCL2, BCL6 y MYC.

- BCL2

El oncogén BCL2 se encuentra en 18¢g21.33. Las translocaciones de este gen se
encuentran en aproximadamente un tercio de los LBDCG, principalmente en el subtipo
molecular GCB. Las translocaciones que involucran el gen BCL2 no parecen afectar la
supervivencia cuando estdn presentes como la Unica anomalia genética, es decir,
siempre que la translocacion de BCL2 no esté asociada con translocaciones
concurrentes que involucren MYC. La expresion de la proteina BCL2 en estos casos no
se correlaciona con la t(14; 18). Mientras que el subtipo ABC solo raramente tiene la
t(14; 18), las amplificaciones de 1821 se observan en hasta dos tercios de los casos, lo
gue proporciona un mecanismo posible para la sobreexpresion de BCL2 en estos
tumores. El impacto de la expresién de la proteina BCL2 en los resultados clinicos es
controvertido, y se necesitan mas estudios para aclarar el impacto prondstico de la
expresion de BCL2 en diferentes subtipos de LBDCG.

— BCL6

El gen BCL6 se encuentra en 3g27.3. Las translocaciones de BCL6 también se
encuentran en hasta un tercio de los LBDCG. Existe una tendencia hacia la asociacién
con el subtipo ABC, pero la presencia de esta aberracidn genética no parece tener un
valor pronéstico independiente.

- MYC

MYC se encuentra en 8q24.21. Las translocaciones que involucran el gen MYC se
observan en un 5 a 15% de los casos y confieren un peor prondstico después del
tratamiento con quimioterapia combinada basada en doxorrubicina (p. Ej., R-CHOP).
En varios estudios se ha visto resultados inferiores principalmente en casos con
reordenamiento de MYC que involucra genes de inmunoglobulina y no cuando el MYC
se reordena con otros genes asociados (3,5).

Linfomas de doble hit

El término “linfoma de doble hit” se usa para referirse a los casos de linfoma que
contienen traslocacién del gen MYC junto con traslocaciéon de BCL2 y/o BCL6. En la
clasificacion de la OMS de 2016 (6), el LBDCG de doble hit se clasifica como linfoma de
células B de alto grado, con reordenamientos MYC y BCL2 y/o BCL6. Cuando se trata
con quimioterapia R-CHOP, los linfomas MYC/BCL2 de doble hit identificados mediante
pruebas genéticas tienen un prondstico peor que otros LBDCG. También se han
descrito translocaciones de doble hit que involucran MYC y BCL6, y, mas
infrecuentemente, tumores de triple hit con reordenamientos MYC, BCL2 y BCL6. La
mayoria de los datos sugieren que estos genotipos también estan asociados con
resultados clinicos pobres (5).



Linfomas con doble expresién de MYC y BCL2

Si bien los LBDCG con translocacién de MYC suelen demostrar una mayor expresiéon de
MYC, algunos tumores tienen sobreexpresion de MYC debido a otros mecanismos (p.
Ej., amplificacidn génica).

En varios estudios independientes, se observd la coexpresién de MYC y BCL2 en un 20
a 30% de los casos de LBDCG y predijo una menor tasa de respuesta completa y una
supervivencia libre de progresién y general mas corta. Sin embargo, aunque la
presencia de una translocacion MYC confirid un mal prondstico independientemente
de BCL2, la expresion de la proteina MYC solo se asocié con un peor resultado cuando
se acompano de la expresion de BCL2.

Se necesitan mas estudios para aclarar el prondstico de los linfomas que
sobreexpresan BCL2 y MYC basados en inmunohistoquimica. Los casos con
sobreexpresién de MYC identificados por esta técnica deben someterse a pruebas
genéticas para translocaciones de MYC. Ademas, dado que los DLBCL de doble hit
tienen un prondstico particularmente precario, también se deben considerar las
pruebas de reordenamientos de BCL2 y BCL6 en los casos que presentan altos niveles
de expresion de proteina MYC (2).

Algoritmos prondsticos

Como hemos comentado, en la practica clinica el prondstico de los pacientes con
LBDCG a menudo se estima utilizando el IPI, que refleja una mezcla de diferencias
bioldgicas o genéticas subyacentes. Sin embargo, se ha demostrado que incluso con el
mismo puntaje de IPI, los pacientes con LBDCG experimentan distintos cursos clinicos.
Para abordar este problema, Hans et al. y Choi et al. (Figura 1) desarrollaron dos
algoritmos de clasificacién que dividen los casos de LBDCG en el subtipo GCB y no GCB,
basado en el analisis inmunohistoquimico. El enfoque de Hans se centré en las
expresiones de CD10, Bcl-6 y MUM-1, mientras que el enfoque de Choi agregd GCET1y

GCB B

non-GCB MUM1
: / / (280%) —~ GCB
MUML GCB non-GCB

GCET1 (280%)
CD10 (230% + +
R / (230%) \ oCh k_ CDlO/ & FOXP1<
- (280%) >
S (zso%)x g / GCB

(zao%)\ GO
non-GCB

B non-GCB

FOXP1.

Figura 1. Algoritmos de Hans (A) y Choi (B). El de Hans subclasifica los casos de LBDCG
en funcién de la expresién de CD10, BCL6 y MUM1. Un marcador se considera positivo
cuando >30% de las células tumorales expresan la proteina. El algoritmo de Choi esta



basado en la expresion de cinco biomarcadores. Comparado con el algoritmo de Hans,
el algoritmo de Choi integré el andlisis de dos nuevas moléculas: FOXP1 y GCET1, que
permitid una mejor discriminacion entre los casos LBDCG con subtipo GCB y ABC.

Algunos estudios han informado de que el algoritmo de Hans tiene una tasa de
clasificacidon errénea de 19,7 % cuando se compara con datos de PEG; esto podria
deberse a factores técnicos relacionados con la tincidn, interpretacion y puntuacién de
los datos. La ventaja de esta técnica es que es factible en la mayoria de los laboratorios
de Anatomia Patolégica con material FFIP procedente de la biopsia diagndstica.

En un metaandlisis reciente (7) mientras que el PEG demuestra un valor prondstico
consistente en relacidon con supervivencia global y libre de progresion, los métodos
basados en inmunohistoquimica muestran un valor prondstico consistente solo para
supervivencia libre de progresién.

Terapias disponibles

La etapa avanzada de LBDCG se trata principalmente con quimioterapia sistémica mas
inmunoterapia con el anticuerpo recombinante anti-CD20 (Rituximab). Si bien los
principios de tratamiento general para estadios avanzados se aplican a la mayoria de
las presentaciones de enfermedades y poblaciones de pacientes, la implicacién de
ciertos o6rganos, particularmente cuando ocurre como sitios primarios de la
enfermedad, tiene implicaciones terapéuticas Unicas.

Para la mayoria de los pacientes con estadio avanzado, se sugieren seis ciclos de R-
CHOP-21 (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona mas Rituximab,
administrados cada 21 dias). Con este enfoque, las tasas estimadas de SLP y SG a los
cinco afios son del 70 y el 75% respectivamente.

Actualmente existen ensayos clinicos que evaltan la incorporacion de nuevos agentes
(p. Ej., R-CHOP + Lenalidomida, R-CHOP + Ibrutinib, R-CHOP + Bortezomib) en casos de
fenotipo ABC.

— LBDCG doble hit

Los pacientes con linfomas doble hit tienen mala respuesta a la quimioinmunoterapia
convencional y, serian candidatos a terapias mas intensivas o participacion en ensayos
clinicos, en funcién de la edad y estado clinico.

MATERIAL Y METODOS

Estudio inmunohistoquimico

La tincidn inmunohistoquimica se realizé de la siguiente manera: se cortaron biopsias
embebidas en parafina de 2-4 um de espesor en portaobjetos Dako (DAKO), y
posteriormente se desparafinaron, rehidrataron y se sometieron a recuperacién de
antigeno mediante calentamiento en Tris 50 mM (base Trizma) -1 mM EDTA (acido



etilendiaminotetraacético) (Sigma Chemical) (pH 8) o citrato 10 mM, pH 6,5 en una olla
a presién durante 2 minutos. Los portaobjetos se enfriaron y se trataron con solucién
blogueadora de peroxidasa (DAKO) durante 5 minutos.

Las secciones fueron inmunoteifiidas con anticuerpos contra MUM1, CD10, BCL6, CD30,
MYC y BCL2, contratefiidas con hematoxilina y montadas. Las incubaciones, bien
omitiendo el anticuerpo especifico o bien conteniendo anticuerpos no relacionados, se
usaron como control negativo de la técnica.

Los puntos de corte utilizados para evaluar los casos como positivos o negativos son,
segun lo descrito en la literatura: MYC (40%) y BCL2 (50%).

FISH

Se han estudiado las alteraciones genéticas en MYC, BCL2 y BCL6 mediante FISH
(sondas de tipo dual-colour Break-Apart para los reordenamientos de MYC, BCL2 vy
BCL6). El punto de corte para considerar un caso como positivo mediante esta técnica
es del 10%. Se identificaron patrones normales, traslocacién o ganancia/amplificacion.

PCR cuantitativa alelo especifica

Se ha utilizado un ensayo no comercial que usa sondas Tagman (Applied) para la
deteccidn de la secuencia wild type y mutante (L265P) de MYD88. Se han realizado los
experimentos por triplicado y tras PCR a tiempo real se ha calculado el deltaCt de los
ensayos mutante y wild type y contrastado con el deltaCt del control positivo (linea
celular HBL1). Se consideran positivos los casos con una frecuencia de mutacién
superior al 1%.

Captura de imagenes

Se han digitalizado mediante un escdner (Omnyx, GE) las preparaciones histoldgicas y
de inmunohistoquimica de casos seleccionados. Se han seleccionado areas
representativas a una magnificacion de 40X. Se ha utilizado un microscopio de
fluorescencia (Olympus) para la captura de imdagenes FISH, utilizando filtros
especificos. Se han seleccionado dreas representativas a una magnificacién de 100X.
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RESULTADOS

Numero total de casos

Tipo de biopsia
Trucut/BAG
Escisional
Incisional
Diagnostico
LBDCG NOS

Linfoma B de célula grande mediastinico primario
Linfoma B rico en células T e histiocitos

LBDCG + LF concurrente

LF 3B

Fenotipo GCB/no-GCB
LBDCG NOS tipo GCB
LBDCG NOS tipo no-GCB

Inmunohistoquimica CD30 (%)
Inmunohistoquimica MYC (%)
Inmunohistoquimica BCL2 (%)

Doble positivo IHQ (MYC&BCL2)
Si
No
FISH CMYC
Normal
Reordenado
Ganancia/Amplificacion sin reordenamiento

FISH BCL2
Normal
Reordenado
Ganancia/Amplificacion sin reordenamiento

FISH BCL6
Normal
Reordenado
Doble hit (MYC&BCL2 o MYC&BCL6)
Si
No
Mutacion MYD88L265P
Mutado
Wild type

11

107

44/107
42/107
20/107

96/107
3/107
4/107
2/107
2/107

63/96
33/96

46/97
91/97
88/97

50/94
44/94

52/64
9/64
3/64

52/68
14/68
2/68

36/59
23/59

7/81

74/81

3/63
60/63

41,12 %
39,25 %
18,69 %

89,72 %
2,8%
3,74 %
1,87 %
1,87 %

65,63 %
34,38 %

47,42 %
93,81 %
90,72 %

53,19 %
46,81 %

81,25 %
14,06 %
4,69 %

76,47 %
20,59 %
2,94 %

61,02 %
38,98 %

8,64 %

91,36 %

4,76 %
95,24 %



Tabla 1. Se ha realizado un estudio de una cohorte de 107 muestras de pacientes
diagnosticados de linfoma, para los cuales hemos valorado diferentes aspectos
moleculares, como son la sobreexpresidon y reordenamientos de cMYC, BCL2 BCL6 y
CD30, para luego poder estudiar si se tratan de LBDCG doble hit.

Figura 2. Ejemplo de trucut/biopsia con aguja gruesa (BAG) con LBDCG doble positivo.
Se han utilizado las tinciones de H&E (A), CD20 (B), cMYC (C), BCL2 (D) y CD10 (E),
respectivamente. Se trata de un LBDCG fenotipo GCB que expresa todos los
marcadores mencionados. Casos como este en los que la tinciéon de BCL2 es tan
positiva suelen asociar traslocacién de BCL2. Se confirmd el diagndstico de LBDCG
doble hit mediante FISH.
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Dual Color Break apart c-MYC(8q24) Dual Color Dual Fusion IgH-BCL-2

Figura 3. Diagnodstico mediante FISH de un caso de LBDCG doble hit, en el que se
aprecia el reordenamiento de MYC mediante la técnica Break Apart y el
reordenamiento de BCL2 mediante Dual Fusion.
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Figura 4. Biopsia de bazo tras esplenectomia. Se llevaron a cabo las tinciones con H&E
(A), tinciones para CD20 (B) y para CD3 (C). Podemos apreciar como el patrén no es tan
difuso, sino mas nodular, y las células son mayoritariamente mds pequefias si lo
comparamos con el caso anterior. La tincién de CD20 es positiva en células atipicas
minoritarias (blastos neoplasicos). Sin embargo, la tincion de CD3, que es especifica de
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células de estirpe T, es muy positivo. La imagen se corresponde con un infiltrado de
células T pequefias y algunos blastos esparcidos entre ellas. Con estos datos, se llega al
diagndstico de linfoma B rico en células T e histiocitos.

Tipos de muestra para el diagnodstico

De las 107 biopsias, 43 han sido obtenidas mediante una biopsia-puncidn tipo trucut
(41,12 %), 42 por biopsia escisional (39,25 %) y 20 por biopsia incisional (18,69 %).
Cabe destacar que el hecho de que la mayoria se hayan obtenido mediante una biopsia
con aguja ha condicionado los resultados de nuestro estudio, pues en muchos casos no
ha quedado tejido suficiente para los estudios de FISH y MYD88. Al comprobar esos
datos hemos podido observar que, tal y como sospechdbamos, 21 de las que no
tenemos datos para el FISH se consiguieron mediante trucut, lo que corresponderia a
un 20% del total. Un 6 % fueron mediante biopsia incisional y un 7 % por biopsia
escisional. En cuanto al estudio de MYD88, un 23% del total de muestras fueron
recogidas por trucut, un 5% mediante biopsia incisional y otro 5% por biopsia
escisional.

Clasificacion diagndstica

En 96 de las 107 muestras se confirmo el diagndstico de LBDCG NOS, mientras que los
demas fueron catalogados como diferentes subtipos, entre los que encontramos 3
muestras de linfoma B de célula grande mediastinico primario, 4 de linfoma B rico en
células T e histiocitos, 2 linfoma foliculares concurrentes con LBDCG (de los cuales un
caso era un linfoma folicular 3A y otro 3B) y dos linfomas foliculares de tipo 3B.

Fenotipo

Como ya comentamos previamente, los LBDCG pueden clasificarse en GCB, ABC o
inclasificable segun el genotipo que presenten. En nuestro estudio hemos separado las
muestras de LBDCG también en funcién de este criterio, por lo que hemos obtenido 63
de tipo GCB y 33 de tipo no-GCB. Por tanto, aplicando el algoritmo
inmunohistoquimico de Hans, basado en la cuantificacion de la expresiéon de CD10,
BCL6 y MUM1 (8) 65,63 % son casos de tipo GCB y el 34,38 % de tipo no-GCB.

Teniendo en cuenta los puntos de corte establecidos para cada marcador, 46 fueron
positivas para CD30, 91 para MYC y 88 para BCL2, lo que corresponde con un 47,42 %,
93,81 %y 90,72 % respectivamente.

Ademas, viendo los datos de la IHQ podemos sacar la conclusion de que un 53,19 % de
las muestras corresponden con LBDCG doble positivo (50 de 94 casos). De esos 50
casos que son doble positivo, el 10% se corresponden con linfomas doble hit por
técnica FISH. Un 60 % de los doble positivo son GCB.
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Figura 5. Distribucion de expresion inmunohistoquimica de CD30, MYC y BCL2 en
nuestra serie de casos. El valor de la mediana se encuentra en el 0 % para el primero
de ellos, con un rango de minimos y maximos de (0, 90). La distribucion en este caso es
unimodal. La mediana de MYC corresponde con el valor del 40 %, con un rango de (O,
100). La distribucién es unimodal, bastante parecida a una distribucion gaussiana. En la
tercera grafica vemos la distribucidon de BCL2. La mediana se encuentra en el 75 %. Los
valores minimos y maximos forman un rango que va de (0, 100%). La distribucién es
bimodal, con un pico de casos en el 50% de expresion de BCL2 y otro en el 90%.

Estudio de FISH. LBDCG con reordenamientos de MYC, BCL2, BCL6 y linfomas B de
alto grado doble hit

El estudio de FISH para cMYC reveld que, en 9 casos que hay con traslocacion del gen
(14,06 %). En tres casos se observé ganancia o amplificacion sin reordenamiento (4,69
%). 52 muestras tienen un patron normal de un total de 64 (81,25 %). En todos los
casos en los que hemos visto reordenamiento, amplificacidn o ganancia de la proteina
MYC se sobreexpresa por IHQ.

En cuanto a BCL2, el nimero de muestras con el gen normal es el mismo (52 de 68 -
76,47 %-), 14 tienen traslocacion (20,59 %) y dos tienen ganancia o amplificacion sin
reordenamiento (2,94 %). Un 85,71 % de las muestras reordenadas para BCL2
sobreexpresan la proteina en IHQ (12 de 14 casos).

Para BCL6, 23 estdn reordenadas y 36 son normales, de un total de 59 muestras
evaluadas (61,02 % y 38,98 %, respectivamente).
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Se identifican siete casos de doble hit. De estos, seis son debidos a reordenamientos
concurrentes de MYC y BCL2 y uno a reordenamiento de MYC y BCL6. Los casos que
hemos podido evaluar son solo el 75,70 % del total de muestras que tenemos.
Analizando mas en profundidad los datos que nos proporciona nuestro analisis,
observamos que, de estos siete casos, el 85,71 % se corresponden con LBDCG doble
positivo (lo que serian seis de siete casos). El Unico caso de nuestra cohorte que no es
doble positivo expresa MYC y BCL2. Todos los casos con DH tienen un fenotipo GCB.

LBDCG con mutacion de MYD88L265P

La mutacion somatica MYD88L265P se identificd en 3 casos (3 de 63, 4,76 %), mientras
qgue las otras 60 de 63 son wild type. Dos de estos tres casos mutados, dos fueron
diagnosticados como genotipo no-GCB y uno como GCB. Uno de los no-GCB y el GCB se
mostraron como doble positivos. Ademas, el caso que no era doble positivo de estos
tres era el Unico que expresaba CD30 en IHQ. Ninguna de las muestras mutadas era un
linfoma doble hit.

DISCUSION
Obtencion de la muestra

Hemos visto que la mayoria fueron recogidas mediante biopsia por trucut. Este
método suele utilizarse en pacientes cuyas adenopatias estan situadas en planos
profundos a los cuales no puede llegarse mediante una cirugia menor, o en los que
estdn demasiado inestables como para someterse a un procedimiento invasivo. A
pesar de la aparente mayor facilidad de la biopsia por aguja gruesa, nos deja varios
inconvenientes, pues la cantidad de tejido recogido es mucho menor que en los otros
métodos y esto conlleva a que en muchas ocasiones la muestra no sea suficiente como
para llevar a cabo todos los estudios.

Seria recomendable obtener, en la mayoria de los casos biopsias de tipo escisional o
incisional para el diagndstico de linfoma. En el caso de obtener muestras de tipo trucut
es necesario protocolizar el nUmero de muestras y el panel de marcadores que se
realizan sobre ellas para asegurar el mayor rendimiento diagndstico posible de las
mismas.

Diagnéstico

En nuestro estudio, un 89,72 % de las muestras fueron diagnosticadas como LBDCG
NOS, que es la forma mas frecuente de linfoma B difuso de célula grande. Otras
variantes menos comunes como el linfoma B difuso mediastinico primario, linfoma B
rico en células T e histiocitos también se encuentran representadas. Es llamativa la
presencia de 2 casos de Linfoma B folicular, grado 3B, que no se considera,
estrictamente un linfoma B difuso de célula grande. En comparacién con estudios de

16



revision centralizada del diagndstico de linfoma (9), existe un porcentaje similar de
discordancia en el diagndstico de casos de LBDCG entre los centros de origen del caso
y el centro de referencia. En ninguno de estos casos se modificd la terapia.

Fenotipo GCB/no-GCB

Como hemos comentado anteriormente, los LBDCG deben ser clasificados en GCB o
no-GCB, ya que esta division aporta valor al prondstico del paciente. En nuestra
cohorte de casos, el 65,63 % se correspondia con el subtipo GCB, mientras que el otro
34,38 % era del subtipo no-GCB.

Estos datos concuerdan con los de los estudios revisados, pues una mayoria de los
LBDCG se clasifican como GCB en un porcentaje alrededor del 60 % (3,5).

En un estudio concreto con una cohorte de 475 pacientes, el 49 % fueron catalogados
como subtipo GCB, 42 % como ABC e inclasificables el 9 % mediante GEP. Sin embargo,
de acuerdo con el algoritmo de Hans y Choi para la clasificacién mediante IHQ, el 53 %
se clasificaron como GCB y el 47 % como no-GCB. Los algoritmos de Choi y Hans
podria asignar correctamente 90,1 % y 87,3 % de los casos, respectivamente (4).

Varios estudios han demostrado que los algoritmos de IHQ pueden discriminar entre
los subtipos GCB y no-GCB con una concordancia del 80% con respecto a PEG. La actual
clasificacion de la OMS recomienda el uso de los algoritmos de IHQ para la
subclasificacion prondstica del LBDCG si no se dispone de métodos basados en
expresion génica (6).

Expresion inmunohistoquimica de MYC, BCL2 y CD30

El porcentaje medio de positividad para MYC y BCL2 en IHQ en los estudios analizados
ronda el 40 % y el 70%, respectivamente (10). Estos datos son muy préximos a
nuestros resultados, ya que nuestra mediana se situaba en también en 40 % para MYC
y en 75 % para BCL2.

La expresion de CD30 se detecté en el 25% de los casos evaluados en un analisis
concreto, siendo el grupo mayoritario positivo en un rango del 0 % al 10% (11). En
nuestro estudio, un 47,42 % mostrd positividad para este marcador en IHQ. Ademas,
nuestro rango de positividad predominante es también del 0 % al 10 %.

Sin embargo, los patrones de expresion de CD30 y su impacto clinico en LBDCG no
estan bien descritos hasta ahora. Se ha visto que CD30 se expresa en una proporcion
sustancial de LBDCG y la inmunohistoquimica de este puede ser un marcador
prondstico util en pacientes tratados con R-CHOP (11).

Doble positivo

Se determinan como doble positivos los casos en los que la expresién de MYC y BCL2
se encuentra aumentada mas de un 40 % y 50 % respectivamente.
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La doble positividad de MYC y BCL2 se aprecia en el 53,19 % de nuestras muestras
evaluables. De estos, el 10 % se corresponde con un LBDCG doble hit. Un 60 % de los
doble positivo son GCB.

En los estudios realizados en series retrospectivas, los casos de LBDCG suelen
encontrarse entre un 20 % y un 35 % (dependiendo de los datos y las caracteristicas de
cada analisis) y en una mayoria de fenotipos no-GCB (3,10).

Estudio FISH

Se observaron reordenamientos de MYC en el 14,06 % de las muestras evaluables,
reordenamientos de BCL2 en el 20,59 % y de BCL6 en el 38,98 %.

Los porcentajes obtenidos para reordenamientos de estos genes en la literatura son
semejantes a los que hemos obtenido en nuestro estudio.

Linfoma B de alto grado con doble hit.

Aunque se ha establecido que los pacientes con LBDCG doble hit (con traslocaciones
qgue afectan a MYC y BCL2) tienen un prondstico considerablemente mas pobre que el
resto, los estudios muestran que estos pacientes representan solo en torno al 5-10 %
de todos los LBDCG (7,10).

En nuestra cohorte, un 8,67 % se corresponden con LBDCG doble hit. El fenotipo de
estos casos es de tipo GCB y, en el 85%, doble positivo. En todos los casos se observd
expresion de MYC y BCL2 mediante IHQ. No obstante, la prevalencia de los casos doble
hit mediante FISH es inferior a la observada para los casos doble positivo mediante
IHQ, como se ha descrito en la literatura.

La identificacion de este subgrupo de casos de linfoma B de alto grado con doble hit
puede tener implicaciones terapéuticas directas ya que se ha demostrado que la
guimioinmunoterapia convencional no es suficientemente efectiva.

Estudio molecular de MYDS88

En LBDCG la mutacién L265P de MYD88 se encuentra de forma mas frecuente en los
subtipos ABC, sobre un 30 %, y en los linfomas extraganglionares predominantemente.
Se ha descubierto que la mutacién somdatica del gen MYD88 (MYD88L265P) activa NF-
kB. NF-kB es un complejo de proteinas que activan la transcripcion de genes
relacionados con la supervivencia celular y apoptosis.

En cuanto a mutaciones de MYD88, se han encontrado muchas diferentes pero la
mayoria no tiene una significacidon clinica relevante. La que mas nos interesa es la
sustitucion de leucina por prolina en la posicién 265, que es precisamente la que
hemos estudiado en nuestro andlisis mediante PCR cuantitativa, alelo especifica.
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Hemos identificado la mutacion MYD88L265P en 3 casos (4%). Esta prevalencia es
inferior a la encontrada en la literatura, aunque podria explicarse debido al origen
primariamente ganglionar de los casos incluidos en este estudio. De nuestros tres
casos en los que teniamos mutacion de MYD88L265P, dos son LBDCG no-GCB, de
acuerdo con lo descrito en la literatura.

CONCLUSION

El tipo de muestra obtenido con la biopsia condiciona los estudios complementarios
gue se pueden realizar sobre la misma. Por ello, seria necesario protocolizar el método
por el que se lleva a cabo la biopsia y los paneles de técnicas complementarias (IHQ,
FISH y estudios moleculares) para obtener el mayor rendimiento posible de la muestra.

Hemos comprobado que la IHQ es una buena técnica para fenotipar y distinguir los
subgrupos de LBDCG. Con esto podemos clasificar a los pacientes segun el prondstico
gue nos sugieran los marcadores y, eventualmente, podremos aplicar terapias
especificas que mas se ajusten a las necesidades biolégicas de su enfermedad. Un
ejemplo que ilustra lo que comentamos en CD30.

Por otra parte, el estudio de FISH permite identificar un reducido nimero de casos con
diagnostico de linfoma B de alto grado doble hit que se hubieran clasificado como GCB
mediante IHQ. Es necesario tener en cuenta las limitaciones de las técnicas de
inmunohistoquimica para que, ante un primer diagndstico de LBDCG podamos
completar el estudio y dar un diagndstico mas fiable de cara a las posibilidades
terapéuticas.

La prevalencia y el impacto de nuevos marcadores moleculares como la mutacidn
MYD88L265P requiere de mas investigacion.
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