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  Resumen/Summary 

 

   

El linfoma de Hodgkin clásico (LHc) es un linfoma de baja incidencia, aunque es 

el más prevalente en pacientes entre los 15 y los 19 años. Tiene su origen en linfocito 

B, que pierde la capacidad de expresar inmunoglobulinas (Ig) de superficie, a la vez 

que evita los mecanismos de control que conllevarían la muerte celular, 

transformándose las células de Hodgkin y Reed-Sternberg (HRS). Este clon neoplásico 

representa el 1-2% de la celularidad total en los ganglios tumorales, rodeados de un 

microambiente hasta ahora catalogado como no tumoral. 

Esta enfermedad presenta una alta tasa de curación. Sin embargo, catalogamos 

a un 20% de los pacientes como no respondedores, al fracasar la primera línea de 

tratamiento. Por ello, en esta tesis doctoral se ha intentado determinar la firma 

genética, tanto de los pacientes respondedores, como en los no respondedores a la 

primera línea de tratamiento. Se han identificado genes de manera independiente 

como vías de señalización  alteradas en LHc. La mayoría de ellos son genes ya descritos 

en otros tipos de linfomas, mientras que para LHc, estos genes no estaban 

determinados previamente, por lo que se abre el campo para profundizar en el origen 

y posible diagnóstico de este tipo tumoral. Se han identificado variantes tanto en las 

células tumorales como en las células del microambiente “no tumoral” (determinadas 

mediante inmunohistoquímica y fenotípicamente), comprobando que estas células 

presentan alteraciones en genes previamente descritos en las células tumorales. 

A su vez, también se han identificado marcadores detectados en el 

microambiente “no tumoral” que se asocian con distintos parámetros relacionados 

con la supervivencia del paciente, identificando nuevos factores pronósticos que nos 

dan información tanto de una posible recaída como del exitus del paciente. 

Para finalizar, se han ensayado nuevos tratamientos de acuerdo a los 

resultados obtenidos, a la vez que se han propuesto nuevas líneas de investigación 

para continuar con la descripción de este tipo tumoral en sus diferentes niveles, y el 

ensayo y posterior determinación de la terapia a seguir en función de su firma 

genética y la inmunohistoquímica asociada a cada paciente. 



  Resumen/Summary 

 

   

 Classical Hodgkin Lymphoma (cHL) is a low rate disease, although it is the most 

relevant lymphoma in young adults.  The origin of cHL is on B lymphocytes, which loss 

surface immunoglobulin expression, and scape cell death check points, becoming Hodgkin 

and Reed-Sternberg cells (HRS). This neoplastic clone represents about 1% of total 

cellularity, diluted in a reactive non tumour inflammatory background. 

 This disease has a high rate of survival. However, about 20% of patients diagnosed 

with this pathology fail to respond first-line therapy. For this reason, in this doctoral thesis 

we have aimed to determine the genetic signature in both types of patients, with or 

without a favourable response. Some of the genes identified in this study have previously 

found by other groups. Of these, the great majority has been described in other 

lymphoma types, while for cHL these genes are unknown. This fact opens the field to 

study the origin as well as new diagnosis methods in this type of lymphoma. In our study, 

variants have been identified in both HRS cells (characterized by standard CD30 

immunostaining) and the reactive inflammatory microenvironment. In these non-tumour 

cells, we have identified variants in genes previously described as altered in tumour cells.  

 At the same time, mutated genes have been detected in non-tumour inflammatory 

background, some of them associated with parameters related to patient survival or 

treatment response. With this information, we have identified new prognosis factors that 

could give us knowledge about patient relapse or death. 

 Finally, we have tested new treatments according to our results. At the same time, 

we have proposed new research lines in order to continue with the description of this 

tumour type at several levels, including further determination of new therapy practice 

depending on genetic signature and immunostaining associated to each patient.   These 

new findings open the door to a future personalized treatment of cHL in the era of 

personalized medicine. 
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1.1  Linfomas 
 

 Los linfomas son neoplasias derivadas tanto de linfocitos B como de linfocitos T o 

células asesinas naturales (NK), representando alrededor del 4-5% de los cánceres 

diagnosticados en países industrializados, con una incidencia anual de 120.000 nuevos 

casos en Europa (alrededor de 7.000 casos en España) y 70.000 nuevos casos en Estados 

Unidos, según el Instituto Nacional del Cáncer (NCI). 

 

 El término linfoma engloba a más de 40 tipos de enfermedades clasificadas por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), teniendo en cuenta la morfología del tumor, 

inmunofenotipo y características genéticas. Está clasificación, a parte de las características 

mencionadas, define el pronóstico y tratamiento a seguir por los facultativos [1]. 

 

 Aunque la clasificación de este conjunto de patologías es muy amplia y está en 

continuo cambio, podemos hacer dos categorías: 

 

- Linfomas No Hodgkin: constituyen la mayoría de los subtipos descritos (alrededor 

del 87%), incluyendo linfomas derivados de los 3 tipos celulares mencionados 

anteriormente, aunque los linfomas derivados de linfocito B constituyen la mayoría de los 

casos (alrededor del 90%). 

- Linfoma de Hodgkin: fue el primer linfoma descrito, gracias a la tesis doctoral del 

patólogo inglés Thomas Hodgkin, en 1832. 

 Pese a la gran variedad de linfomas que en la actualidad se investigan en multitud 

de centros de investigación, esta tesis doctoral se centra en la caracterización genética de 

la forma clásica de Linfoma de Hodgkin, por lo que en los siguientes apartados de esta 

introducción se abordará en profundidad los aspectos relevantes de esta enfermedad. 
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1.2  Linfoma de Hodgkin 
 

 El linfoma de Hodgkin, denominado así gracias al patólogo inglés que lo describió 

en 1832, Thomas Hodgkin [2], es un tumor hematológico de baja incidencia, cada año se 

diagnostican 68.000 casos, según la Agencia Internacional de Investigación del Cáncer 

(Agencia Internacional para la investigación contra el cáncer, IARC). Pese a ello, es el 

linfoma más frecuente en adolescentes entre 15 y 19 años (16% de los cánceres 

diagnosticados en este rango de edad) [3, 4]. 

 Este linfoma se origina a partir de una población de linfocitos del centro folicular, 

en el que tienen lugar dos procesos en condiciones fisiológicas: generación de mutaciones 

somáticas y reordenamiento del gen de las inmunoglobulinas (Ig), para la maduración de 

linfocitos B [5]. En el caso en el que se produzcan mutaciones somáticas defectuosas, el 

pre-linfocito entraría en muerte celular vía apoptosis. Sin embargo, en algunas 

circunstancias todavía por definir, estas células evitan este mecanismo de control que 

conlleva la muerte celular, perdiendo la mayoría de los genes asociados a la diferenciación 

de linfocitos B, la capacidad de expresar Ig de superficie y la maquinaría de fabricación de 

éstas, adoptando formas citológicas inusuales, convirtiéndose en las células de Hodgkin y 

Reed-Sternberg (HRS) [6]. Este clon neoplásico representa el 1-2% de la celularidad total 

en la muestra tumoral (asociada a los ganglios linfáticos), estando rodeado de un 

microambiente no tumoral, compuesto principalmente por linfocitos, histiocitos, 

eosinófilos, células plasmáticas, fibroblastos, etc. [7]. 

1.2.1 Clasificación 
 

 Se han identificado dos tipos de enfermedad de Hodgkin, atendiendo a las 

diferencias encontradas en las características clínicas y biológicas, por lo que se deben 

considerar como entidades diferentes, reconociéndose en la actual clasificación de la 

OMS. En la tabla 1 observamos las características que diferencian al Linfoma de Hodgkin 

de predominio linfocítico nodular (LHPLN), frente al Linfoma de Hodgkin clásico (LHc), 

objeto de nuestro estudio [8]. 
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Tabla 1: Características diferenciales de los dos tipos de Linfoma de Hodgkin, Linfoma de Hodgkin 
de tipo predominio linfocítico nodular (LHPLN) y las formas asociadas a LHc. 

 

El LHc se caracteriza por la presencia en el ganglio reactivo de un número reducido 

de células HRS son su fenotipo característico, y un fondo celular que desfigura la 

estructura ganglionar. Estas células HRS se caracterizan por tener un tamaño mayor que 

cualquier célula del microambiente no tumoral, son células bi o multinucleadas, con 

nucléolos grandes, siendo fácilmente reconocibles en cortes de tejido teñidos con 

hematoxilina-eosina. Atendiendo a las características del microambiente no tumoral 

asociado al LHc se llevó a cabo la clasificación de estos linfomas, encontrando 4 subtipos: 

Esclerosis nodular, célula mixta, rico en linfocitos o depleción linfoide [9]. En la tabla 2 

podemos diferenciar estos subtipos histológicos en función de las características asociadas 

a cada uno. 

1.2.2 Epidemiología 
 

Podemos considerar el LHc como una enfermedad rara en niños o en personas 

mayores. Sin embargo, en países desarrollados podemos distinguir una distribución  
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Tabla  2: Subtipos y características diferenciales de LHc. 

bimodal atendiendo a la edad de esta enfermedad: el primer rango de edad en la que 

aparece es en adolescentes o adultos jóvenes, y encontramos una segunda modalidad que 

se detecta a partir de los 55 años [3].  

 

La enfermedad típica que aparece en adultos tiene unas características similares a la 

que aparece en adolescentes, catalogándose dentro del mismo grupo, mientras que se 

hace una diferenciación distinta en el caso de niños o pacientes de elevada edad. En la 

tabla 3 se analiza la distribución de este tipo de linfoma en función de los distintos rangos 

de edad [3]. Podemos observar que en el rango de edad  entre 15 a 54 años es donde 

Tabla 3: Epidemiología de LHc en función de la edad, observando que, tanto de manera general, 
como del subtipo histológico más frecuente, el rango de edad determinante lo encontramos 
entre los 15 y los 35 años, siendo el linfoma más prevalente en este rango de edad. 
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aparecen el 50% de los casos, rango seleccionado para el objeto de nuestro estudio.  

1.2.3 Inmunofenotipo. 
 

El diagnóstico de LHc se establece identificando las células tumorales HRS 

(reconocimiento morfológico), acompañado del estudio inmunohistoquímico (IHQ), que 

añade objetividad a la correcta identificación de las células tumorales. Las células HRS 

tienen un inmunofenotipo diferente al resto de las células hematopoyéticas. Estas células 

expresan marcadores de distintos tipos celulares, como de granulocitos (CD15), linfocitos 

T (perforina, Homólogo asociado a translocación Notch 1 (NOTCH1)), células B memoria 

(sindecano), y células dendríticas (fascina, C-C ligando 17(CCL17)); además, presentan 

marcadores asociados a linfocitos B, como caja emparejada 5 (PAX-5) (factor de 

transcripción específico de linfocitos B), que se expresa en  la mayoría de los casos. 

Alrededor del 89% de los casos tienen una sobreexpresión de CD30, que se utiliza como 

identificador en el diagnóstico, siendo el marcador que utilizaremos en la separación de 

Figura 1: Características fenotípicas e histopatológicas fundamentales de LHc. Se 
muestran 4 ejemplos correspondientes a los distintos subtipos de LHc. El inmunofenotipo 
se caracteriza por una ausencia del marcador asociado a linfocito B CD20, una expresión 
habitual tanto de CD15 como de CD30, y la presencia variable (alrededor de un 40%, 
dependiendo de la prevalencia del virus en la población) de marcadores para el virus EBV. 
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las células tumorales [10]. En la figura 1 se muestran ejemplos de las secciones asociadas a 

distintos subtipos histológicos de LHc, además de su inmunofenotipo. 

1.2.4 Aspectos clínicos y factores pronóstico asociados a LHc 
 

Las alteraciones ocasionadas por las mutaciones somáticas introducidas en las 

células pre-tumorales tienen lugar en los ganglios linfáticos, y como consecuencia se 

generan la expansión clonal y las adenopatías asociadas a la masa tumoral. Este hecho es 

el síntoma predominante en dos tercios de los casos [11]. El segundo grupo de síntomas 

asociados a esta enfermedad son los causados por la liberación de quimioquinas y 

citoquinas producidas por las células HRS y componentes del microambiente, suprimiendo 

la respuesta Th1 y activando los factores de transcripción de la familia TNFR, que activan 

la vía Nuclear Factor Kappa B  (NFKB), dando lugar a una alteración en la respuesta 

inmune, generando como consecuencia el auto-mantenimiento de las células HRS. Estas 

alteraciones también se ven afectadas con la presencia del virus de Epstein Barr (EBV), 

que se detecta en alrededor de un 40% de los casos (dependiendo de la prevalencia del 

virus en la población a estudio), y que contribuye a la alteración del equilibrio Th1/Th2 

[12]. Estos síntomas suelen acompañar a la alteración ganglionar avanzada aunque, en 

ocasiones son el primer o único síntoma de la enfermedad. Estas manifestaciones son los 

Tabla  4: Clasificación de Ann Arbor, utilizada en ambos estudios para la clasificación 
tumoral de las muestras de LHc. 
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síntomas B de la clasificación Ann Arbor, que incluyen fiebre (>38ºC), sudores nocturnos o 

pérdida inexplicable de peso, mayor del 10% en los últimos 6 meses [13]. 

Probablemente, el LHc aparece en un ganglio linfático aislado y, en una primera 

fase, se disemina a otras áreas linfáticas próximas y  de éstas a otras contiguas. En la 

enfermedad avanzada se suele producir la diseminación hematógena (metástasis). Para 

valorar el grado de evolución de la enfermedad en cada paciente se utiliza la clasificación 

de Ann Arbor, establecida en 1971, en la que se separaron cuatro niveles de enfermedad, 

entre el estadío I al IV, y que refleja la cantidad de masa tumoral, condicionando el 

pronóstico y la intensidad de tratamiento a prescribir por parte del facultativo. La 

ausencia o presencia de síntomas sistémicos refleja la actividad funcional del tumor en el 

paciente y define los subgrupos A y B. En la tabla 4 encontramos los distintos estadíos de 

esta enfermedad, que son los utilizados en la clínica asociada a nuestras series de casos, 

diferenciando esta clasificación en dos grupos: una baja masa tumoral, que se asocia a 

estadíos I, II y III; y masas tumorales voluminosas, asociadas a estadío IV [13]. 

Para la estratificación del riesgo en los casos de LHc avanzado se utiliza el valor 

internacional de pronóstico (IPS), determinado por el Intenational Prognostic Factors 

Project of Advanced Hodgkin´s Disease [14]. Se estudió un grupo de 5.141 pacientes con 

LHc avanzado tratados con quimioterapia, con o sin radioterapia. En este ensayo se 

determinaron los parámetros clínicos y analíticos con influencia en la supervivencia libre 

de enfermedad a los 5 años del diagnóstico. Estas variables fueron: sexo masculino, edad 

por encima de los 45 años, estadío IV, albúmina sérica mayor de 4 g/l, hemoglobina menor 

de 10,5 g/dl, leucocitosis >15.000/µl y linfopenia <600/µl. Sumando el número de factores 

se puede obtener una escala del 0 al 7. Para este estudio, la agrupación que hemos 

llevado a cabo es de índices 0-2 y ≥3, con 86% y 70% de supervivencia libre de enfermedad 

a los 5 años. La validez de este factor pronóstico ha sido confirmada mediante otros 

estudios retrospectivos [15, 16], aunque estudios más recientes, considerando terapias 

modernas (quimioterapia y/o radioterapia), indican que solo alguno de estos factores 

tiene un peso mayor e independiente en la estratificación del riesgo [17, 18]. 
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1.2.5. Microambiente no tumoral asociado a LHc 
 

 Como hemos mencionado anteriormente, el porcentaje de células tumorales 

reconocibles mediante microscopía e IHQ en este tipo de neoplasia es de alrededor del 

1%, por lo que el conjunto de células que acompañan en los ganglios tumorales a las 

células HRS deben jugar un papel fundamental en el inicio, mantenimiento y desarrollo de 

la enfermedad. De hecho, cuando una célula HRS migra a otro órgano, sea linfoide o no, 

éstas necesitan reconstruir de nuevo su particular microambiente para su supervivencia. 

Este microambiente lo componen linfocitos T, linfocitos B funcionales, granulocitos, 

eosinófilos y células del estroma, entre otras [7]. Aunque este campo todavía es bastante 

desconocido, nuevas terapias contra este tipo de células favorecen la hipótesis de que 

juegan un papel fundamental en el crecimiento del tumor, escape a la respuesta inmune y 

supervivencia de la célula HRS, por lo que describiremos el papel de cada subtipo celular 

en el contexto inmunológico de la enfermedad. Además, se ha determinado que ciertos 

marcadores asociados a estos tipos celulares, pueden ayudarnos a determinar el 

pronóstico de manera individualizada en cada paciente. 

- Linfocitos T: este tipo celular representa el mayoritario en el microambiente 

tumoral, diferenciándose en células Th2 o células T reguladoras. Las células HRS emiten 

atrayentes químicos, como Interleuquina-4 (IL-4), interleuquina-5 (IL-5) o CCL17/ 

Quimioquina de activación regulada en el timo (TARC), específicos para este tipo celular, 

viéndose en estos casos una menor respuesta a los tratamientos quimioterápicos 

(resistencia a la terapia mediada por linfocito T) [19]. Además, las células HRS también 

secretan factores que inducen la diferenciación del linfocito T en estos dos subtipos 

mencionados. 

La regulación positiva del receptor PD-1 (del inglés Programmed Dead-1) se ha 

caracterizado tanto en modelos de infección viral como en múltiples linfomas como son el 

Linfoma B de Célula Grande (LBCG) o Linfoma Folicular. En LHc, la expresión constitutiva 

de este receptor  en las células T provoca la activación constante de sus ligandos, PD-L1 y 

PD-L2 en las células HRS, fenómeno potenciado por la frecuente amplificación del locus 
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9p24.1. Atendiendo a este hecho, podemos utilizar como factor pronóstico la expresión de 

PD-1 en las células T tanto del microambiente asociado en el ganglio como en sangre 

periférica, asociándose a pronóstico desfavorable [20]. 

Otra característica en los linfocitos T en LHc es su imposibilidad por reconocer las 

células tumorales, debido a que éstas carecen del complejo mayor de histocompatibilidad 

(CMH), necesario para el reconocimiento vía antígeno. Este hecho ocurre debido a una 

mutación secundaria en los genes Beta-2-Microglobulina (B2M) y del Transactivador del 

Complejo Mayor de Histocompatibilidad Clase II (CIITA), o por vía epigenética 

disminuyendo la transcripción de CIITA [21, 22]. 

Por último, otro mecanismo a tener en cuenta, y del que hablaremos más adelante 

analizando los resultados, es que los linfocitos T promueven la supervivencia de las células 

HRS gracias a la  activación de la vía NFKB mediante el ligando CD40. Esta señal de 

crecimiento tiene que ser particularmente importante en este tipo tumoral, aunque al ser 

un linfocito no tumoral, esta vía de señalización activada por el receptor de linfocito B 

(BCR) no debería de estar activa [23]. 

 Los marcadores asociados a linfocito T que vamos a analizar en el microambiente 

de los casos seleccionados son los siguientes: 

1. Caja en horquilla P3 (FOXP-3): regulador transcripcional que actúa de manera 

crucial en el desarrollo e inhibición de la función de linfocitos T reguladores. Juega un 

papel crucial en la regulación de la homeostasis del sistema inmune, modulando la 

expansión y función de este tipo celular. Se han realizado estudios in vivo en los que se 

demuestra que la depleción de este tipo celular se asocia a una regresión de la masa 

tumoral, por lo que su posible presencia en el ganglio tumoral suprime esta respuesta 

inmune frente al tumor. En los ensayos de IHQ estudiados, este marcador es el más 

robusto en cuento a peores tasas de supervivencia asociada a mayor expresión del 

marcador en el microambiente [24]. 
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2. Granzima B (GZB): marcador de linfocito T citotóxico, mediador de la inducción 

rápida de fragmentación del DNA y apoptosis en la célula diana. Se puede utilizar como 

factor pronóstico de manera individual, identificando un peor pronóstico de la 

enfermedad en presencia de un elevado porcentaje de este marcador en el ganglio 

tumoral, determinado mediante IHQ [25], o en su combinación con FOXP-3, mediante el 

cociente del porcentaje de células FOXP3 positivas entre el porcentaje de células GZB 

positivas [26]. 

3. Proteína de unión GATA 3 (GATA-3): es un factor de transcripción esencial en el 

desarrollo de linfocitos T, uniéndose a la secuencia consenso 5´-AGATAG-3´. Factor 

requerido para la diferenciación de linfocitos T helper Th2 en la respuesta inmune. La 

sobreexpresión de este marcador se ha asociado a un incremento en el crecimiento de 

células cancerosas pancreáticas, o a un mejor pronóstico en cáncer de mama [27]. En 

cuanto a tumores hematopoyéticos, también se ha determinado un peor pronóstico 

asociado a GATA3 en Linfoma T periférico [28, 29]. 

4. Caja-T 21 (TBET): es el factor de transcripción T-box, que controla la expresión de 

las citoquinas Th1 y el interferón-gamma. Se expresa en los linfocitos CD4+ en el 

desarrollo desde precursor al linfocito T helper, activando el programa de diferenciación 

hacia linfocito Th1 y reprimiendo el programa Th2 [30]. 

5. Antígeno intracelular restrictivo a célula T (TIA1): proteína relacionada con el 

splicing del pre-ARN y regula la translación del ARN mensajero por su unión a elementos 

ricos en los nucleótidos AU. Posee actividad nucleotídica en linfocitos T citotóxicos y se 

encuentra relacionada en procesos de apoptosis. Se ha determinado que elevados niveles 

de TIA1 detectados en el microambiente no tumoral en pacientes con LHc presentan peor 

pronóstico que los pacientes con niveles bajos de esta proteína [31, 32]. 

6. CD8: este antígeno CD8 es una glicoproteína de superficie de la mayoría de los 

linfocitos T citotóxicos y media la eficiencia de interacción célula-célula en el sistema 

inmune. Actúa como correceptor en el reconocimiento de antígeno mediante el complejo 

mayor de histocompatibilidad [33].  
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7. CD4: glicoproteína de membrana en los linfocitos T que interactúa con los 

antígenos del  Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase II, además de ser el receptor 

del virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Las células HRS atraen los linfocitos T CD4+ 

para escapar a la respuesta citotóxica de los linfocitos T CD8. Se están ensayando estudios 

preliminares para nuevas terapias dirigidas contra las células HRS basándose en esta 

interacción célula tumoral-linfocitos T CD4+ [34]. 

8. CD3: complejo de subunidades que forman el receptor CD3 de las células T, 

importante en los procesos de reconocimiento de antígeno y distintas vía de transducción 

de señales. 

9. PD1: Receptor de superficie que actúa como inhibidor del linfocito T en procesos 

de inmunidad y tolerancia. Como a se ha mencionado anteriormente, este marcador está 

asociado a peor pronóstico. 

- Linfocitos B: en ganglios tumorales donde aparecen las células HRS también 

encontramos linfocitos B funcionales, como en un ganglio linfático normal. Una de las 

hipótesis que apuntan a promover la proliferación de las células HRS es la secreción por 

estas células de IL-10, suprimiendo la actividad antitumoral del linfocito T. Una nueva 

manera de tratar este tipo de patología es la combinación de rituximab (anticuerpo 

monoclonal específico para el marcador CD20, mediando lisis linfocitaria por múltiples 

mecanismos) con la quimioterapia convencional asociada a este linfoma (adriamicina, 

bleomicina, vinblastina y dacarbacina (ABVD))[35]. 

- Fibroblastos: presentes mayoritariamente en el subtipo esclerosis nodular, 

responsables de la producción de citoquinas como interleuquina 13 (IL13), Factor 

transformador del crecimiento Beta (TGF-β), Factor de crecimiento de fibroblasto B (B-

FGF) y CD40. Estos fibroblastos también son capaces de producir factores de crecimientos 

beneficiosos para la célula tumoral, como son interleuquina-6 (IL6) e interleuquina-7 (IL7) 

[36]. 

 

- Mastocitos: presentes en todos los subtipos histológicos de LHc, expresa CD30 

ligando, estimulando la proliferación de células HRS mediante ensayos in vitro [37]. 
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- Eosinófilos: como en el tipo celular anterior, expresa tanto CD30 como CD40 

ligando (sus receptores están presentes en la célula HRS), promoviendo procesos de 

proliferación y antiapoptosis en la célula tumoral. Además de estos dos ligandos, también 

expresa TGF-β, por lo que está relacionado con procesos de fibrosis en este 

microambiente no tumoral. 

 

Atendiendo a la relación del microambiente tan diverso, los linfocitos T helper expresan 

quemoquinas como C-C Quimioquina ligando 5 (CCL5), que tiene como finalidad el 

reclutamiento de eosinófilos y mastocitos en los alrededores de las células HRS [7]. 

- Monocitos/Macrófagos: este componente de microambiente ha sido calificado 

como un posible factor pronóstico de LHc. Se ha propuesto el uso de los marcadores CD68 

y CD163 (marcadores de macrófagos) asociados a peor pronóstico, aunque sigue habiendo 

controversia sobre la estandarización de estas observaciones [38]. En relación a este 

hecho, se han detectado alteraciones en las líneas establecidas a partir de LHc que 

provocan una sobreexpresión de receptores del factor estimulante de colonias (CSF1), 

habitualmente expresado en macrófagos tisulares en respuesta inmune tipo M2 [39]. 

Los marcadores de monocitos y macrófagos que vamos a estudiar son los siguientes: 

1. CD68: marcador de macrófagos asociados al tumor. Participa en la actividad 

fagocítica del macrófago, en el metabolismo lisosomal, y en la interacción de la célula con 

el patógeno. Ese marcador se ha visto asociado a peor pronóstico en distintos cánceres, 

incluyendo hematopoyéticos como el linfoma folicular. Se ha visto correlación 

estadísticamente significativa entre la elevada proporción de macrófagos asociados a 

tumor (marcados con CD68) en pacientes refractarios o con recaídas tempranas en 

comparación con los pacientes respondedores, que presenta menor proporción de 

macrófagos infiltrados en el ganglio [40]. 

2. CD163: marcador exclusivo de monocitos y macrófagos. Esta proteína actúa como 

sensor de la respuesta inmune innata contra bacterias e induce inflamación local. Se 
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Figura 2: Microambiente asociado a LHc. Esquema que refleja la liberación mediante las células 
HRS de diversas quimioquinas y citoquinas que provocan una estimulación tanto autocrina como 
paracrina, definiendo el mecanismo esencial de proliferación y supervivencia. 

pueden utilizar alternativamente los dos marcadores, tanto CD68 como CD163,  aunque 

hay trabajos que sugieren que este marcador tiene un valor predictivo mayor que el 

anterior [41], en cuanto a peor pronóstico cuando encontramos gran número de 

macrófagos marcados con CD163 en el ganglio tumoral. 

3. STAT1: esta proteína está codificada por un gen que pertenece a la familia STAT 

que, en presencia de citoquinas y factores de crecimiento, se fosforila por su receptor 

asociado a quinasa, formando homo o heterodímeros que son translocados al núcleo, 

actuando como activador transcripcional. Esta proteína media la expresión de varios 

genes importantes en viabilidad celular en respuesta a diferentes estímulos. STAT1 se 

expresa en macrófagos activadadores de la respuesta inmune asociada a linfocitos T 

helper Th1, responsable de la actividad tumoricida [42]. 
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4. Lisozima (LYZ): proteína expresada tanto en monocitos como en macrófagos 

activados, correlaciona con supervivencia libre de fallo prolongada y mejor pronóstico en 

algunos estudios realizados en este laboratorio [43].  

 

- Células dendríticas: se han realizado estudios en otros tipos tumorales, 

identificando una mayor tasa de supervivencia en pacientes con una elevada carga de este 

tipo celular. Es el caso de Leucemia Linfática Crónica [44], como en otros tipos de linfoma, 

como son Linfoma Folicular [45] o Linfoma del Manto [46]. 

El marcador que vamos a utilizar para medir la proporción de estas células en los 

ganglios tumorales es CD23, soliendo estar localizado en la periferia del ganglio, 

asociándose a linfocitos B, raramente a células HRS [47, 48]. 

 

Como se muestra en la figura 2, se crea una interrelación bastante controlada entre los 

factores liberados, tanto por la célula HRS como por los tipos celulares descritos 

previamente, y cuya finalidad es la supervivencia de la célula tumoral. 

1.2.6. Papel del virus Epstein-Barr en LHc 
 

 La infección del virus en pacientes diagnosticados de LHc varía en función de la 

prevalencia del mismo en la población a estudio, situándose en España en torno al 40%, 

teniendo una incidencia mayor en el subtipo célula mixta, depleción linfocitaria y en 

pacientes de edad avanzada. 

 Mediante estudios de hibridación in situ y Southern blot se ha demostrado que el 

EBV se asocia a las células HRS exclusivamente, integrándose de forma clonal en estas 

células tumorales [49]. Al estar ya integrado, la infección por el virus ocurre 

necesariamente antes de la expansión clonal que da lugar a la malignidad, apuntando a un 

papel patogénico (todavía no demostrado) en el desarrollo de esta neoplasia. Las células 

HRS infectadas presentan un patrón de expresión viral de los genes proteína latente de 

membrana (LMP1 y LMP2A) y Antígeno nuclear de Epstein Barr Nuclear 1(EBNA1) que 

persiste a lo largo del transcurso de la enfermedad, haciéndole a la célula tumoral 
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completamente independiente de señales de supervivencia implícitas en la célula. Las 

proteínas LMP1 y LMP2A contribuyen a la activación constitutiva de la vía de señalización 

NFKB (mediada por CD40), contribuyendo de manera sinérgica con los linfocitos T y las 

células dendríticas mencionadas anteriormente. 

 El valor predictivo de la presencia de EBV en LHc es aún controvertido. En algunos 

estudios, los casos EBV positivos parecen tener una tendencia a mayor respuesta 

terapéutica, aunque estas observaciones varían entre distintas series [50, 51]. 

Recientemente se ha clarificado esta cuestión al mostrar que las diferencias observadas 

dependen fundamentalmente de la edad de la población estudiada, considerándose un 

probable factor adverso en pacientes de edad avanzada, pero no así en la población más 

joven [52, 53].  

1.2.7. Tratamiento de LHc 
  

 La primera línea de tratamiento para esta enfermedad varía dependiendo de si el 

diagnóstico es temprano o avanzado, y consiste en una combinación de quimioterapia en 

estadíos tempranos de ABVD y otra combinación más intensa de 7 drogas para estadíos 

más avanzados: bleomicina, etoposido, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, 

procarbacina y prednisona (BEACOPP). Estos tratamientos se pueden combinar o no con 

tratamiento radioterápico. Aproximadamente el 80% de los pacientes evolucionan hacia 

una remisión completa de la enfermedad después de esta primera línea de tratamiento. 

Algunos efectos secundarios asociados son los típicos relacionados con los tratamientos 

quimioterápicos, como son complicaciones cardiopulmonares, fatiga o infertilidad [54]. 

 Un 20% de los pacientes no presentan remisión completa después de ser tratados 

con la primera línea de tratamiento, recayendo normalmente en los primeros 12 meses. 

Para estos pacientes, el protocolo a seguir es el tratamiento con regímenes 

quimioterápicos más intensos como son la combinación de fosfamida, carboplatino y 

etopósido (ICE) o dexametasona, citarabina y cisplatino (DHAP), seguido de un trasplante 
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autólogo. La supervivencia a 5 años para esta segunda línea de tratamiento está alrededor 

del 55% [55]. 

 Se están intentando establecer nuevas líneas de tratamiento para estos pacientes 

refractarios, en los que su pronóstico es bastante desfavorable: 

- Anticuerpos anti-CD30: Brentuximab vedotin (BV) es un anticuerpo conjugado que 

libera selectivamente en las células CD30 positivas auristatina monometil E (MMAE), un 

agente citotóxico antimicrotúbulo. El uso de BV como tratamiento de consolidación 

después del trasplante autólogo se ha estudiado en el ensayo AETHERA [56], 

observándose una mejora en la supervivencia total en pacientes diagnosticados con LHc 

que presentan riesgo elevado de recaída después del trasplante. Se han llevado a cabo 

otros ensayos en los que se administra BV como primera línea de tratamiento, solo o 

combinado con los tratamientos quimioterápicos estándar. Estos ensayos tienen unos 

resultados estadísticos poco robustos, y hay opiniones contradictorias en cuanto al 

balance del beneficio en la supervivencia y los efectos secundarios generados en el 

paciente, sobre todo afecciones pulmonares, neurológicas y gonadales [57]. 

- Inmunoterapia/fármacos bloqueantes: se basan el bloquear la actividad del eje PD-

1/PD-L1/PD-L2, para potenciar la actividad antitumoral de las células T. Estos ensayos 

estás todavía en fase I, siendo unos fármacos con efectos adversos tolerables, pero con 

resultados escasos en cuanto a efectividad de tratamiento, como es el caso de Nivolumab 

[58, 59]. 

Estudios farmacogenéticos en cáncer han demostrado el potencial de esta vía para 

hacer el tratamiento más seguro y efectivo. El análisis de vías de señalización, tanto en 

este estudio como en otros tantos que se están llevando a cabo, tiene como finalidad 

entender el fenotipo de la enfermedad, asociándolo con el genotipo, tanto de las células 

tumorales, como de sus células promotoras o de sustento. Estudiando cada gen 

independientemente puede llevar a la conclusión de que afectando distintos puntos de la 

misma ruta, tiene como consecuencia la alteración de la vía de señalización en la que 

intervienen, ocasionando el mismo fenotipo [60]. Uno de los puntos fuertes de esta tesis 
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doctoral es, de manera preliminar, poder asociar las alteraciones encontradas en genes de 

manera individual o en vías de señalización completas, tanto con la supervivencia de los 

pacientes tratados con la primera línea de tratamiento estándar, como con nuevos 

tratamientos ensayados en función de las dianas genéticas encontradas. En concreto, en 

este laboratorio se ha ensayado el potencial terapéutico de Ibrutinib en las líneas celulares 

establecidas a partir de pacientes con LHc. Ibrutinib es un fármaco inhibidor de la proteína 

Bruton Tirosina Kinasa (BTK), aceptado para el tratamiento de otros tumores asociados a 

linfocitos B, como pueden ser  Leucemia Linfática Crónica, Linfoma del Manto o 

Macroglobulinemia de Waldenström. Este trabajo se ha realizado en paralelo con un 

estudio realizado por otro grupo, ya publicado, en el que se tratan con Ibrutinib pacientes 

refractarios diagnosticados con LHc [61]. 

1.3 Evolución en secuenciación y sus antecedentes en LHc 
 

 La revolución que se ha producido a finales del siglo XX y principios del siglo XXI en 

la caracterización de la estructura del ADN y su posterior proceso de secuenciación, se 

pueden resumir en distintos puntos de inflexión, hasta la llegada en 2006 de las técnicas 

de secuenciación de segunda y tercera generación, que permite analizar sin sesgos 

millones de muestras. Después de una década, las técnicas de secuenciación masiva se 

han convertido en una manera accesible para la secuenciación de muestras en paralelo en 

un solo secuenciador al mismo tiempo [62]. 

Esta revolución en las técnicas de biología molecular conlleva una traslación a la 

clínica en prácticamente todas las especialidades. El primer exoma en cáncer se secuenció 

dentro del Proyecto de Genoma Humano en 2001, cubriendo solo el 1% del genoma total 

(únicamente región codificante). A partir de la secuenciación de colecciones de tumores 

con clínica y fenotipo similar, o atendiendo a firmas genéticas similares en distintos 

cánceres, tanto sólidos como líquidos, se han desarrollado paneles de genes para casi 

cualquier tecnología de secuenciación, con los que se permite un cribado general, tanto a 

la hora del diagnóstico del mismo, como en la selección de terapia [63]. 



Introducción 

 

26 
  

 Atendiendo a LHc la situación es más complicada, debido a la escasa información 

al respecto. El bajo porcentaje de células HRS en el ganglio tumoral, se suma la 

imposibilidad de ensayos in vitro de cultivos primarios establecidos a partir de este tipo  

Genes previamente descritos en LHc 

Asociadas con la activación constitutiva de la vía NF-κB: 

NFKBIA (IκBα), inactivada debido a la detección de variantes somáticas en 15-20% de 
los LHc. En L428 y KMH2, variantes en regiones intrónicas [64-66] 
NFKBIE (IκBε), también se han identificado variantes en 1 de 6 casos analizados[67]. 

TNFAIP3 (A20), se han identificado variantes en 17 de 54 LHc analizados (células HRS 
microdisecadas) [68, 69]. 

TRAF3, detección de deleciones monoalélicas en 3 de 20 LHc analizados [70]. 

Asociadas a la activación de la vía de señalización JAK/STAT: 

SOCS-1, variantes detectadas en 8 de 19 LHc analizados (células HRS microdisecadas) y 
en 3 de 5 líneas celulares [71]. 

Genes supresores: 

TP53,  variantes identificadas una pequeña fracción de la población analizada (3 de 34 
casos en células HRS microdisecadas) [72, 73]. 

FAS/CD95,  variantes identificadas en una baja frecuencia poblacional  (2 de 10 casos 
en células HRS microdisecadas [74]. 

Últimos resultados: 

PTPN1, identificación de variantes en 6 de 30 pacientes LHc analizados [75]. 

B2M, identificación de alteraciones en 7 de 10 pacientes LHc (células HRS sorteadas 
mediante citometría de flujo) [21]. 

 

celular, y el bajo rendimiento de experimentos de transfección celular en animales de 

experimentación.  

Tabla  5: Antecedentes bibliográficos en secuenciación de LHc. 
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 En cuanto a la firma genética de LHc, se han detectado algunas vías alteradas, 

como puede ser la vía de señalización JAK/STAT como la vía NFKB, aunque los artículos al 

respecto son bastante escasos. En la tabla 5 se resumen los hallazgos encontrados, tanto 

en células tumorales como en alguna línea celular, de los genes alterados, y la frecuencia 

poblacional hallada en la muestra estudiada. Hay que destacar que para la frecuencia 

detectada se ha realizado el sumatorio de los trabajos en los que se describen variantes en 

cada gen. Por ello, concluimos que estos trabajos son válidos como primera aproximación 

al estudio de secuenciación pero que, al no tener series grandes de pacientes, no se puede 

concluir una frecuencia poblacional clara de los genes alterados, ni una firma genética 

asociada a este tipo tumoral que nos pueda aportar información acerca de su origen, 

tanto en la formación de un tumor primario, como en la posterior recaída del mismo. 

 Para este proyecto hemos utilizado dos tipos de tecnologías diferentes. Para el 

análisis de posibles variantes en genes pre-seleccionados hemos utilizado la tecnología Ion 

Torrent, de la casa comercial Life Technologies [76].  Esta tecnología se basa en la 

detección de ADN clonal amplificado mediante la cuantificación, gracias a un sensor, de 

protones liberados durante la reacción de polimerasa. Cuando un nucleótido presente en 

el campo fluídico es complementario a la librería de cada muestra previamente generada, 

se incorpora a la hebra naciente gracias a la ADN polimerasa. Este hecho incrementa la 

longitud de los oligonucleótidos utilizados en una base, obteniendo como resultado la 

hidrólisis del nucleótido trifosfato correspondiente, provocando la liberación neta de un 

protón por cada nucleótido incorporado. La liberación de este protón ocasiona el cambio 

de pH en la solución proporcional al número de nucleótidos incorporados (0.02 unidades 

de pH por cada nucleótido). Este cambio de pH es detectado por un sensor insertado en 

cada pocillo (asociado a una secuencia monoclonal) del chip de carga de la muestra. 

Posteriormente, el software de detección de la señal convierte estos datos brutos de 

cambios de voltaje en una lectura, mediante un modelo físico que corrige variaciones de 

difusión de la muestra, influencia de las soluciones tamponadas utilizadas y ratio de la 

polimerasa utilizada (incluida en el kit de secuenciación). El asignador de bases (del inglés 

base caller) corrige la señal originada, dando como resultado la lectura de la secuencia a 
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analizar. Esta tecnología se lanzó al mercado en 2010, siendo el primer secuenciador 

comercial que no requiere fluorescencia y escáner, resultando en un método rápido, de 

bajo coste y de un tamaño adecuado para un laboratorio convencional [77].  

Para detectar estos cambios y poder clasificar las variantes en función de su efecto,  

vamos a utilizar dos algoritmos predictores: 

- SIFT: es un algoritmo de predicción que, analizando la información obtenida de los 

múltiples alineamientos para una misma secuencia, predice para cada posición leída un 

estatus tolerado o deletéreo. Para ello, dada la secuencia de la proteína resultante, el 

algoritmo sigue varios pasos en los que busca secuencias homólogas, obtiene múltiples 

alineamientos a partir de esas secuencias localizadas y calcula la probabilidad normalizada 

de todas las posibles sustituciones en cada posición de ese alineamiento. Partiendo de un 

punto de corte establecido, las sustituciones con una probabilidad menor de este punto se 

consideran variantes deletéreas, mientras que las que están por encima de ese punto 

serán variantes toleradas [78]. 

- POLYPHEN-2: es un valor predictor que se basa en varios factores, como son la 

utilización de 8 secuencias de referencia, seleccionadas automáticamente por el algoritmo 

ideado, comparando las propiedades de la secuencia del alelo normal y su 

correspondencia con el alelo alterado, definiendo el cambio de aminoácido 

correspondiente. Este algoritmo utiliza dos bases de datos de referencia, HumDiv/HumVar 

y UniProt. Para este valor cualitativo, el mismo algoritmo te lo transforma asociándolo a 3 

categorías: probablemente perjudicial (mayor grado de predicción), posiblemente 

perjudicial (menor grado de predicción) y benigna (mayor determinación de que sea un 

falso positivo) [79]. 

El otro método utilizado en esta tesis, centrado en la validación de la técnica 

anterior, es la secuenciación tradicional de Sanger, método basado en la elongación de la 

cadena nucleotídica añadiendo nucleótidos carentes del grupo hidroxilo en el carbono 3´, 

de manera que al incluirse este nucleótido truncante, la reacción de replicación del ADN 

finaliza [80]. 
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Asumimos que LHc es un linfoma curable, con una tasa de supervivencia cercana al 

80%. Sin embargo, hay un porcentaje considerable de los pacientes diagnosticados con 

esta enfermedad que no responden a la terapia convencional basada en ABVD.  

 Por ello, consideramos que la caracterización de este tumor a nivel genético es 

primordial para el avance tanto en el diagnóstico como en el tratamiento de estos 

pacientes.  

 La secuenciación de nueva generación nos permite una rápida caracterización de 

variantes en cáncer, permitiendo generar un mapa genético tanto en tumores sólidos 

como en enfermedades hematológicas. La caracterización de genes con significado 

biológico en el inicio o en la progresión de la enfermedad y su asociación con los 

parámetros clínicos asociados a cada paciente nos permitiría en un futuro poder generar 

un indicador genético del pronóstico de la enfermedad. 

 Los objetivos de este estudio son los siguientes: 

a. Identificación de variantes genéticas recurrentes en el tumor primario de pacientes 

diagnosticados con LHc y validación representativa de la reproducibilidad de la 

secuenciación. 

b. Validación de los resultados previos obtenidos mediante la secuenciación en las 

mismas condiciones de líneas celulares establecidas a partir de LHc. 

c. Estudios funcionales a partir de los resultados obtenidos anteriormente en el que 

se validan vías de señalización alteradas y estudio de posibles tratamientos. 

d. Caracterización genética de pacientes refractarios, en el que se estudian las células 

tumorales y el microambiente no tumoral, tanto en tumor primario como en la recaída 

después de la primera línea de tratamiento. Así mismo, obteniendo la firma genética de 

estos pacientes refractarios, evaluar la posible implicación de nuevos tratamientos en el 

protocolo terapéutico de este tipo de pacientes. 

e. Evaluación de la firma IHQ asociada al microambiente “no tumoral” en los 

pacientes seleccionados, y su asociación con la clínica del pacientes y los diferentes 

marcadores pronósticos ya establecidos. 
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 3.1 Selección de muestras 
 

 En este trabajo de tesis doctoral se  han recopilado diferentes grupos de biopsias 

de ganglios incluidos en parafina, todos procedentes de pacientes diagnosticados con LHc. 

 La colección de datos clínicos recopila los siguientes parámetros: hospital de 

origen, fecha de nacimiento, al diagnóstico del paciente y en la recaída, género, subtipo 

histológico, afección extramedular, presencia de masa bulky (ganglio o masa ganglionar 

mayor de 10 cm de diámetro en cualquier localización, excepto mediastino), estadío Ann 

Arbor, hemoglobina <10.5 g/dl, albúmina <4 g/dl, leucocitosis (leucocitos ≥1.5 x 109/l), 

linfopenia (linfocitos ≤0.6 x 109/l), IPS (calculado con los valores previamente definidos en 

la introducción), tipo de tratamiento, respuesta (remisión completa (RC), remisión parcial 

(RP), o progresión (P)).  Además, tanto el valor IPS como el estadío Ann Arbor han sido 

codificados para determinar un punto de corte asumiendo un pronóstico favorable/no 

favorable en esta enfermedad (indicado en la introducción). 

 Las muestras han sido cedidas por 11 centros de investigación en España: 

Fundación Jiménez Díaz (Madrid), Hospital Gregorio Marañón (Madrid), Hospital Ramón y 

Cajal (Madrid), Hospital Virgen de la Arrixaca (Murcia), Hospital de Móstoles (Madrid), 

Hospital La Paz (Madrid), Hospital La Princesa (Madrid), Hospital Md Anderson Cancer 

Center (Madrid), Hospital Severo Ochoa (Madrid), Hospital de Cabueñes (Asturias) y 

Hospital Puerta del Hierro (Madrid). 

 Todas las muestras fueron recogidas siguiendo las indicaciones técnicas y éticas de 

la Red Nacional de Biobancos, incluyendo procesos de encriptación de las muestras y la 

firma del consentimiento informado correspondiente para su uso en investigación.  
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3.2 Tratamiento de las muestras 

 

El ganglio linfático extraído fue fijado en formol neutro tamponado, deshidratado 

mediante la sucesión de varios lavados con soluciones a concentración decreciente de 

etanol e incluidos en bloques de parafina para su conservación. En este trabajo se 

utilizaron diferentes series de pacientes, que son las siguientes: 

  3.2.1 Secuenciación de tumores primarios 

 

Para este primer proyecto se han seleccionado 57 biopsias de pacientes, en el 

momento previo al tratamiento. En todos los casos se ha confirmado el diagnóstico de 

LHc. En el 92.98% de los casos se ha determinado el subtipo histológico, mientras que en 

un 7.02% el patólogo correspondiente no lo ha especificado en la historia clínica asociada. 

Además de las muestras de pacientes, también se ha utilizado ADN genómico 

perteneciente a 6 líneas celulares derivadas de Linfoma de Hodgkin, que son L428, L1236, 

HDLM-2, L540, L591 y KMH-2. 

Como control de filtrado de polimorfismos, para evitar la detección de variantes 

germinales no asociadas al diagnóstico de LHc y eludir la inclusión de falsos positivos 

asociados a la química del proceso de secuenciación, también se obtuvo ADN normal a 

través de la mucosa bucal de 5 pacientes de la serie anterior, reuniéndolos como un grupo 

control para su posterior filtrado en la tabla de resultados obtenida.  

  3.2.2 Secuenciación de pacientes refractarios 
 

En este caso se han seleccionado un total de 12 pacientes en los que el 

tratamiento convencional para este tipo de linfoma ha fallado, es decir, la enfermedad ha 

progresado o el paciente ha recaído de forma precoz. Se obtienen muestras incluidas en 

parafina tanto del ganglio primario pre-tratado como de la primera recaída después del 

tratamiento habitual (quimioterapia ABVD). 
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Se han elaborado dos protocolos completamente diferentes según las necesidades 

requeridas en cada serie y según nuestros objetivos fijados. Estos diseños vienen 

indicados en la figura 3, y explicaremos los detalles de cada uno a continuación. 

Figura 3: Esquemas de trabajo asociados a cada estudio. El gráfico del estudio 1 muestra como 
hemos conseguido enriquecer la muestra en células tumorales gracias a una aguja de TMA, y a 
partir del mismo ADN genómico se secuencia cada muestra por duplicado. Sin embargo, para el 
estudio 2 el proceso de enriquecimiento de la muestra se realiza mediante microdisección, 
siguiendo en los pasos posteriores a la extracción del ADN genómico el mismo protocolo. 
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3.3 Estudio 1: Enriquecimiento de la muestra tumoral 

mediante aguja para la elaboración de arrays de tejidos 
 

En ambos proyectos se usaron métodos de enriquecimiento de células tumorales 

distintos. Para la primera serie, los bloques de parafina se seccionaron a un grosor de 2 

µm para su evaluación histológica mediante tinción con Hematoxilina-Eosina. Se 

seleccionaron zonas del ganglio con un porcentaje de células tumorales en torno al 10% 

(porcentaje de células tumorales en el ganglio total alrededor del 1%), y se aislaron con 

aguja de tejido de 1 mm de diámetro (Quick-Ray Tissue Microarray System, IHC World, 

Woodstock, USA), obteniendo dos cilindros por ganglio incluido en parafina. 

 3.3.1 Extracción de ADN de cilindros parafinados 
 

Partiendo de los 2 cilindros extraídos de cada bloque, se incuban durante 5 

minutos a 95ºC con 300 µl de buffer de lisis. Una vez enfriada la muestra, se añaden 30 µl 

proteinasa k (Roche) y se incuban en agitación durante la noche a 55ºC para la digestión 

del tejido. El ADN se extrae con el método estándar fenol-cloroformo, resuspendiéndolo 

en 50-100 µl de H2O Braun (dependiendo de la cantidad aproximada de ADN obtenida). 

 3.3.2 Calidad y cantidad de ADN obtenido 
 

Una vez obtenido el ADN, necesitamos medir la cantidad y calidad del mismo: 

- Calidad: podemos determinar la integridad del material genético obtenido 

cargando un gel de agarosa al 1% 4 µl de ADN genómico + 1 µl de buffer de carga 6X. Otra 

forma de medir la calidad, al igual que la cantidad, a la que hemos recurrido es Agilent 

DNA kit y 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).  

- Cantidad: para la cuantificación del ADN obtenido hemos utilizado un 

espectrofotómetro Nanodrop (NanodropProducts, Wilmington, DE, USA), 

espectrofotómetro Qubit 2.0 Broad Range kit (Invitrogen Corporation), que es la 



Materiales y Métodos 

 

39 
  

metodología recomendada para cuantificar ADN genómico, y el kit 2100 Bioanalyzer 

Instrument (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). 

 3.4 Estudio 2: Microdisección de células tumorales 
 

En la segunda serie se diferenciaron las células tumorales del microambiente no 

tumoral mediante microdisección láser [81]. Para ello se obtuvieron secciones de 5 µm de 

grosor, en los que se han diferenciado las células tumorales mediante la incubación a 

1:250 con un anticuerpo específico para el receptor CD30 (clone Ber-H2, DAKO), marcador 

estandarizado para el reconocimiento de células HRS. Se microdiseccionaron células CD30 

positivas (tumorales) y células CD30 negativas (microambiente presumiblemente no 

tumoral) de manera independiente, con el microdisector Palm Microbeam V4 (Carl Zeiss 

Inc., Germany), tanto del ganglio correspondiente al tumor primario como a la primera 

recaída, obteniendo muestras por duplicado representativas de ambos bloques 

parafinados. Se obtuvo una pureza en cada fracción celular en torno al 70-80%. 

 3.4.1 Extracción de ADN de células microdisecadas 
 

Para extraer ADN parafinado de células microdisecadas utilizamos el Gentra 

Puregene Tissue Kit (Qiagen), kit recomendado para la extracción de ADN y posterior 

secuenciación del mismo, añadiendo 1/3 del volumen recomendado en el protocolo, ya 

que el material de partida del que disponemos es escaso. El ADN se resuspende en 15 µl 

de la solución de hidratación proporcionada por el kit de extracción. 

 3.4.2 Cuantificación del ADN extraído de células microdisecadas 
 

El ADN obtenido se cuantifica mediante Qubit 2.0 fluorometer utilizando el kit 

Broad Range (Invitrogen Corporation). 

  



Materiales y Métodos 

 

40 
  

3.5 Extracción de ADN a partir de mucosa bucal 
 

El enjuague del paciente con 10 ml de colutorio Listerine (Johnson & Johnson S.A.) 

se lava con PBS. La digestión celular y posterior extracción de ADN se realiza con el mismo 

método utilizado para la extracción de ADN de cilindros parafinados (método estándar 

fenol-cloroformo).  

 3.6 Líneas celulares 
 

Se han utilizado 10 líneas celulares, 6 de las cuales han sido generadas a partir de 

muestras de pacientes con LHc y obtenidas de La Colección Alemana de Microorganismos 

y Cultivos Celulares (DSMZ, Braunschweigh, Germany), mientras que las restantes están 

asociadas a otras patologías. Todas las líneas celulares fueron crecidas a 37°C y 5% de CO2. 

En la tabla 6 se muestran las características de cada una y las condiciones para su 

crecimiento. Los medios de cultivo utilizados son Medio instituto Roswell Park (RPMI) y 

Medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementados al 10% con suero fetal 

bobino inactivado con calor (h.i. FBS). 

Tabla 6: Descripción de las líneas celulares, tanto establecidas a partir de LHc, como de otros tipos 
tumorales, utilizadas en este estudio. 
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 3.7 Diseños utilizados en ambos estudios 
 

Como antecedentes de esta tesis doctoral hay que destacar un estudio de 

secuenciación basado en el enriquecimiento de la muestra en regiones exónicas gracias al 

SureSelect Target Enrichment System kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) en el 

que se incluyeron 519 genes relacionados en linfomagénesis y vías de señalización tanto 

de linfocito B como de linfocito T (tabla suplementaria 1). La secuenciación se llevó a cabo 

con Illumina GAIIx Instrument (Illumina, San Diego, CA, USA). Se analizó el perfil genético 

de 4 pacientes, incluyendo como control ADN normal perteneciente a la mucosa bucal. 

Para el diseño de ambos paneles se utilizó la aplicación web Ion AmpliseqTM 

Designer (Thermo Fisher Scientific), especificando la validez de ambos diseños para tejido 

parafinado, con amplicones no superiores a 150 pares de bases (pb), especificando la 

secuenciación únicamente de las regiones codificantes de los genes. 

  3.7.1 Primer diseño de secuenciación 
 

Para este primer diseño se incluyeron 36 genes, seleccionados según distintos 

criterios: resultados significativos de la secuenciación de cribado previa, genes que se han 

visto mutados previamente por otros grupos en LHc y en LBCG, o genes seleccionados por 

su posible relevancia biológica en este tipo de linfoma. En la tabla 7 mostramos los 

detalles de cobertura y criterios de selección en este diseño, en el que se han incluido 11 

genes completos y 26 genes en los que solo se secuencian regiones específicas alteradas 

en la bibliografía, secuenciando un total de 357 amplicones. Cada amplicón tiene una 

longitud aproximada de 150 pares de bases, con una media de 97% de cobertura.  
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3.7.2 Segundo diseño de secuenciación 
  

Una vez analizados los resultados del ensayo anterior, se amplió el estudio 

analizando el tumor primario y la primera recaída de los pacientes refractarios al 

tratamiento. Para ello, se diseñó otro panel de genes en los que se incluyeron 35 genes 

completos, abarcando un total de 1214 amplicones. En la tabla 8 podemos ver el nuevo 

diseño, que cumple los siguientes criterios: genes con, al menos, una variante con 

indicadores in silico de daño para la proteína codificada en la serie de casos anterior y 

genes mutados en LHc detectados por otros grupos de investigación que no teníamos 

incluidos en el diseño anterior. 

 

Tabla 7: Primer panel diseñado para Ampliseq (Life Technologies) en el que se seleccionaron 36 
genes con posibles alteraciones patogénicas en este tipo tumoral. 
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3.8 Secuenciación  
  

Tanto en ambas series incluidas en este proyecto, como para la secuenciación de 

las líneas celulares, la generación de las librerías y posterior secuenciación se ha llevado a 

cabo por duplicado, para poder descartar los falsos positivos originados en el mismo 

protocolo de secuenciación de las librerías o por su posterior análisis bioinformático. De 

esta manera podemos comparar los resultados obtenidos en todas las muestras incluidas. 

   

Tabla 8: Segundo panel diseñado para Ampliseq (Life Technologies) en el que se han 
seleccionado genes con mutaciones descritas tanto en nuestro laboratorio como en estudios 
realizados por otros grupos. 
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3.8.1 Preparación de librerías  
  

En todos los casos mencionados anteriormente, la preparación de las librerías se 

realizó siguiendo el protocolo recomendado por Ion AmpliseqTM Library Preparation Kit 

(Thermo Fisher Scientific). Partiendo de 10 ng de ADN genómico de cada muestra se 

procede con la primera reacción de amplificación, en la que se seleccionan las regiones 

incluidas en nuestro diseño. Dependiendo del número de amplicones de cada diseño y de 

la fijación del tejido de partida, las condiciones de la PCR varían, siguiendo las indicaciones 

del protocolo establecido por el fabricante. 

 En primera instancia, una vez finalizada la elaboración de las librerías, se mide la 

cantidad y la calidad mediante 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

USA), ya que así podemos determinar que el tamaño de los fragmentos obtenidos sea el 

correcto, descartando la posible cuantificación de ADN genómico no apto para el proceso 

de secuenciación. Una vez que hemos comprobado que cada panel está bien diseñado, y 

que obtenemos el producto deseado, se pone a punto el protocolo de  cuantificación de 

librerías mediante el espectrofotómetro Qubit 2.0 High Sensitivity Kit (Invitrogen 

Corporation), que es el kit indicado para cuantificar cantidades menores de material 

genético, ya que es más preciso, o mediante qPCR con Ion Library Quantitation Kit 

(Thermo Fisher Scientific). 

  3.8.2 PCR de emulsión y enriquecimiento del producto 
  

 Para la PCR de emulsión y enriquecimiento de la muestra se utilizan 2 kits 

diferentes para cada estudio. El primer estudio se llevó a cabo con Ion PGMTM Template 

OT2 200 Kit (Thermo Fisher Scientific), mientras que para el segundo estudio se utilizó Ion 

PGMTM Hi-QTM OT2 Kit (Thermo Fisher Scientific). En ambos casos se siguieron las 

recomendaciones marcadas por el fabricante, empleando una concentración inicial de 

librería de cada muestra de 100 pM. 
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3.8.3 Secuenciación con la plataforma Ion Torrent 

  

 Para la secuenciación, igual que en el paso anterior, se han utilizado dos kits 

diferentes. Para el primer estudio se empleó Ion PGMTM Sequencing 200 Kit v2 (Thermo 

Fisher Scientific), mientras que en el segundo estudio se utilizó Ion PGMTM Hi-QTM 

Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific). En ambos casos se siguieron las 

recomendaciones marcadas por el fabricante.  

 Previamente a la inicialización se ajusta tanto un plan de secuenciación, en el que 

el secuenciador ajusta las variables dependiendo del kit utilizado, como los parámetros 

requeridos para el análisis. Como en nuestro caso, sobre todo en el primer diseño, el 

porcentaje de células tumorales es bajo, nuestro objetivo es determinar variantes que se 

detecten en baja frecuencia alélica. Para ello, seleccionamos el plan indicado para 

identificar frecuencias ajustadas a variantes somáticas, seleccionando además baja 

rigurosidad (del inglés Low Stringency), ya que nuestro objetivo es que el algoritmo de 

análisis no descarte las variantes de muy baja frecuencia (descartables en otro tipo de 

estudios). 

 3.9 Análisis de resultados 
  

 La secuenciación de las librerías generadas por Ampliseq se analiza con el 

programa asignador de bases (del inglés variant caller) proporcionado por Ion Torrent. 

Restringimos el estudio a posiciones con un mínimo de 100 lecturas, y una mínima 

cobertura de la variante concreta de 10x. Al querer descartar variantes asociadas a la línea 

germinal, filtramos las variantes con una frecuencia alélica mayor del 40%. Para este 

estudio solo tenemos en cuenta las variantes encontradas en región codificante, 

descartando las variantes en regiones intrónicas, que corresponden en la mayoría de los 

casos con los extremos de los amplicones secuenciados. Para eliminar errores producidos 

por el algoritmo de análisis, todas las variantes han sido examinadas mediante el 

visualizador Vista del genoma integral (IGV) [82], comparando cada duplicado y 
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descartando las variantes no concordantes en la misma pareja. También descartamos las 

variantes encontradas solo en los extremos de los amplicones, seleccionando las variantes 

que aparecen en una lectura de secuenciación estable. Intentamos predecir la 

consecuencia funcional de la variante detectada mediante los algoritmos PROVEAN [83] y 

Alamut [84] que, entre otros, nos dan los valores predictores SIFT Y POLYPHEN-2, teniendo 

en cuenta para las conclusiones finales las variantes con posible alteración en la función 

de la proteína codificada. Se van a clasificar las variantes filtradas en dos categorías: 

- Variantes probablemente patogénicas: los algoritmos in silico utilizados para el análisis 

de la variante detectada predicen un cambio en la conformación de la proteína resultante 

o su total inactivación (en el caso de las mutaciones sin sentido).  

- Variantes patogénicas: además de que los algoritmos in silico detecten un cambio en la 

proteína, estas variantes están recogidas en la base de datos COSMIC (Catálogo de 

mutaciones somáticas en cáncer), tanto en tumores hematopoyético y del tejido linfoide, 

como en otros tipos tumorales. 

 3.10 Validación de las variantes por secuenciación de Sanger 
  

 Un porcentaje representativo de variantes con elevada frecuencia alélica 

detectadas en líneas celulares derivadas de LHc se han validado por otra metodología de 

secuenciación, en este caso por secuenciación Sanger. Primero se generaron los 

fragmentos a secuenciar mediante amplificación por PCR. Los oligonucleótidos utilizados 

en esta validación son los empleados en la primera secuenciación con Ion Torrent y están 

detallados en la tabla 9. El proceso de secuenciación se llevó a cabo siguiendo la 

metodología estándar. 

Tabla 9: Condiciones de PCR indicadas para la validación de mutaciones detectadas en líneas 
celulares mediante secuenciación tradicional Sanger. 
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 El análisis y visualización de las secuencias obtenidas se llevó a cabo gracias al 

programa Chromas Lite versión 2.1.1 (Technelysium Pty Ltd). 

 3.11 Estudios funcionales 
  

 Para los estudios in vitro se utilizaron las líneas celulares previamente 

mencionadas en la tabla 6. 

 Los experimentos funcionales se llevaron a cabo tratando estas líneas con dos 

inhibidores selectivos de la proteína BTK, como son Ibrutinib (Selleckchem, Houston, TX) y 

AVL-292 (Medchem Express, Monmouth Junction, NJ). Para calcular la concentración 

máxima inhibitoria (IC50) se han incubado 20.000 células con concentraciones crecientes 

de Ibrutinib durante 48 horas. El número de células viables se cuantificó con Alamar Blue 

(Fisher Scientific, Watham, MA) a 570/600 nm, siguiendo las indicaciones marcadas por el 

fabricante [85]. 

 Los niveles de apoptosis se estimaron después de 8 horas de tratamiento a 37°C, 

analizando la escisión de la proteína Polimerasa Poli (ADP-Ribosa) PARP por Western blot 

[86] (siguiendo un método estándar). También se estudió la expresión de otras proteínas 

por Western blot, utilizando los anticuerpos monoclonales para Cilindromatosis (CYLD) 

amino terminal (ab153698) (ABCAM), BTK fosforilada (Tyr223), IκBα fosforilada (Ser32) 

(14D4) (Cell Signaling), BTK (7F12H4, Santa Cruz), NFKB p52 (MERCK) y tubulina-α (Sigma 

Aldrich). 

 Para el análisis de la expresión génica mediante GSEA, el RNA total de las líneas 

celulares HBL-1 y HDLM-2 fue extraído con Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA), transcrito a 

ADN complementario (ADNc) siguiendo procedimientos estándar, y marcado para su 

posterior análisis. El kit Agilent Sure Print G3 Gene Expression Human Microarrays 

(GPL21185) se utilizó para la hibridación de microarrays siguiendo el protocolo marcado 

por el fabricante. La señal de hibridación se registró con el escáner Agilent G52565BA y el 

análisis se realizó con Feature Extraction 9.3 (Agilent Technologies). Para analizar la 

distribución coordinada de las dianas de BCR y NFKB en condiciones basales y después del 
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tratamiento con Ibrutinib utilizamos el programa Gene Set Enrichment Analysis (GSEA 

v2.0, http://www.broad.mit.edu/gsea/). 

 3.12 Análisis mediante una matriz de tejido  (TMA, del inglés 
Tissue Micro Array) 

 

Los TMAs permiten un análisis simultáneo de múltiples muestras de pacientes en 

una única sección para IHQ. Consiste en una disposición organizada de biopsias circulares 

(extraídas con una aguja para tejido de grosor determinado) pertenecientes a cada biopsia 

de diferentes muestras e insertadas en un único bloque. Esta técnica nos permite analizar 

un gran número de casos de manera simultánea, seleccionando las zonas más 

representativas de cada bloque, sin apenas destrucción de la muestra original.  

Para las dos series que se han utilizado en este proyecto se han seleccionado áreas 

representativas del tumor de las muestras de cada caso incluidas en parafina  y se han 

introducido por duplicado en dos bloques TMAs.  Los análisis mediante IHQ se llevaron a 

cabo mediante procedimientos estándar, analizando la expresión de proteínas 

relacionadas con las células tumorales, en particular CD30 (BerH2, Dako), EBV a través del 

anticuerpo LMP-1 (CS1-4, Dako) y BTK (7F12H4, Santa Cruz), como las del microambiente 

no tumoral asociado, como son CD68 (clones KP1 y PGM1, DAKO, Glostrup, Dinamarca), 

CD163 (clon 10D6, Laboratorios Novacastra, Newcastle, UK), FOXP-3 (236A, Unidad de 

anticuerpos monoclonales, CNIO), GZB (Grb-7, DAKO), STAT1 (Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, USA), CD23 (SP23, Novacastra), CD8 (C8/144B, DAKO), CD4 (ab133616, 

Abcam), LYZ (DAKO), GATA-3 (HG3-31, Santa Cruz Biotechnology), TBET (H-210, Santa Cruz 

Biotechnology) o TIA-1 (2G9, Master Diagnostica).  

Para la cuantificación de la expresión proteica se utilizó un escáner automático  

Chroma Vision System-ACIS III (DAKO, Glostrup, Denmark), como se ha descrito 

previamente [87].  

  



Materiales y Métodos 

 

49 
  

3.13 Análisis estadístico 
 

Para todos los análisis estadísticos se utilizó como valor significativo un p-valor 

menor de 0.05. Se llevaron a cabo con el programa SPSS versión 20.0 (SPSS Inc., Chicago, 

IL). Las curvas de supervivencia se establecieron por el método de Kaplan-Meier y los 

grupos de riesgo se compararon por el test Long-rank.  

  3.13.1 Criterios de valoración clínicos 
 

Las diferencias en la distribución de parámetros clínicos de los pacientes de ambas 

series para los análisis independientes fueron evaluadas por el coeficiente de correlación 

de Pearson, que mide el grado de covariación entre distintas variantes relacionadas 

linealmente. Para este análisis podemos tener dos supuestos: una correlación es positiva 

cuando al ocurrir un evento, ocurre el otro evento con el que se relaciona; en cambio, 

podemos tener el caso contrario, una correlación negativa, cuando al ocurrir un evento 

con el que se relaciona tiene el comportamiento opuesto. Los parámetros que se han 

seleccionado para este estudio han sido randomizados a partir de un punto de corte 

independiente para cada uno, obteniendo una proporción en la serie de pronóstico 

favorable/no favorable para cada variable. 

En nuestro caso, aparte de si encontramos correlación entre las variables 

analizadas, lo más importante es si esa correlación es significativa (coeficiente de 

significación o p-valor>0.05) o si es debido al azar. Por ello, en los gráficos marcamos el 

tipo de correlación encontrada (positiva y negativa) y si esa correlación es 

estadísticamente significativa. 

  3.13.2. Variables en el análisis de supervivencia 
 

Supervivencia libre de fallo (FFS): se define como el intervalo de tiempo entre el 

inicio del tratamiento y el fracaso del tratamiento o la pérdida de seguimiento. Fallo lo 
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podemos definir como que no se logre la remisión completa o la presencia de enfermedad 

progresiva, independientemente o no de que haya habido una remisión completa previa.  

Supervivencia global (OS): se define como el intervalo de tiempo entre el 

diagnóstico y el exitus relacionado con el linfoma o con alguna otra causa independiente 

de esta enfermedad. Esta variable puede estar relacionada con el efecto o posibles 

complicaciones del tratamiento. 

  3.13.3. Curvas de supervivencia 
 

Una curva de supervivencia mide la probabilidad de supervivencia acumulada 

frente al tiempo. La supervivencia se calculó aplicando el método Kaplan-Meier y 

comparando las variables con el test Long-rank, método más robusto de comparación 

entre 2 curvas de supervivencia. El test estadístico calcula para cada tiempo el número de 

eventos terminales que se esperan asumiendo que las diferencias entre ambos grupos son 

nulas. El valor final se compara con el método Chi-Cuadrado (X2), dándonos un p-valor que 

nos permite determinar si hay diferencias estadísticamente significativas entre ambas 

curvas. Para las representaciones gráficas, los análisis de supervivencia se llevaron a cabo 

aplicando el mismo método. 
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4.1 Análisis del perfil mutacional de tumores primarios pre-
tratamiento con el primer diseño 

 

  4.1.1 Clínica de la serie 
 

Las características clínicas de esta primera serie se 

muestran en la tabla 10. Cabe destacar que el 31.6% de los 

casos de esta serie son refractarios para LHc, y un 38.3% de 

los tumores son EBV positivos. Como es de esperar, el 

mayor porcentaje de pacientes tiene histología de esclerosis 

nodular (61.82%), y una menor proporción de ellos tiene un 

factor pronóstico desfavorable (IPS≥3 = 35.19%, estadío Ann 

Arbor ≥ 4 = 32.08%). Remarcamos que, para los dos 

marcadores pronóstico de evolución de la enfermedad 

mencionados anteriormente, solo 4 de los pacientes 

analizados en este estudio (7% de la serie) presentan un 

pronóstico desfavorable, sufriendo remisión parcial o exitus 

derivado de la enfermedad o su tratamiento asociado con un 

factor de riesgo elevado. 

 4.1.2 Reproducibilidad y concordancia de la 
secuenciación en la serie 

 

Como se ha mencionado en el apartado 

correspondiente de materiales y métodos, se ha realizado un 

análisis posterior de los datos preliminares volcados en el 

servidor asociado al  secuenciador, en el que se han filtrado 

los posibles errores generados en el mismo proceso de 

secuenciación, como pueden ser los relacionados con la 

introducción de errores en el proceso de generación de 

Tabla  10: Características 
clínicas de la serie de casos 
seleccionada para el 
primer estudio. 
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librerías mediante PCR, o como los ocasionados por el filtrado posterior por el algoritmo 

de análisis determinado para nuestra serie.  

Para ajustar el proceso y descartar este tipo de errores,  se realizaron duplicados a 

partir del mismo ADN genómico de todo el proceso, descartando las variantes no 

encontradas en ambos duplicados con los criterios de filtrado ya mencionados. Una vez 

obtenidos estos resultados de secuenciación en toda la serie, medimos la reproducibilidad 

del método de secuenciación de tumores hematológicos fijados en parafina con la 

tecnología Ion Torrent. Para ello se calculó el ratio de concordancia,  ya que está 

reportado en la bibliografía que para las técnicas de secuenciación de nueva generación, 

la tasa de error de detección de variantes está en torno al 20%. Este ratio de concordancia 

es un valor que nos indica, tanto en términos absolutos como en porcentajes, la diferencia 

del número de variantes concordantes en un ensayo por duplicados frente a la media de 

variantes arrojadas por el secuenciador de cada duplicado [88]. En la figura 4 mostramos 

la distribución en el número de variantes de cada caso, y la concordancia de cada uno. 

Figura 4: Ratio de concordancia aplicado a la detección de variantes en el estudio 1. La figura 
muestra las diferencias entre el número de variantes detectadas en cada caso, con un rango de 
27-587, y un ratio (en porcentaje) de concordancia entre los duplicados de 3-100%. La cobertura 
media conseguida para la secuenciación de las regiones dianas seleccionadas en el diseño es de 
927,5 lecturas y la media y desviación típica de la frecuencia alélica de la serie es de 16,34 ± 
23,40.  
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Una conclusión que podemos sacar de este estudio es que cuanto menor sea el número 

de variantes arrojadas de inicio por el secuenciador, mayor será el ratio de concordancia 

(cercano al 100%).  

Como podemos ver en la figura anterior, se han identificado casos en los que, 

debido al material de partida, déficit de fijación del tejido o su inclusión en parafina y a su 

interacción con la química del secuenciador, obtenemos un número irreal y bastante 

elevado de variantes de partida, identificando decenas de variantes asociadas a un único 

gen, en muchos de los casos asociadas a patogenicidad identificadas en distintos tipos de 

cáncer. La media de variantes concordantes que encontramos es de 32 variantes por caso, 

y al filtrar las variantes detectadas en estos casos en los que la calidad del ADN  es baja, 

obtenemos un número bastante similar al obtenido en el resto de muestras, posiblemente 

indicando que se trata de errores que no debemos tener en cuanta en el análisis final. 

 4.1.3 Análisis de las variantes detectadas en la primera serie de 57 
pacientes diagnosticados con LHc. 

 

Utilizando el protocolo de secuenciación de nueva generación para dianas 

específicas con el diseño comentado previamente, en el que se han secuenciado un total 

de 36 genes, de los cuales 11 se ha seleccionado la región codificante completa, el número 

de SNVs detectadas por caso varía de 27 a 587 (sin tener en cuenta la concordancia entre 

los duplicados), determinando en un primer momento que la heterogeneidad detectada 

para este tipo tumoral podría ser elevada.  

Al unificar todas las variantes volcadas por el algoritmo de secuenciación, se 

recogen un total de 1125 variantes concordantes en los 57 casos analizados. El criterio de 

filtrado que introducimos es eliminar las variantes localizadas en regiones intrónicas, ya 

que al diseñar un panel exclusivo para regiones exónicas, están variantes están localizadas 

en los extremos de los amplicones, dando lugar a lecturas inestables asociadas a la 

identificación de falsos positivos. Aplicando este primer filtrado, obtenemos 513 variantes 

asociadas a la serie completa (57 pacientes). El segundo criterio de filtrado que aplicamos 

en este análisis es eliminar las variantes que tienen una frecuencia alélica menor del 1% y 
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mayor del 40%. Al haber enriquecido la carga tumoral de la muestra mediante selección 

de zonas ricas en células tumorales, concluimos que las variantes menores de 1% de 

frecuencia alélica podrían asociarse a falsos positivos. Las variantes con frecuencia alélica 

mayor al 40% estarían asociadas a la línea germinal del paciente, no estando relacionadas 

con la transformación de células tumorales, resultando irrelevantes en el desarrollo de la 

enfermedad y en nuestro estudio. Una vez aplicado este segundo filtrado, el número de 

Figura 5: Organigrama del filtrado realizado en la primera serie analizada y distribución de las 
variantes identificadas.  
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variantes desciende a 106 en 34 pacientes (en 23 pacientes solo se han detectado 

variantes con frecuencias alélicas fuera de este estudio). El tercer criterio que aplicamos 

en este análisis es eliminar los polimorfismos detectados, es decir, variantes con más de 

un 1% de frecuencia en la población general (valor identificado a partir de la base de datos 

de polimorfismos dbSNP). Determinamos que este tipo de variantes en ningún caso están 

asociadas al desarrollo de la enfermedad en estos pacientes. Además, filtramos el total de 

las variantes identificadas en estos pacientes con la totalidad de las variantes detectadas 

en el grupo control de mucosas bucales, con el mismo fin anterior (no son variantes 

somáticas). Con este filtrado obtenemos 74 variantes en 24 casos (en 10 pacientes solo se 

han detectado este tipo de variantes). El último filtrado que hemos establecido en este 

análisis es eliminar las variantes que no producen un cambio de aminoácido en la 

traducción de la proteína resultante. Además, este cambio debe producir un efecto 

deletéreo en la proteína resultante (determinado mediante predictores proteicos in silico). 

Una vez aplicado este último filtrado, determinamos que el número de variantes finales 

detectadas en nuestra serie con los criterios establecidos asciende a 64 variantes en 21 

casos. En la figura 5 se muestra el esquema que hemos aplicado en el análisis detallado 

anteriormente. Las variantes implicadas en esta enfermedad detectadas en esta serie las 

hemos dividido en dos clases: variantes probablemente patogénicas y variantes 

patogénicas. De las 64 variantes finales, 15 de ellas las catalogamos como variantes 

patogénicas, apuntando también el sentido que tiene la variante en la codificación de la 

proteína: 13 variantes pertenecen al grupo de variantes con cambio de sentido, es decir, 

el cambio nucleotídico origina la inserción de un aminoácido distinto en el proceso de 

traducción; mientras que dos variantes las catalogamos como variantes sin sentido, ya que 

el cambio nucleotídico origina de manera prematura un codón de parada, por lo que la 

proteína resultante tiene un número menor de aminoácidos que la proteína nativa. Las 49 

variantes restantes las catalogamos como variantes probablemente patogénicas, que a su 

vez se subdividen en: 44 variantes con cambio de sentido, 3 variantes con cambio sin 

sentido y 2 variantes con cambio en el marco de lectura.  
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  Podemos concluir que de los 57 pacientes incluidos en este primer estudio, en 36 

de ellos (63%) no  se han detectado variantes con implicación en la enfermedad estudiada, 

en el panel diseñado y con los criterios de filtrado establecidos. 

La mayoría de las variantes seleccionadas después del filtrado son transiciones 

(87.5%). Este fenómeno esta reportado en la bibliografía [89], y se debe al contexto de 

despirimidización ocasionado por la inclusión de las muestras fijadas en parafina, 

observando un 45% en el caso del cambio C>T.  

La figura 6 y la tabla suplementaria 2 muestran los resultados obtenidos después 

del filtrado, en el que se han detectado finalmente 64 variantes concordantes en los 57 

pacientes estudiados (aunque en alguno de ellos no hemos detectado variantes 

significativas, como se ha descrito previamente). La cobertura media que presenta la serie 

es de 927.5 lecturas. La frecuencia alélica media de las variantes es de 6.32% (2.86-40), 

identificando solo 5 variantes con frecuencias alélicas superiores al 10%. Estos datos son 

compatibles con la carga tumoral estimada en las muestras analizadas, y con el tipo de 

análisis que queríamos realizar, estudiando variantes con una baja frecuencia alélica. 

Hemos encontrado variantes relevantes en 24 de los 36 genes analizados en el 

panel diseñado, por lo que se ha obtenido información de un 66.6% del diseño. Algunas de 

estas variantes ya están previamente descritas, como ya se ha comentado en la 

introducción, implicando a vías de señalización como JAK/STAT, o representando variantes 

en genes concretos, como es el caso de NFKBIA o B2M. 

 4.1.4 Genes relevantes en este estudio 
 

De los 24 genes en los que se han identificado variantes que cumplen todos los 

criterios mencionados anteriormente, hay 4 genes que vamos a destacar de todos ellos. El 

motivo es que cada uno, de manera individual, tiene una frecuencia poblacional en 

nuestra serie superior al 10%. En la figura 7 se muestran los dominios que componen las 

proteínas codificadas asociadas a cada gen, con las variantes detectadas en cada una de 

ellas.  
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E1A Proteína de unión P300 (EP300) codifica para un coactivador transcripcional 

asociado al adenovirus E1A y actúa como acetiltransferasa de histonas, regulando la 

transcripción  vía remodelación de la cromatina. La acetilación de histonas es una firma 

epigenética que conlleva la activación transcripcional. Media la regulación de genes cAMP 

por su unión específica a la proteína CRB fosforilada. Su función también implica la 

acetilación de otras dianas no histonas. Como se muestra en el apartado A) de la figura 7, 

las variantes en este gen representan el 12.3% de las alteraciones en nuestra serie, 

localizadas en el dominio de acetilación de histonas, como en LBCG o Linfoma Folicular 

[90-92]. 

BTK codifica para una proteína con actividad tirosina quinasa indispensable para el 

desarrollo de linfocitos B, su diferenciación y señalización. La unión de antígenos al 

receptor de linfocito B (BCR) dispara una vía de señalización que conlleva la activación del 

mismo. Este gen está implicado en la patogénesis de Leucemia Linfática Crónica y otras 

patologías hematopoyéticas asociadas a linfocito B. Hemos encontrado 7 variantes 

diferentes en 6 pacientes de la serie, obteniendo una frecuencia del 10.3%. Ibrutinib es un 

inhibidor irreversible de BTK, uniéndose a la cisteína 481 en el dominio tirosin quinasa 

(sitio de unión ATP) [93]. Este inhibidor está indicado para Linfoma del Manto, LBCG y 

Leucemia Linfática Crónica. Woyach y colaboradores [94] han identificado una mutación 

con cambio de cisteína a serina en la posición de unión que provoca la codificación de una 

proteína que solo puede ser inhibida de manera reversible, por lo que ha sido asociada 

con resistencia a la terapia. Como se muestra en la figura 7 apartado B), ninguna de las 

mutaciones detectadas en nuestra serie se localiza en el aminoácido de unión de este 

inhibidor. 

El receptor del factor estimulante de colonias-2 (CSF2RB) codifica para un receptor 

de elevada afinidad de Interleuquina 3, Interleuquina 5 y factor estimulador de colonias 

de granulocitos/macrófagos. Su función es crítica en la activación de las vías de 

señalización JAK/STAT y MAP Quinasa. Como vemos en la figura 7 apartado C), en este gen 

encontramos 7 alteraciones, todas ellas las catalogamos como variantes de baja 

frecuencia, encontradas en 7 casos, obteniendo una frecuencia poblacional del 12.3%. 
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Una alteración en particular, V212I, es recurrente en 4 casos con LHc, localizada en 

el dominio de fibronectina tipo III (FIB). La secuencia RGD (Arginina-Glicina-Ácido 

Aspártico), relacionada con la interacción con integrinas, está localizada en este dominio, 

y modula una variedad de eventos de adhesión celular asociados a trombosis, inflamación 

y metástasis tumoral [95]. 

Figura 7: Mutaciones recurrentes en LHc. Representación esquemática de las alteraciones 
encontradas en EP300, BTK, CSF2RB y STAT6, destacados en el panel analizado ya que son los 
genes mutados en, al menos, un 10% de los casos. En BTK, Ibrutinib se une a la cisteína 481 en el 
sitio de unión a Adenosina Tri Fosfato (del inglés Adenosine Tri-Phosphate, ATP). Esta unión 
inhibe su fosforilación e interrumpe la señalización vía BCR. Las flechas marrones indican las 
regiones cubiertas por el diseño asociadas a cada gen (ya que estos genes no se seleccionaron 
para ser secuenciados de manera completa). En STAT6 y BTK no se señaliza, ya que la cobertura 
de secuenciación en estos casos es de al menos un 98%. 
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STAT6 codifica para un miembro de la familia STAT de factores de transcripción, 

jugando un papel central en la respuesta biológica mediada por IL4, e induciendo la 

expresión de BCL2L1/BCL10 (L), responsables de la actividad antiapoptótica de IL4. En la 

figura 7 apartado C) localizamos las 7 variantes detectadas en 7 casos, obteniendo una 

frecuencia poblacional del 12.3%, situando la mayoría de ellas en el dominio de unión a 

ADN. Estudios funcionales en líneas celulares HEK (establecidas a partir de células 

embrionarias renales) han demostrado que las mutaciones encontradas en este dominio 

en estudios previos de LBCG reducen la capacidad de STAT6  de unión a ADN [96].  

 4.2 Análisis del perfil mutacional de las líneas celulares con 
este primer diseño de secuenciación 
  

 Al querer obtener un perfil genético de este tipo de patología no nos podemos 

conformar con el tejido parafinado, ya que necesitamos obtener información de células 

vivas con las que luego podamos validar las alteraciones en vías de señalización concretas 

mediante estudios funcionales. Para ello se secuenciaron, con el mismo diseño descrito 

previamente para la serie de 57 tumores primarios pre-tratados, 6 líneas celulares 

generadas a partir de LHc, como son L-428, L-1236, HDLM-2, KM-H2, L-540 y L-591.  

 Como queremos comparar los resultados obtenidos en la secuenciación de las 

líneas con los obtenidos en la serie de pacientes, se han realizado los mismo duplicados, y 

el filtrado de las variantes se ha llevado a cabo aplicando los mismos criterios que los 

utilizados para el estudio en tejido parafinado, exceptuando el filtrado determinado por la 

frecuencia alélica encontrada, ya que son líneas clonales a partir de una minoría en el 

origen, y las frecuencias detectadas nunca puede ser comparable a las analizadas en una 

población tumoral minoritaria.  

El objetivo de la secuenciación de líneas celulares establecidas a partir de LHc es 

validar los genes alterados identificados en la serie de pacientes, con el fin de poder 

utilizar estas células como modelos de aproximación para futuros ensayos con nuevas 

terapias en pacientes refractarios a la primera línea de tratamiento.  
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  4.2.1 Valoración interna de la secuenciación en la serie de 
líneas celulares 

 

En la figura 8 apartado A) mostramos el mismo histograma que para la serie de 

casos, en los que vemos la reproducibilidad observada en la secuenciación de líneas 

celulares. Pese a que no obtenemos líneas con un número de variantes tan elevado como 

en la serie de casos, debido posiblemente a que son líneas celulares que no están 

sometidas a ningún tipo de fijación química, observamos la misma distribución, es decir, 

cuando menor número de variantes arroja el algoritmo de análisis de Ion Torrent previo a 

nuestro filtrado, mayor es el ratio de concordancia de la secuenciación de la línea. 

  

En los apartados B) y C) se analizan la proporción asociada al tipo de cambio 

detectado en la secuenciación, viendo unos resultados más homogéneos que en el caso 

de la serie. Esto es debido, como ya hemos explicado en la serie de pacientes, a la 

eliminación de la fijación química en los cultivos celulares, igualando el balance 

transiciones/transversiones. En el caso del efecto en la proteína de la variante, 

observamos que, como en la serie, la mayoría de las variantes son mutaciones con cambio 

de sentido, en las que como resultado hay un cambio de aminoácido que provoca un 

cambio en la estructura cuaternaria de la proteína.   

Figura 8: Ratio de concordancia y parámetros de detección asociados a la secuenciación. A) Esta 
figura muestra la relación que hay entre las variantes detectadas por el algoritmo de análisis 
empleado en la secuenciación, las variantes que seleccionamos después de analizar los duplicados y 
el ratio de concordancia que detectamos entre estas dos variables descritas anteriormente. B) 
Esquema que representa el porcentaje de cada cambio nucleotídico con respecto al total de las 
variantes detectadas, así como la proporción de transiciones y transversiones  filtradas en las líneas 
celulares. C) Proporción del resultado  originado por el cambio de aminoácido asociado a cada una 
de las variantes detectadas en la serie. 
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  4.2.2 Variantes identificadas en las líneas celulares derivadas 
de Linfoma de Hodgkin 

 

Aplicamos los mismos criterios de filtrado mencionamos para la serie de casos, 

filtrando las variantes no concordantes, localizadas en regiones intrónicas, eliminando 

polimorfismos y variantes sin consecuencias funcionales para la proteína codificada. Al 

filtrar las variantes concordantes presentes en ambos duplicados de cada línea celular, y 

comprobando que las lecturas de las variantes válidas estén centradas en su amplicón 

correspondiente, nos quedamos con 128 variantes en las 6 líneas celulares. El siguiente 

paso a seguir es eliminar los polimorfismos con una frecuencia poblacional mayor del 1%, 

descartando un total de 106 variantes clasificadas como polimorfismos, quedándonos con 

22 variantes en las  líneas celulares testadas. Para terminar, el último filtrado que se ha 

realizado en este estudio es la eliminación de la lista de las variantes tanto localizadas en 

regiones intrónicas, como las variantes  cuyo cambio nucleotídico no tiene efecto en el 

plegamiento de la estructura cuaternaria de la proteína. Después de este último filtrado, 

nos quedamos con un total de 12 variantes en 5 líneas celulares. En esta serie hemos 

detectado al menos una variante en cada línea celular, exceptuando en la línea L-540, en 

la que no se han detectado variantes asociadas a LHc en este diseño. En este estudio se ha 

obtenido una cobertura media de 3518 lecturas, y con unas frecuencias que van de 17.9-

100%, siendo la media de 54.26%. Esta frecuencia alélica es bastante superior a la 

encontrada en la serie analizada anteriormente. Este hecho se debe a la pureza de la 

muestra, ya que las líneas celulares corresponden a una población de células tumorales 

generadas de manera clonal, mientras que el ADN analizado a partir de las biopsias 

asociadas a los pacientes proviene de una mezcla de diferentes tipos celulares, cada uno 

con su firma genética correspondiente. 

En la figura 9 apartado A) mostramos la tabla en la que se describe de manera más 

detallada los resultados de secuenciación de las variantes detectadas en las líneas. Hay 

que destacar que, en ambos estudios, hemos comprobado que se identifican variantes 
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que ya han sido registradas en la base de datos COSMIC, todas ellas asociadas a tumores 

hematopoyéticos o linfoides. 

En el apartado B) se muestra una figura resumen de esta selección, en el que 

vemos que aparecen los 3 de los 4 genes destacados en la serie de casos parafinados, 

junto con otros genes que están implicados en las mismas vías de señalización. De las 12 

variantes que obtenemos como resultado, 7 de ellas han sido validadas mediante 

secuenciación Sanger, obteniendo una tasa de validación del 58.3%.  

En el apartado C) se muestran las 2 representaciones obtenidas de una de las 

validaciones realizadas en las líneas celulares, la correspondiente a la variante c.2645T>A 

(p.D882V) en el gen de reclutamiento de caspasas miembro 11 (CARD11), hallada en la 

línea celular KM-H2. La primera imagen mostrada corresponde a la arrojada por IGV como 

consecuencia de la secuenciación mediante Ion Torrent. Con este programa podemos, 

aparte de ver la variante arrojada por el programa variant caller, obtener información del 

número de lecturas de cada nucleótido en esa posición, la frecuencia de la variante 

obtenida, la posición de la variante dentro del amplicón correspondiente y la distribución 

del número de lecturas de la hebra en las dos direcciones, tanto directo como reverso 

(término conocido en inglés como strand bias). La segunda imagen muestra el 

electroferograma resultante de la secuenciación de Sanger, en la que se pueden apreciar 

los dos picos en la posición correspondiente al cambio. 

4.3 Validación funcional de las mutaciones detectadas 
 

Como ya se ha explicado en los resultados asociados a las mutaciones, podemos 

asociar genes que están implicados en una misma vía de señalización, por lo que la 

alteración o conjunto de alteraciones relacionadas en una misma vía de señalización 

puede regularla a distintos niveles, impedir su actividad o potenciando la señalización de 

la misma. 
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            Analizando las mutaciones detectadas en la serie de casos, hemos detectado una 

gran prevalencia de mutaciones en BTK (10.5%), y con la suma de las variantes detectadas 

en Célula B CLL/Linfoma 10 (BCL-10), CARD11 y NFKBIA suman más de un 23%. Por este 

hecho, consideramos la vía de señalización del receptor de células B que, como 

consecuencia, activa la vía de señalización NFKB, como la vía que puede estar regulada de 

manera distinta. 

En las líneas celulares, salvo por el gen BCL-10, en el que no hemos descrito 

ninguna variante, para el resto de genes mencionados anteriormente, hemos encontrado 

una línea celular que tenga al menos una alteración en el mismo. Para el resto de genes 

analizados en el panel para esta vía, el 33.3% de las variantes detectadas estás asociadas a 

los genes BTK, CARD11 y  NFKBIA. Estas observaciones sugieren que hay algún tipo de 

dependencia de las células tumorales asociadas a esta patología de la señal BCR, pese a 

que, como ya se mencionó en la introducción, las células HRS carecen de receptor de 

linfocitos B. 

Para probar esta hipótesis, se utilizaron 6 líneas celulares establecidas a partir de 

LHc, dos líneas celulares derivadas de LBCG, y HEK293T y HeLa (controles negativos sin 

actividad linfocítica) para analizar la expresión de la vía de BCR y la sensibilidad al 

tratamiento de inhibidores de la misma. 

La subunidad p52 del complejo NFKB tiene una expresión elevada en todas las 

líneas derivadas de LHc y en ambas líneas de LBCG, proporcionándonos evidencias claras 

del papel de la vía NFKB en la supervivencia de linfocitos (figura 10 apartado A). Como la 

activación de esta vía parece ser el resultado de la activación de otras vías de señalización, 

queremos analizar la expresión de varios intermediarios específicos de la vía BCR.  

Hemos detectado expresión a niveles similares de la proteína BTK en todas las 

líneas celulares de LHc pero, al analizar la expresión de la forma fosforilada de BTK en la 

tirosina 223, solo detectamos expresión en las líneas derivadas de LBCG (HBL1 y DOHH2) y 

en algunas líneas derivadas de LHc (L-482 y HDLM-2) (figura 10 apartado A). Hay que 

destacar que los mayores niveles de expresión de BTK fosforilada aparecen en la línea 
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celular HDLM-2 (única línea con BTK alterado). Además del análisis de expresión de BTK, 

también se ha analizado la activación de NFKB vía señalización de BCR mediante el análisis 

de la expresión de la escisión de CYLD, una diana directa inmediatamente posterior de la 

vía de BCR. Se ha observado la escisión de CYLD por Western blot en todas las líneas 

celulares derivadas de LHc y en las derivadas de LBCG con niveles similares, resultados 

consistentes con la activación basal de la cascada en LHc. 

Además de evaluar el estado de la vía en condiciones basales, se han querido 

testar la actividad de inhibidores específicos de BTK. Primero hemos utilizado Ibrutinib, un 

inhibidor específico de BTK aprobado para varias patologías asociadas a linfocitos B, en 

líneas celulares derivadas de LHc y como control utilizamos HBL-1. El rango de 

concentración media inhibitoria (IC50) para la líneas celulares HBL-1, y DOHH2 es de 5-10 

µM. Las líneas celulares derivadas de LHc presentan un rango de IC50 de 10-20 µM (figura 

Figura 10: Estudios funcionales en líneas celulares generadas a partir de cHL y DLBCL.  A) 
Análisis mediante Western blot de la escisión de CYLD, fosforilación de la Tirosina 223 en BTK y 
expresión de BTK total, la fosforilación de  la subunidad NFKBIA y NFΚB (isoforma p52). Como 
control de la carga del estudio se ha utilizado α-tubulina. B) Actividad del inhibidor selectivo para 
BTK, Ibrutinib, en las líneas celulares. Se calculó el índice IC

50 
para las líneas celulares HBL1, 

HDLM2, L-540 y L-1236 en presencia de distintas concentraciones del inhibidor, pasados 48 
horas. C) La inducción de apoptosis dependiendo de las concentraciones de los inhibidores se 
determinó mediante la escisión de PARP en las mismas líneas celulares del estudio anterior. 
Como control de carga se utiliza α-tubulina. D) Análisis mediante Western blot de la fosforilación 
de la tirosina 223 de la proteína BTK con el tratamiento de los dos inhibidores en líneas celulares 
de DLBCL y HDLM2.  
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10 apartado B). Se analizaron los niveles de apoptosis después de la incubación de las 

líneas celulares con estos inhibidores mediante la escisión de PARP, obteniendo unos 

resultados que reflejan unos niveles similares en las líneas celulares derivadas de LBCG y 

LHc (figura 10 apartado C). La única línea celular con BTK mutado, HDLM-2, es la más 

sensible a los dos tipos de inhibidores, Ibrutinib y AVL-292. Por último, hemos confirmado 

la reducción de los niveles de autofosforilación de BTK [97] después del tratamiento tanto 

con Ibrutinib como con AVL-292, demostrando el efecto directo de estos inhibidores en la 

señalización vía BTK (figura 10 apartado D) 

En el punto en el que estamos, queremos confirmar la activación constitutiva de 

las vías mencionadas anteriormente en condiciones basales, y su posterior inhibición al 

mantener en contacto las líneas celulares con los inhibidores específicos. Para ello hemos 

seleccionado dos modelos celulares: HBL-1, línea celular derivada de LBCG [98], en la que 

se han realizado ensayos con inhibidores para asociarlos a este tipo de linfoma [99]; y 

HDLM-2, línea celular derivada de LHc en la que hemos detectado una variante en el gen 

BTK. Los estudios de expresión y análisis por GSEA revelan una activación basal de la vía 

BCR comparable a la activación asociada a las líneas celulares derivadas de LBCG, seguido 

de una fuerte inhibición debido al tratamiento de las células con inhibidores de BTK. 

Podemos observar el mismo patrón de expresión en la vía de señalización de NFKB y en la 

señalización B y T dependiente de calcio (figura suplementaria 1).  

El conjunto de datos analizados en estos estudios funcionales indican el 

requerimiento de la activación de la vía de señalización de BCR para la supervivencia y 

viabilidad de las líneas celulares derivadas de LHc. 

 4.4 Expresión de BTK mediante IHQ y su asociación con 
supervivencia 

 

Para analizar los niveles de expresión proteica de dianas específicas relacionadas 

con las células tumorales y con el microambiente no tumoral se realizó un TMA en el que 

incluimos por duplicado zonas representativas (elevado porcentaje de células tumorales) 

de cada ganglio tumoral de esta primera serie. La primera proteína que queríamos 
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analizar, debido a los resultados obtenidos en los apartados anteriores, fue BTK. Para ello, 

cuantificamos los niveles de expresión de la proteína en cada muestra, diferenciando 3 

niveles de expresión: expresión fuerte de BTK, expresión normal o ausencia de expresión 

en el tejido. Ejemplos de cada nivel de expresión se pueden identificar en la figura 12 

Figura 12: Expresión mediante IHQ de BTK y su correlación con supervivencia. A) Ejemplos 
representativos de la expresión de BTK en tejidos parafinados de LHc. B) Distribución de la 
expresión de BTK en nuestra serie. La positividad para este marcador se concluye comparando 
los niveles de expresión con los vistos en un centro germinal normal como referencia. C) Curva 
de supervivencia Kaplan-Meier que demuestra una mayor supervivencia en los casos en los que 
no está mutado BTK (p-valor<0.05). D) Curva de supervivencia Kaplan-Meier en los que se 
determina una menor supervivencia en los casos con menor expresión de BTK (p-valor>0.05). 
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apartado A, al igual que las cuantificaciones realizadas. Hay que destacar que el 67% de los 

casos expresan BTK de manera constitutiva en sus células tumorales, mientras que el 11% 

de los casos no se han podido cuantificar (ausencia de muestra), por lo que, si se hubiese 

podido analizar toda la serie, estos porcentajes podrían haber variado (figura 12 apartado 

B). 

Quisimos comprobar también la tendencia en la supervivencia si analizamos la 

distribución de las mutaciones detectadas en BTK, así como los niveles de expresión de 

esta proteína. Pese a que en el caso de la expresión de la proteína determinada por IHQ 

no obtenemos resultados significativos, vemos la misma tendencia en las dos curvas de 

supervivencia, detectando menos supervivencia libre de fallo cuando el gen esta alterado 

y la proteína se expresa de manera elevada (figura 12 apartados C y D). 

4.5 Análisis de TMA y comparación con parámetros clínicos y 

genéticos de la serie 

 Al marcar los objetivos de esta tesis, se plantearon dos opciones: poder determinar 

factores pronósticos asociados a la firma genética del tumor y ensayar posibles 

tratamientos para pacientes en los que la primera línea de terapia no es válida. 

Por ello, atendiendo al primer punto, en la tabla 11 se muestra el estudio de 

correlación de Pearson, en el que solo hemos tenido en cuenta los datos clínicos del 

paciente en cuanto a pronóstico, y los datos reales de supervivencia y no respuesta al 

tratamiento o recaída. Se ha marcado en gris los datos de correlación de los dos índices 

pronóstico utilizados en este estudio, que son el estadío de la enfermedad mayor o igual a 

4 y el IPS mayor o igual a 3, viendo que no hay correlación estadísticamente significativa 

entre estos valores y los datos reales obtenidos de OS, FFS y sus marcadores binomiales 

DEATH (del inglés muerte, relacionado con OS) y OUTCOME (del inglés resultado, 

relacionado con FFS). En la tabla suplementaria 3 se puede ver la correlación de la firma 

IHQ del microambiente asociado a los distintos tumores en relación con la clínica. Cabe 

destacar la correlación negativa y estadísticamente significativa que encontramos entre el 

marcador de linfocito T CD4 y los dos valores de supervivencia analizados en la serie, 
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como son la supervivencia global y la supervivencia libre de fallo, es decir, cuanto más 

número de linfocitos CD4 positivos encontramos en el ganglio tumoral, menor será la 

supervivencia en términos absolutos o hasta el diagnostico de una recaída o progresión de 

la enfermedad. Una proporción elevada de este subtipo de linfocito conlleva el escape de 

la respuesta citotóxica mediada por los linfocitos citotóxicos CD8 y, al no producirse 

respuesta citotóxica, la supervivencia de estos pacientes es menor (el tumor progresa). 

Después de hacernos una idea de que puede estar relacionado de manera global, 

quisimos determinar de manera específica si había algún factor que esté, de manera 

estadísticamente significativo, correlacionado con la supervivencia de estos pacientes, 

tanto la supervivencia global como la no respuesta al tratamiento y posible recaída. Para 

ello, se han determinado las curvas de supervivencia, tanto para cada gen analizado en el 

panel secuenciado, como para agrupaciones de genes que están implicados en la misma 

vía de señalización, al igual que los factores inmunohistoquímicos determinados en el 

TMA.  

Como se puede apreciar en la figura suplementaria  2, hay 2 genes en los que sus 

variantes están estadísticamente relacionadas con la supervivencia, y son BCL-10, 

atendiendo a supervivencia global, y EP300 atendiendo a supervivencia libre de fallo. En 

todos los casos, la supervivencia cae drásticamente en los casos en los que estos genes 

están alterados, pudiendo abrir nuevos campos de estudio tanto para posibles valores 

pronósticos como dianas terapéuticas, tanto de manera individual atacando las proteínas 

estudiadas, como reprimiendo las vías de señalización en las que participan. 

Tabla 11: Correlación de Pearson entre factores clínicos y pronósticos. HIST: subtipo histológico 
distinto del más común esclerosis nodular.  
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5.1 Análisis del perfil mutacional de muestras pareadas 

concernientes al tumor primario y a su recaída post-tratamiento 
 

5.1.1 Clínica de la serie de casos 
 

En este segundo proyecto se han seleccionado pacientes correspondientes a 

distintos centros, en los que se ha realizado un primer 

diagnóstico de LHc y, pese a la administración de los 

ciclos de tratamiento correspondientes de ABVD, y tras 

una revisión del estado del paciente, se ha 

diagnosticado una recaída del tumor primario. Para 

todos los casos, el subtipo histológico detectado en el 

tumor primario es el mismo que el diagnosticado en el 

tumor correspondiente a su recaída. 

Las características clínicas de esta segunda serie 

se muestran en la tabla 12. Para esta serie hemos 

efectuado algunos cambios en esta tabla descriptiva ya 

que, como todos los casos son refractarios a la primera 

línea de tratamiento, no disponemos de ningún 

paciente con RC. Igual que en la serie anterior, sigue 

habiendo un mayor porcentaje de pacientes con 

subtipo EN, siendo el 58.3%, mientras que un 41.7% 

presentan el subtipo histológico CM. Sin embargo, no 

hay pacientes incluidos en esta serie que presente otro 

subtipo histológico, encontrando solo los dos más 

frecuentes en pacientes con LHc.  

En cuanto a los factores pronósticos IPS≥3 y estadío Ann Arbor ≥ 4 y  pese a que 

todos los pacientes deberían tener un factor pronóstico desfavorable, debido a que todos 

Tabla 12: Características clínicas 
de la serie de casos seleccionada 
para el primer estudio 
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muestran recaídas, detectamos todo lo contrario: solo un 16% de los pacientes presentan 

el estadío Ann Arbor ≥ 4, mientras que un 41.6% de los pacientes presentan un IPS≥3.  

Analizando la presencia de EBV en esta serie, observamos que la proporción en 

este estudio es menor que en la serie anterior, encontrando un 25% de los casos EBV 

positivos.  

5.1.2 Reproducibilidad y concordancia de la secuenciación en 

la serie 
 

 Como hemos explicado en el apartado correspondiente a materiales y métodos, se 

han seleccionado poblaciones con una morfología e IHQ distinta mediante microdisección, 

obteniendo poblaciones independientes de células tumorales (anticuerpo anti-CD30 

positivo) y de células “no tumorales” (anticuerpo anti-CD30 negativo), que asociamos al 

microambiente no tumoral. Por ello, tanto el método de enriquecimiento de las células 

tumorales utilizado en ambas series, como el protocolo utilizado para la rotura celular y 

extracción de ADN, son distintos. 

 Para esta serie se ha seguido manteniendo la elaboración de las librerías que se 

van a secuenciar por duplicado a partir del mismo ADN genómico microdisecado. De esta 

forma, se pueden descartar los errores cometidos por la ADN polimerasa en el proceso de 

generación de las librerías, además de otros errores generados. 

 En la figura 13 podemos observar la concordancia de nuestra serie, determinando 

un valor de reproducibilidad para la secuenciación a partir de ADN obtenido a partir de 

células parafinadas microdisecadas, mostrando la distribución del número de variantes en 

nuestra serie. En este caso, la media de variantes en los duplicados que encontramos por 

cada muestra asciende a 384 variantes, con un rango de 47-1658. Una vez analizadas las 

variantes que presentan un valor similar de frecuencia alélica en ambos duplicados, 

obtenemos una media de variantes concordantes de 7, con un rango entre 0-38. Al haber 

una detección de variantes mayor, el ratio de concordancia que encontramos entre los 
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duplicados disminuye drásticamente, siendo su media de 1.74, con un rango que alcanza 

entre 0.27-7.33%. 

 Al igual que en la serie anterior, hay un porcentaje de casos en los que la detección 

de variantes de partida es mayor y creemos que no corresponde con la realidad analizable 

en un panel de 36 genes completos. En estos casos encontramos varios factores que 

pueden justificar este hecho: el primero es que no podemos controlar la fijación del tejido 

que se hace en el laboratorio de origen, y que influirá en la fragmentación del ADN. El 

segundo factor a tener en cuenta es que, para la selección de las células, se utiliza un  

microdisector, que consiste en un láser que va atrapando las células seleccionadas. Este 

proceso fragmenta complemente las células de interés, por lo que el ADN de su interior 

también se ve afectado, disminuyendo la calidad del mismo.  

 

Figura 13: Ratio de concordancia aplicado a la detección de variantes en el estudio 2. La figura 
muestra las diferencias entre el número de variantes detectadas en cada caso, con un rango de 
47-1658, y un porcentaje de concordancia entre los duplicados de 0.27-7.33%. La cobertura 
media conseguida para la secuenciación de las regiones dianas seleccionadas en el diseño es de 
452 lecturas y la media y desviación típica de la frecuencia alélica de la serie es de 11.96 ± 8.78.  
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5.1.3 Análisis de las variantes detectadas en la segunda serie 

de 12 pacientes diagnosticados con LHc y refractarios para la primera 

línea de tratamiento. 
  

Con un protocolo de secuenciación mejorado, como es la tecnología Hi-Q para Ion 

Torrent, se han secuenciado 12 pacientes con muestras pareadas del tumor primario y de 

su recaía correspondiente. Además, para cada tumor se han separado mediante IHQ y 

microdisección las células CD30 positivas de las CD30 negativas, obteniendo 4 muestras a 

analizar por paciente. Teniendo en cuenta que para cada muestra se generan librerías por 

duplicado y se secuencian de manera independiente, obtenemos 8 conjuntos de librerías 

para cada paciente, analizándose en paralelo. Para este proyecto se ha diseñado un panel 

que engloba los genes en los que hemos visto alteraciones en el proyecto anterior, junto 

con genes en los que otros grupos de investigación han detectado variantes, estando 

reportados en la bibliografía y mostrándolos en el apartado de introducción. Por ello, el 

panel diseñado consiste en 36 genes secuenciados de manera completa. La cobertura 

media conseguida en el diseño, ya que es difícil conseguir el 100% de cobertura para un 

panel de varios genes completos, es del 93%, con un rango que fluctúa desde un 78,5% en 

el caso del gen NFKBIE, hasta un 100% en 4 de los genes incluidos. Esta cobertura está 

calculada analizando solo la región codificante, no teniendo en cuenta las regiones 

intrónicas adyacentes, siendo zonas que corresponden a regiones de ensamblaje de los 

oligonucleótidos empleados en la generación de las librerías, ni a las regiones intrónicas 

profundas, zonas sin interés en nuestro estudio.     

Una vez obtenidos los resultados de variantes detectadas por el secuenciador, 

aplicamos los mismos criterios de filtrado que en el análisis anterior, mostrándose de 

manera más detallada  en la figura 14. Una vez aplicados todos los criterios, identificamos 

55 variantes totales, que están repartidas en 40 variantes en la fracción CD30 positiva y 15 

variantes en la fracción CD30 negativa. 
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De todos los pacientes analizados, con sus muestras fraccionadas 

correspondientes, hemos detectado al menos una variante en alguna de sus 

correspondientes muestras en 11 de ellos, por lo que hay un paciente en el que no hemos 

Figura 14: Organigrama del  filtrado realizado en la segunda serie analizada y distribución 
de las variantes identificadas.  
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detectado variantes asociadas a este panel en ninguna de las muestras analizadas. Esto se 

puede deber, en primer lugar, a que no presente ninguna variante asociada a este panel o, 

en segundo lugar, que nuestros criterios de filtrado sean demasiado estrictos, eliminando 

variantes que pudieran ser de nuestro interés. 

Como en el caso anterior, se han dividido las variantes en dos categorías: variantes 

patogénicas (ya asociadas a alguna otra patología) y variantes probablemente patogénicas 

(no han sido descritas previamente). En cuanto a las variantes patogénicas, se han 

detectado un total de 17 variantes, encontrando 16 en la fracción CD30 positiva, y 1 

variante en la fracción CD30 negativa. En cuanto a las variantes probablemente 

patogénicas, globalmente encontramos 38 variantes, divididas en 24 variantes en la 

fracción CD30 positiva, mientras que detectamos 14 en la fracción CD30 negativa. 

Analizando el tipo de cambio que encontramos en estas 55 variantes, el 80% de ellas 

corresponden a variantes en las que el cambio de nucleótido origina el cambio de 

aminoácido codificante, mientras que el 18.1% de ellas son variantes en las que el cambio 

nucleotídico origina la codificación de un codón de parada, interrumpiéndose la 

traducción de la proteína de manera prematura. Tan solo un 1.9% de las variantes origina 

un cambio en el marco de lectura de la proteína. Al igual que en el caso anterior, hay un 

elevado porcentaje de transiciones C>T, debido a la inclusión del tejido en parafina. 

La figura 15 y tabla suplementaria 4 muestra los resultados obtenidos después del 

filtrado, en el que se han detectado finalmente 55 variantes concordantes en los 12 

pacientes estudiados (aunque uno de ellos no presente variantes, como se ha descrito 

previamente). La cobertura media (número de lecturas en la variante) que presenta la 

serie es de 452.7 lecturas. En esta figura se muestra esquemáticamente el número de 

variantes y los genes mutados en cada paciente de manera global, y una vez que vamos 

diferenciando en cada paciente, hasta obtener las 2 fracciones de los dos tumores 

analizados por caso. De esta manera podemos comparar los resultados obtenidos en la 

primera serie con los de este segundo proyecto, ya que pasamos a analizar el tumor de 

manera global.  
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Creemos que merece una mención especial las frecuencias alélicas encontrada en esta 

serie ya que, a priori, solo deberíamos encontrar variantes patogénicas o probablemente 

patogénicas en las fracciones CD30 positivas, correspondientes a las células tumorales. Sin 

embargo, el 27.3% de las variantes están identificadas en la fracción negativa, pensando 

que estas variantes también están implicadas en el mantenimiento de esta enfermedad. 

En la figura 15 apartado A) podemos ver un histograma en el que se representa cada 

variante asociada a su frecuencia alélica correspondiente. La media de la frecuencia alélica 

en el total de variantes es de 11.96%, y trazando una línea en la media y la desviación 

típica asociada (± 8.78%), podemos ver que los genes que tienen una frecuencia alélica 

alejada de estos valores son TP53, CREBBP, CSF1R, NUMA1 y STAT3. El 83% de estas 

variantes con una frecuencia alélica elevada están identificadas en la fracción CD30 

positiva, encontrando tan solo una variante de STAT3, con una frecuencia alélica elevada, 

localizada en la fracción CD30 negativa. 

 Atendiendo a las frecuencias alélicas y, queriendo analizar la totalidad de la 

fracción CD30 positiva o CD30 negativa, sí que podemos observar diferencias. En cuanto a 

la fracción CD30 positiva, la media de frecuencias alélicas detectada es de 12.38%, con 

una desviación estándar de ± 9.2%. Sin embargo, en la fracción CD30 negativa 

encontramos una media de frecuencia alélica de 10.86%, con una desviación estándar de 

± 7.73. Si ordenamos las variantes en función de la frecuencia alélica de manera 

ascendente podemos ver una tendencia, ilustrada en la figura 15 apartado B), en la que se 

Figura 15: Frecuencia alélica identificada en las variantes somáticas asociadas a pacientes 
refractarios diagnosticados con LHc. A) La frecuencia alélica correspondiente a cada variante se 
muestra asociada al tipo celular correspondiente (+: células CD30 positivas; -: células CD30 
negativas). B) Distribución de la frecuencia alélica en ambas fracciones celulares. 
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muestra como las frecuencias alélicas de las células CD30 positivas son relativamente 

mayores que las de las células CD30 negativas. 

Hemos encontrado variantes relevantes en 22 de los 36 genes analizados en el 

panel diseñado, por lo que se ha obtenido información de un 66.1% del diseño. Algunas de 

estas variantes ya están previamente descritas, como ya se ha comentado en la 

introducción y en la serie anterior. Sin embargo, hay genes que están alterados en nuestra 

serie y no han sido descritos previamente en LHc, y que pasaremos a comentar en la 

discusión. 

5.1.4 Análisis de valores pronóstico en pacientes refractarios 

de LHc 
 

 Como en el análisis anterior, y una vez que obtenemos una información a nivel 

genético de los tumores analizados, el siguiente paso es determinar si existe correlación 

entre los datos obtenidos mediante secuenciación, los datos clínicos proporcionados por 

el biobanco correspondiente, y los testados mediante IHQ con la realización del TMA 

asociado. 

 Como ilustramos en la figura 16 apartado A), se ha elaborado una tabla de 

correlación de Pearson en las que se incluyen las principales variables clínicas utilizadas en 

este estudio. Gracias a ella, y como en la serie anterior, podemos comprobar que los 

valores pronóstico utilizados habitualmente, como son IPS≥3 y estadío≥4, no se 

correlacionan de manera estadísticamente significativa con los valores reales de 

supervivencia global y supervivencia libre de fallo (el valor de OUTCOME no se muestra en 

este gráfico, ya que todos los pacientes muestran evento en supervivencia libre de fallo, 

debido a que todos tienen al menos una primera recaída después de la primera línea de 

tratamiento). La única correlación positiva y estadísticamente significativa, en la que 

consideramos que es válido el predictor, es el estadío ≥4 con los pacientes que presentan 

una tercera recaída (valor sombreado en gris y remarcado en negrita). En el apartado B) se 
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representa la correlación de, tanto factores pronósticos, como valores clínicos de 

supervivencia, frente a las variantes detectadas en la serie agrupadas en 3 categorías: 

1. Genes con función de Deacetilasa de Histonas (HDACs): EP300 y CREBBP. 

2. Genes implicados en las vías de señalización del receptor BCR y NFKB: BTK, 

CARD11, NFKBIA, REL, TRAF, TNFAIP3 y CYLD (nombrados como BCR/NFKB). 

3. Genes no relacionados a una misma vía de señalización: MYC, TP53, STAT3 y STAT6 

(nombrados como STATS). 

Como se puede apreciar en la figura 16 apartado B), la detección de variantes en los 

genes relacionados con las vías de señalización del receptor BCR y NFKB se correlacionan 

con el valor pronóstico IPS≥3, y los genes alterados que hemos relacionado en el tercer 

grupo se correlacionan de manera significativa con el exitus del paciente (DEATH) y con el 

tiempo transcurrido desde el diagnóstico de la enfermedad hasta la detección de la 

primera recaída (FFS). 

En cuanto a los marcadores inmunohistoquímicos testados en esta segunda serie, en 

la tabla suplementaria 5 se muestran los resultados obtenidos. Destacamos la correlación 

positiva y significativa entre la infección del paciente por el virus EBV y una tercera recaída 

en la enfermedad. Esta presencia de una tercera recaída también esta correlacionada con 

el marcador GATA-3  y éste, a su vez, se correlaciona también de manera positiva con el 

exitus del paciente.  

Figura 16: Correlación de Pearson de factores clínicos y pronósticos. HIST: subtipo histológico 
distinto del más común (esclerosis nodular). A) Correlación entre los valores pronóstico 
convencionales y los datos clínicos que presenta cada paciente. B) Correlación entre las 3 vías en 
las que se puede dividir mayoritariamente nuestro panel de 36 genes y los datos de supervivencia 
encontrados en cada paciente  
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 Pese a que el LHc es una enfermedad con una tasa de curación bastante elevada 

(en torno al 80%), hay un porcentaje de pacientes que fallecen debido tanto al avance de 

la enfermedad como a los efectos tóxicos derivados del tratamiento quimioterápico 

aplicado a estos pacientes. Por ello, estimamos importante establecer las bases genéticas 

que conllevan a la aparición del tumor, su mantenimiento, y las posibles recaídas una vez 

que consideramos que la masa tumoral está eliminada. Así, cuantos más datos 

dispongamos en este ámbito, podremos aumentar la supervivencia de estos pacientes, 

proporcionando tratamientos adecuados en función de la firma genética de cada tumor 

de manera individualizada. 

 La secuenciación masiva se ha convertido en una revolución para la detección de 

variantes en cualquier área médica, aunque tiene el inconveniente, a parte de su 

complejidad técnica, el análisis posterior de los resultados. Los artefactos que se pueden 

originar en la lectura de las secuencias y el ruido generado pueden interferir en las 

conclusiones generadas a partir de este tipo de metodología [100]. Uno de nuestros 

objetivos en esta tesis doctoral es poder eliminar en la manera de lo posible los artefactos 

generados en los distintos niveles de procesamiento de la muestra y del análisis de 

resultados, para poder estandarizar el protocolo utilizado y que el mismo sea aplicable en 

la rutina clínica en la toma de decisiones de nueva terapia personalizada para cada 

paciente, en función de su firma genética. 

 Como se ha mencionado anteriormente, en esta tesis doctoral se ha dispuesto 

(debido a la disponibilidad de las muestras en los distintos hospitales) de ganglios 

tumorales sometidos a un proceso de fijación con formaldehido. Con este proceso se evita 

la lisis celular. Una vez fijado el material, se incluye cada muestra en parafina, que es una 

mezcla de hidrocarburos saturados con distintos puntos de fusión. Con este protocolo 

tiene lugar dos eventos contraproducentes para nuestros objetivos: en primer lugar, y 

pese a que las estructuras celulares conservan su morfología, el material genético 

perteneciente a estas células sufre un proceso de fragmentación y degradación. A ello hay 
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que sumarle la fragmentación posterior ocasionada por la microdisección para la 

separación de los distintos tipos celulares en el segundo estudio de esta tesis doctoral. El 

segundo lugar, se produce un fenómeno conocido como deaminación de citosinas, es 

decir, la pérdida del grupo amino de la citosina, convirtiéndose en uracilo. Este uracilo se 

empareja con adenina, produciéndose más transiciones GC>AT [101]. La primera 

consecuencia de este método de fijación se puede solventar adaptando las regiones de los 

genes a estudiar, diseñando amplicones de pequeño tamaño. Con ello, aunque la 

sensibilidad de la secuenciación nunca va ser del 100%, nos podemos acercar bastante a 

esa cifra. Sin embargo, para el segundo inconveniente no tenemos ninguna técnica que 

nos impida eliminar estas transiciones que no están presentes en el tumor original. Por 

ello, en el análisis final de los resultados, no podemos olvidarnos que este fenómeno 

influirá en las conclusiones finales. Cabe destacar que las variantes totales detectadas en 

las líneas celulares (en las que se han cultivado en medio RPMI y su ADN se ha extraído 

por el método convencional) tienen una distribución transiciones/transversiones 

equilibrada, por lo que se puede confirmar que estos errores producidos están 

determinados únicamente por el tipo de muestra a analizar y no por la metodología 

seleccionada.  

 En una primera aproximación para esclarecer la genética asociada a cada tumor, se 

seleccionaron una serie de 57 tumores primarios diagnosticados con LHc, asociados al 

grupo de edad mayoritario en el que se manifiesta esta enfermedad, y seleccionando 

regiones en las que el patólogo determinó que el porcentaje de células tumorales es 

mayor, consiguiendo enriquecer la muestra hasta un 10% de células tumorales en el tejido 

estudiado. Al aumentar el porcentaje de células HRS, ajustamos también el poder de 

detección del secuenciador seleccionado para la elaboración de este proyecto, como es el 

Ion Torrent ya que, pese a tener un umbral de detección suficiente para localizar variantes 

con una frecuencia alélica menor, evitamos la detección de una elevada fracción de 

variantes catalogadas como falsos positivos, pudiendo interferir en las conclusiones 

obtenidas. Una vez determinadas las dianas génicas posiblemente patogénicas en este 

estudio y bajo estas condiciones, se han llevado a cabo unos análisis funcionales de las 
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variantes detectadas en las líneas celulares derivadas a partir de LHc. La combinación de 

los dos tipos de experimentos permite validar que la alteración a nivel genético tiene una 

consecuencia a nivel funcional, dando más peso a los resultados obtenidos mediante 

secuenciación. Tenemos que destacar que gracias a estas herramientas bioinformáticas, 

que comparan tus resultados con secuencias homólogas de referencia, simplifica el 

proceso al determinar que alteraciones están implicadas en el desarrollo de la 

enfermedad y cuáles no. De no ser así, cualquier cambio nucleotídico en el que la 

consecuencia sea una alteración en la secuencia polipeptídica debería ser analizado 

mediante estudios funcionales para determinar la consecuencia generada en la proteína. 

 En el estudio posterior, y previo al diseño de un panel en el que se incluyen 36 

genes en los que analizarán las regiones codificantes completas, se secuencian muestras 

de 12 pacientes en los que se han analizado el tumor primario y la primera recaída, 

separando en cada uno las células CD30 positivas de las CD30 negativas. De esta manera 

podemos seguir la evolución que manifiesta el tumor, analizando las vías de señalización 

que están alteradas en ambas situaciones de las que son distintivas de una de ellas.  

6.1 Rutas alteradas en LHc 
 

 Al tener un número reducido de genes y, en uno de los paneles (en el primer 

diseño de secuenciación), solo se han secuenciado regiones concretas, creemos que es 

más interesante discutir los resultados agrupando genes que pueden estar incluidos en la 

misma vía de señalización o que puedan tener funciones comunes en el desarrollo del 

tumor. Por ello, atendiendo a estas agrupaciones de genes, encontramos 3 funciones 

alteradas: a la que más peso hemos dado en este trabajo, atendiendo únicamente a la 

frecuencia poblacional detectada, es la vía de señalización BCR que desemboca en la 

activación de la vía de señalización NFKB; la segunda en importancia es el grupo de 

deacetilasa de histonas (HDACs); y, por último, incluyendo genes que a priori no dábamos 

tanta relevancia debido a su frecuencia poblacional analizada de manera individual, 

podemos establecer otro tercer grupo que comentaremos más adelante. En la figura 17 

podemos identificar un resumen de los temas a desarrollar a continuación, las rutas 
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mayoritariamente alteradas en ambas series y la distribución de variantes en la segunda 

serie, atendiendo a la fracción analizada, determinado por el color de la flecha (negro: 

CD30 positiva; gris: CD30 negativa). 
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Analizando la vía de señalización iniciada por el reconocimiento de antígeno 

mediante el receptor BCR, que desemboca en la activación downstream de la vía de 

señalización NFKB,  englobamos los genes BTK, CARD11, NFKBIA y BCL-10 para la primera 

serie, mientras que para la segunda serie hemos añadido a los ya testados en el primer 

panel, los genes REL, TRAF, TNFAIP3 y CYLD. La activación de esta vía tiene como 

consecuencia fenómenos en la célula tumoral como son su activación, proliferación, 

supervivencia y metástasis, angiogénesis e inflamación. Estos genes están alterados en el 

21% de la  primera serie, mientras que en la segunda serie el porcentaje de variantes varía 

dependiendo de si agrupamos cada muestra en un único paciente o si vamos separando 

las siguientes fracciones: si tenemos en cuenta la combinación de todas las muestras 

analizadas por paciente, 41% tienen esta ruta alterada en al menos una de sus muestras. 

Si analizamos las variantes separando el tumor primario de la primera recaída, el 54% de 

las variantes se encuentran en el tumor primario, mientras que el 46% se detectan en la 

primera recaída. Si vamos un paso más lejos y separamos las variantes que se sitúan en las 

células CD30 positivas de las que se encuentran en la fracción CD30 negativa, 

encontramos que más del 80% de las variantes se encuentran en las células CD30 

positivas, fracción enriquecida en células tumorales, constatando que, pese a que la 

fracción negativa también tiene esta vía alterada, tiene una proporción bastante menor.  

Queriendo profundizar en ello, se secuenciaron con el primer panel diseñado las 

líneas celulares, obteniendo variantes en alguno de estos genes en el 60% de ellas. A partir 

de ahí se diseñaron experimentos para corroborar la alteración de esta vía a nivel BTK y su 

activación downstream, midiendo su utilidad en protocolizar nuevas terapias. 

 Por Western-blot se determinó la expresión proteica de BTK, miembro de esta vía 

y alterado en el 10% de los casos, tanto de la forma nativa como de la forma fosforilada y 

activada, viendo las diferencias entre los distintos tipos celulares. Además, se quiso 

estudiar la expresión de una proteína relacionada con la vía de activación de NFKB, como 

es CYLD, y viendo el truncamiento y activación de la misma en todas las líneas celulares. 
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También se ha determinado la supervivencia y apoptosis de estas líneas celulares en 

presencia de dos inhibidores de BTK y por tanto, de la activación de la vía. Para finalizar, se 

analizó la expresión de menara global, de estas dos vías de manera independiente. Como 

se pueden ver en la figura suplementaria 1, ambas vías de señalización presentan unos 

niveles de expresión elevados de manera basal, mientras que están deprimidos en el 

contacto con los inhibidores. Para finalizar, se estudió la expresión mediante IHQ de BTK y 

se analizó si podía correlacionarse con la supervivencia de estos 10% de pacientes que 

tienen este gen alterado, viendo una relación estadísticamente significativa. Por lo tanto, 

se puede identificar una clara modificación, tanto de BTK en particular, como de la vía de 

activación de manera general, siendo una posible diana para futuros ensayos de nueva 

terapia, ya siendo con el caso de Ibrutinib en particular, como de otros inhibidores de la 

vía de BCR y NFKB.  

Aunque en este trabajo solo hemos ensayado Ibrutinib como terapia alternativa en 

pacientes refractarios, se han descrito otros fármacos que atacan esta ruta, pudiendo ser 

válidos para futuros ensayos preliminares. Algunos de ellos son Bortezomib (indicado para 

mieloma) que se une a los sitios activos del proteasoma bloqueando la activación de 

NFKB, impidiendo la maduración del precursor inactivo p105 en la subunidad madura p50 

[102]; Enzastaurina y Sotrastaurina, inhibidores de la subunidad β de Fosfo-Quinasa C 

(PKC- β), conector entre BTK y la vía NFKB. En el caso de Sotrastaurina, se han descrito 

mutaciones en miembros de la vía que pueden modular la actividad de este inhibidor; 

También podemos incluir inhibidores de MALT1, que inhiben de manera selectiva la 

actividad proteolítica de MALT1, ya testados en líneas celulares de LBCG [103]. 

 El segundo grupo en el que queremos profundizar es el que incluye los genes 

EP300, CREBBP (HDACs), y NOTCH1, receptor que activa una cascada de transcripción de 

diversos genes, regulada por la acetilación de la cromatina mediada por estas HDACs. El 

16% de los casos seleccionados para este primer estudio tiene al menos una variante en 

alguno de estos genes. Para el segundo estudio, si analizamos cada paciente de manera 

global, el 50% de ellos tienen esta “función” alterada. Al desarrollar estos datos 

dependiendo de si estas variantes se encuentran en el tumor primario o en la recaída, 
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observamos que el 61% de estas variantes se encuentran localizadas en el tumor primario, 

mientras que el 39% pertenecen a la primera recaída.  Cuando analizamos las variantes 

asociadas a los tipos celulares analizados, vemos que en el tumor primario el 57% de las 

variantes identificadas están asociadas a las células CD30 negativas (marcadas como no 

tumorales). Sin embargo, cuando analizamos la primera recaída, el 80% de las variantes 

están asociadas a la fracción CD30 positiva, encontrando solo una variante en la fracción 

negativa. Con estos resultados podemos desarrollar la hipótesis de que esta vía está 

alterada tanto en las células tumorales como en las células no fisiológicamente normales 

(precursores tumorales) pero que tanto fenotípicamente como mediante IHQ no somos 

capaces de distinguir. Estas células podrían ser las que, de manera posterior, pueden 

originar una progresión de la enfermedad pese al tratamiento del paciente, o acaben 

siendo células HRS reconocible por ambas metodologías en una futura recaída. Esta 

hipótesis tendrá que ser corroborada en estudios posteriores en los que se consiga una 

serie mayor de pacientes,  y mediante estudios funcionales de las alteraciones 

identificadas. 

 Aunque en este trabajo no se ha realizado ningún experimento funcional 

relacionado con este grupo de genes, en la bibliografía se ha ensayado en líneas celulares 

de mieloma con inhibidores del dominio bromo de los genes EP300 y CREBBP, cuya 

consecuencia es la inhibición de MYC, limitando la viabilidad de las células estudiadas. 

Este experimento es el primer paso para poder desarrollar esta idea en enfermedades en 

las que tengan estos genes alterados, y queda claro que LHc es una de ellas [104]. 

 El último grupo de genes que queremos desarrollar es más heterogéneo, ya que 

los genes pertenecen a vías de señalización distintas pero que, en la homeostasis celular, 

están bastante relacionados. Los dos primeros genes incluidos en este grupo son STAT3 y 

STAT6, ambos pertenecientes a la vía de señalización JAK/STAT, y cuya alteración está 

implicada en el crecimiento, diferenciación y supervivencia de forma anormal, 

determinándose una activación constitutiva de algunas proteínas pertenecientes a esta 

vía en pacientes con diversos tipos de cáncer. El oncogen  MYC promueve la salida de la 

fase G1 del ciclo celular hacia la fase de síntesis (S), produciéndose fenómenos de 
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crecimiento celular, supervivencia, diferenciación y oncogénesis. La fosforilación y 

activación previa de STAT3 induce la expresión génica de MYC, obteniendo como 

resultado las consecuencias fisiológicas explicadas anteriormente [105]. Además, MYC 

activa la vía TP53 vía : Factor de ribosilación ADP (ARF), que conlleva la activación de la vía 

Proteína X asociada a BCL (BAX), favoreciendo la porosidad de la membrana mitocondrial, 

que conlleva la liberación del citocromo c, activación de caspasas, obteniendo como 

resultado final la apoptosis celular [106].  

 En el primer estudio hemos secuenciado a los 2 genes pertenecientes a la vía de 

señalización JAK/STAT y  MYC. En el caso de STAT6 y MYC sí que se han identificado 

variantes en la serie de casos, mientras que en el caso de STAT3, solo se han identificado 

variantes en una línea celular (HDLM-2). Pese a ello, detectamos una frecuencia 

poblacional de STAT6+MYC superior al  12%. Para el siguiente diseño, y pese a que en la 

bibliografía no se ha identificado frecuentemente alterado en LHc [72, 73], introducimos 

TP53 en el estudio. Hemos identificado variantes en este gen en un 25% de los pacientes. 

Si analizamos este grupo de genes de manera global en los 12 pacientes estudiados en el 

segundo estudio, 5 de ellos presentan al menos una variante en alguna de sus muestras 

(42%). En cuanto al tumor primario y a su recaída, identificamos la misma proporción de 

variantes en ambos estados del paciente.; es más, si analizamos estas variantes en cuanto 

a si pertenecen a la fracción tumoral o a la no tumoral, detectamos el mismo número de 

alteraciones en el tumor primario y en la primera recaída, con 3 variantes en la fracción 

CD30 positiva y 3 variantes en la fracción CD30 negativa, por lo que vemos que este grupo 

que hemos estudiado está alterado de la misma manera en todas las muestras analizadas. 

Además, cuando analizamos las frecuencias alélicas de cada variante de este grupo, 

identificamos dos de ellas con una frecuencia elevada con respecto a la media identificada 

en la serie. Estas dos variantes corresponden a los genes TP53 y STAT3, localizándose en la 

fracción CD30 positiva y CD30 negativa. Con todos estos datos podemos concluir que la 

alteración de este grupo está equilibrada en los distintos factores estudiados, y que puede 

ser un punto a tener en cuenta, tanto en estudios funcionales asociados a esta vía (debido 

a la prevalencia de variantes encontradas en los genes TP53 y MYC  en los distintos tipos 
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de cáncer), como ensayos de indicación de tratamiento, tanto en líneas celulares de LHc, 

como en otros tipos celulares asociados a enfermedades en las que estos genes sean 

claves. 

 En cuanto a los posibles fármacos que pueden ensayarse para regular la función de 

esta ruta, recientemente se ha publicado un artículo en el que se ensaya Varinostat, 

inhibidor de HDACs, en líneas celulares derivadas de LHc [107]. En este trabajo, al inhibir 

las HDACs, también se inhibe la transcripción de STAT6, obteniendo como consecuencia 

dos fenómenos: el primero es la inhibición de BCL-XL, llevando la célula tumoral a 

apoptosis: el segundo fenómeno es la disminución de la secreción de TARC, inhibiendo la 

quimiotaxis con los linfocitos Th2, mecanismo crucial de la supervivencia de las células 

HRS. 

En cuanto a los inhibidores de STAT3, se han diseñado moléculas peptídicas y no 

peptídicas que se unen al dominio SH2 de la proteína resultante, impidiendo la 

dimerización de STAT3 y su translocación al núcleo. Estos compuestos se han ensayado 

tanto in vitro como in vivo para diversos tipos de tumores, como pueden ser cáncer de 

mama o colon, o compuestos ensayados en tumores líquidos, como en leucemia mieloide 

crónica [108]. 

En el caso de TP53, y ya que es el gen con más mutaciones encontradas en los 

distintos tipos de cánceres (50% de las mutaciones están identificadas en este gen), los 

ensayos destinados a la normalización de la actividad del mismo son numerosos. Una de 

las teorías que se postulan acerca de la gran relación entre las mutaciones en TP53 y la 

aparición de cáncer es que mutaciones en este gen facilitan la formación de agregados de 

esta proteína. Al utilizar inhibidores en la región concreta de la proteína mutada podemos 

evitar este proceso, disminuyendo drásticamente la actividad de la misma [109]. 

Utilizando el péptido ReACp53 (diseñado para la mutación R248Q), se consigue la 

disolución de estos agregados citoplásmicos, encontrándose la mayor cantidad de 

proteína en el núcleo. En futuros estudios farmacogenéticos, y dado la influencia de este 

gen en el desarrollo de la inmensa mayoría de los cánceres diagnosticados, sería 
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interesante el desarrollo de inhibidores personalizados de este gen en terapias 

neoadyuvantes.  

En cuanto a MYC, se ha identificado su  sobreexpresión en algunos tumores, ya 

sean tumores sólidos o líquidos. Se han utilizado diversas moléculas cuya función es 

inhibir la actividad de este oncogén. Entre ellas, se han diseñado moléculas que impiden la 

dimerización de MYC con MAX, y cuya consecuencia es la inhibición de la proliferación 

celular [110].  

Para finalizar este apartado, se ha analizado la supervivencia tanto global como 

teniendo solo en cuenta la primera recaída en ambas series. En la primera serie se puede 

apreciar una clara disminución de la supervivencia cuando están alterados los genes BTK 

(figura 12 apartado C), BCL-10 y EP300 (figura suplementaria 2). Al analizar la correlación 

de Pearson cruzando las variables clínicas con las variantes identificadas mediante 

secuenciación, vemos que las variantes en los genes BCL-10 y CREBBP se correlacionan de 

manera estadísticamente significativa con la supervivencia global, mientras que EP300 se 

correlaciona estadísticamente significativa con la aparición de recaída en el paciente. Si 

analizamos la supervivencia en la segunda serie encontramos que, pese a que en algunos 

genes alterados detectamos una tendencia de supervivencia menor, debido al tamaño 

muestral inferior de la serie, no se han detectado diferencias estadísticamente 

significativas. En cambio, al analizar la correlación de Pearson como en la serie anterior, 

podemos apreciar que se correlacionan de manera significativas las variantes en los genes 

EP300, ABL1, LCP1 y MYC con supervivencia global.  

Destacando que tan solo en el 36% de la primera serie se han identificado 

variantes asociadas al panel diseñado, y que en la segunda serie se han identificado 

variantes en el 50% de las muestras analizadas, estas correlaciones entre las variables 

analizadas nos pueden dar alternativas para futuros ensayos, en los que incluiremos los 

genes con una frecuencia poblacional elevada, y un valor estadísticamente significativo en 

cuanto al pronóstico del paciente, con el fin de estandarizar un futuro tratamiento para  

estos pacientes en los que la terapia ABVD no es la adecuada. 
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6.2 Origen del tumor o mutaciones iniciadoras en LHc. 
  

 Al describir el repertorio de variantes somáticas identificadas en los distintos 

genes, o en las vías de señalización analizadas, podemos observar que no hay un 

candidato claro como mutación iniciadora o vía de señalización alterada en un porcentaje 

elevado de casos, al menos con los genes que hemos secuenciado hasta el momento. Por 

ello, consideramos que el origen genético de LHc es multifactorial, ya que no hay una vía 

alterada de forma clara en todos los pacientes estudiados (69 pacientes teniendo en 

cuenta ambos estudios). 

El único gen que, de manera individual, presenta una elevada frecuencia 

poblacional en ambas series es EP300. Este gen se encuentra alterado en  el 12.3% de los 

pacientes seleccionados para el primer estudio, y en un 25% de los tumores primarios 

pertenecientes a los 12 pacientes seleccionados en el segundo estudio. Cabe destacar que 

en el primer estudio solo se diseñaron 8 amplicones, que cubrían el 6% del gen. Con este 

diseño se secuencio la región correspondiente al domino de acetilación de histonas, en el 

que se habían identificado variantes en LBCG [92]. Sin embargo, al secuenciar el gen 

completo en el segundo proyecto, encontramos este dominio intacto, mientras que 

identificamos mutaciones en otros dominios funcionales. Por ello, creemos que las 

variantes que podemos localizar en LHc no están localizadas en un dominio concreto, si no 

que se localizan repartidas a lo largo de todo el gen, afectando de distinta manera a la 

funcionalidad de la proteína. De igual manera, al analizar solo 8 amplicones, no podemos 

determinar con exactitud cuál sería la frecuencia poblacional de este gen al secuenciarlo 

en su totalidad, por lo que este valor en la primera serie podría variar. Una diana a tener 

en cuenta de este gen es TP53, promoviendo su actividad gracias a la acetilación mediada 

tanto por EP300 como por CREBBP. Esta activación promueve la expresión de sus dianas 

génicas vía acetilación de la histona H4 [111]. Por ello, la desregulación de estos 3 genes 

parece tener un papel clave no solo en su actividad de manera individual, sino también en 

la cascada que pueden generar mediante su efectividad alterada.  
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Si analizamos los genes recurrentemente alterados en el segundo estudio, un dato 

a tener en cuenta es que en un 42% de los casos, genes que hemos identificado alterados 

en el tumor primario repiten la misma situación en la primera recaída, por lo que 

podemos definir esta tendencia de futuras recaídas hacia una misma alteración 

comparable. Los genes que presentan alteraciones mantenidas en ambas biopsias forman 

parte de los grupos mencionados en el apartado anterior, y son CARD11, EP300, TP53, 

STAT3 y SMARCA4. Podemos diferenciar estos genes atendiendo a en que fracción se 

encuentran, identificando distintos patrones: CARD11 y TP53, presentes en ambos 

bloques asociados al mismo paciente, presentan alteraciones únicamente en la fracción 

positiva de las células; sin embargo, para STAT3 se han identificado alteraciones en ambas 

muestras del mismo paciente, pero se diferencian en la fracción CD30 negativa. Debido a 

este hecho, se puede identificar un patrón de alteración dependiendo del tipo celular 

analizado.  

El último gen incluido en este grupo, SMARCA4, no lo habíamos mencionado 

previamente debido a que su frecuencia poblacional en ambas series no es destacada. Sin 

embargo, al estar alterado en ambas biopsias del mismo paciente, es un hecho a tener en 

cuenta. SMARCA4 codifica para una proteína miembro de la familia SWI/SNF y regula la 

transcripción de sus dianas génicas alterando la estructura de la cromatina en las 

inmediaciones de estos genes. La desregulación de esta proteína, debido a alteraciones en 

la misma, provoca inestabilidad genómica y altera eventos celulares claves en la 

homeostasis celular. Se han descrito alteraciones en este gen en otros tipos de linfomas, 

como Linfoma del Manto, Linfoma de Burkitt o LBCG [112, 113]. Este gen se introdujo en 

el primer panel diseñado debido a la identificación de al menos una variante 

probablemente patogénica en los antecedentes de esta tesis mencionados previamente.  

Si clasificamos los genes en función de las alteraciones encontradas en cada 

subtipo histológico (figura 17), con el fin de identificar marcadores genéticos asociados a 

cada fenotipo de LHc, podemos observar que solo los genes B2M y NOTCH1 están 

asociados a un tipo histológico en concreto (subtipo Esclerosis Nodular), mientras que los 

demás genes, en función del proyecto en el que estemos, presentan un patrón de 
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alteración distinto. El único gen en el que hemos identificado alteraciones en los dos 

estudios realizados en todos los subtipos histológicos es CSF1R. La consecuencia de estas 

alteraciones puede ser la generación de una proteína no funcional, ya que las células HRS 

presentes en los tres subtipos histológicos no expresan CSF1R mediante IHQ [114]. En 

cuanto a B2M, se ha descrito la imposibilidad del reconocimiento de las células HRS 

mediante los linfocitos T citotóxicos provocado por la presencia de variantes en este gen 

[21]. Analizando este trabajo vemos que se han descrito variantes en el 70% de los 

pacientes estudiados, mientras que en nuestro caso, si analizamos las dos series de 

manera global, se han identificado alteraciones en este gen en el 4% de las muestras 

analizadas. Esta variación en la frecuencia poblacional de ambas series estudiadas puede 

deberse a que, como hemos mencionado anteriormente, en nuestro estudio identificamos 

alteraciones en B2M solo en el subtipo histológico esclerosis nodular, y en nuestra serie 

global la tasa de este subtipo histológico es del 63%. En cuanto al estudio mencionado 

previamente, los 10 pacientes analizados en ese trabajo presentan el subtipo histológico 

esclerosis nodular, confirmando que las alteraciones en este gen están asociadas a una 

histología determinada y que, dependiendo de los criterios de inclusión de cada paciente 

en el estudio, la frecuencia poblacional asociada a este gen puede variar 

considerablemente. 

Figura 17: Alteraciones identificadas en función del subtipo histológico. A) Genes alterados en 
la primera serie, localizados en función del subtipo histológico determinado por el patólogo. B) 
Genes alterados en la segunda serie, localizados en función del subtipo histológico identificado 
por el patólogo responsable. 
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6.3 IHQ asociada a LHc 
  

 Para tener una idea global de cómo pueden afectar las alteraciones generadas 

tanto en las células tumorales HRS como en el microambiente asociado en el ganglio 

tumoral, se ha analizado mediante IHQ distintos marcadores asociados a los distintos 

subtipos celulares que interfieren en la supervivencia de las células tumorales. Además, al 

tener en cuenta el primer estudio, en el que BTK tenía una alta tasa de variantes en la 

serie, se estudió su expresión en las células HRS mediante IHQ, identificando una 

expresión elevada, relacionándolo una alteración en la funcionalidad de la misma, 

activando la vía de señalización posterior, favoreciendo fenómenos de proliferación y 

supervivencia. 

 En cuanto al microambiente asociado a esta patología, se han analizado 

marcadores que identifican distintos tipos celulares del microambiente. En la primera 

serie (tabla suplementaria 3) podemos identificar una correlación negativa entre el 

marcador PD1 con la supervivencia libre de fallo. Ocurre lo mismo con el marcador CD4 

(receptor de linfocito T citotóxico), correlacionado de manera negativa con la 

supervivencia global y la recaída, por lo que un elevado marcaje de este receptor 

correlaciona con un menor tiempo de supervivencia previo a la primera recaída o exitus. 

Esta observación ya ha sido reportada en otros estudios, y tienen una explicación en el 

escape de las células HRS de la respuesta citotóxica de los linfocitos CD8 positivos, 

mediada por la presencia de los linfocitos CD4 [115]. Además, queremos destacar que hay 

una correlación positiva y estadísticamente significativa entre el porcentaje de células CD4 

positivas y PD1 positivas. Debido a este hecho, pensamos en el papel que puede tener 

Pembrolizumab en diseño de nuevas terapias personalizadas para estos pacientes con una 

IHQ en concreto [116]. Por último, se describió que el cociente entre el marcador FOXP3 

(linfocito T regulador) y GZB (linfocito T citotóxico) tenía un valor pronóstico más robusto 

que si analizábamos estos dos marcadores por separado. Como se puede observar en la 

tabla, este cociente presenta una correlación positiva y significativa con el exitus del 

paciente, validando los resultados obtenidos por otros grupos de investigación [26]. 
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 Si analizamos mediante IHQ las biopsias secuenciadas de los pacientes 

seleccionados para el segundo estudio, se han identificado diversos marcadores que 

pueden tener relevancia en determinar el pronóstico asociado a estos pacientes.  También 

hay que destacar un parámetro importante que hemos añadido en esta segunda serie, y 

es la asociación de cualquiera de las variables estudiadas con una tercera recaída del 

paciente. Pese a que no tenemos datos de esta variable en todos los pacientes, ya que en 

algún caso se ha perdido el seguimiento, puede ser un factor importante a tener en 

cuenta, ya que se puede concluir que el protocolo establecido para la segunda línea de 

tratamiento también ha fallado. Hemos identificado una correlación positiva y 

estadísticamente significativa de este parámetro en su asociación con EBV. Se ha descrito 

una asociación entre la infección de este virus y peor pronóstico en pacientes de edad 

avanzada [117]. Sin embargo, la media de edad de los pacientes incluidos en este segundo 

estudio es de 40 años, encontrando a la mayoría dentro del rango en el que la prevalencia 

de esta enfermedad es mayor. Por ello, consideramos este dato como una observación 

importante a tener en cuenta en futuros estudios en los que se evalúan nuevas terapias 

para estos pacientes. Recientemente se ha ensayado el compuesto Ganetespib, inhibidor 

de la chaperona de choque térmico 90 (HSP90), en estudios de inhibición de la viralidad 

de EBV, mediante la reducción de los niveles de EBNA-1 y LMP-1 en las células infectadas. 

Estos estudios pueden proporcionar alternativas en las enfermedades asociadas a la 

infección de este virus, como es el caso de LHc. Se han publicado estudios en otros tipos 

de cánceres, como en cáncer de pulmón [118] o de hígado [119].  

 Para terminar, en esta segunda serie se ha identificado una correlación positiva y 

estadísticamente significativa entre el marcador de linfocito T GATA-3 y los parámetros de 

tercera recaída después de la segunda línea de tratamiento y con el exitus del paciente. 

Pese a que este marcador ya había sido asociado a peor pronóstico en otros tipos de 

linfomas, como es el caso de linfoma T periférico [28], no se había descrito con una 

evidencia clara en estudios realizados en LHc destacando, como en el caso anterior, que es 

un valor que nos puede dar información acerca de la elección de terapia, ya que queda 

demostrado que en este tipo de pacientes no es la adecuada. 
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1. En Linfoma de Hodgkin clásico es posible la identificación, en las células 

fenotípicamente tumorales, de variantes de baja frecuencia alélica mediante NGS en 

tejido parafinado. En función de la metodología utilizada para la fijación del tejido y la 

separación de las células de interés en la biopsia del paciente, la calidad del ADN 

genómico de partida será variable, por lo que la reproducibilidad de la técnica debe ser 

ajustada a cada situación experimental. 

2. El Linfoma de Hodgkin clásico es un tumor heterogéneo que presenta un origen 

multifactorial, no habiéndose identificado una firma genética única en la serie de 

pacientes analizada.  

3. El linfoma de Hodgkin clásico tiene una firma genética similar a la identificada en 

Linfoma B de célula grande, con variantes comunes en los genes CARD11, NFKBIA, 

SMARCA4, EP300 o CREBBP. 

4. Podemos determinar que los genes BTK y EP300 (en los que no se han identificado 

variantes previamente en LHc) presentan una frecuencia de alteración elevada, por lo que 

consideramos las variantes en ambos genes como mutaciones iniciadoras en el tumor 

primario diagnosticado. 

5. Se ha identificado un requerimiento de la activación de la vía de señalización 

mediada por BCR para la supervivencia y viabilidad de las líneas celulares derivadas de 

LHc. 

6. Analizando mediante IHQ se ha corroborado la influencia del marcador PD1 en el 

pronóstico de pacientes diagnosticados con LHc. Además, otros dos factores estudiados, 

como es la infección del virus EBV en las células HRS o el aumento del marcador asociado 

a linfocito T GATA-3,  pueden darnos información acerca de la quimiorresistencia en esta 

enfermedad y probabilidad de recaídas. 

7. Una vez analizados los resultados de ambas series, se han identificado posibles 

alternativas en pacientes refractarios a la primera línea de tratamiento. A partir de estas 
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observaciones, se pueden plantear nuevas líneas de investigación enfocadas al 

establecimiento de nuevas terapias en pacientes refractarios para LHc. 
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  Tabla suplementaria 1: Diseño de 519 genes implicados en activación y diferenciación de 
linfocito B seleccionados para la secuenciación de 4 casos mediante Illumina Hiseq y tecnología 
Sure Select. 
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Tabla suplementaria 2: Resumen de las variantes filtradas en la serie de 57 casos 
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Figura suplementaria 1: Análisis de expresión de ARNm y análisis GSEA en las líneas 
celulares HBL1 y HDLM2. A) Análisis de la firma de expresión de la vía de señalización del 
receptor BCR, en condiciones basales (tratamiento con DMSO) y después de la incubación 
con Ibrutinib. B) Análisis de expresión de la vía de activación de NFKB en las mismas 
condiciones descritas anteriormente. C) Análisis de la vía de expresión de receptores para 
células B y T dependiente de calcio. Todos los experimentos revelan una activación basal 
seguido de una reducción significativa después de la inhibición de BTK (p-valor<0.000 en 
todos los casos) Todos los experimentos se han realizado por duplicado, encontrando los 
mismos resultados. 
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Figura suplementaria 2: Curvas de supervivencia de los genes alterados en la serie. Curvas de 
supervivencia Kaplan-Meier que demuestran una mayor supervivencia en los casos en los que 
no están mutados los genes BCL10, EP300 y CASP8 (p-valor<0.05), para los parámetros de 
supervivencia global (OBS) y supervivencia libre de fallo (FFS).  
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Tabla suplementaria 4: Resumen de las variantes filtradas en la serie de 12 pacientes 
refractarios diagnosticados con LHc. 
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Tabla suplementaria 5: Correlación de Pearson determinada entre las variables clínicas 
asociadas a cada paciente en el segundo estudio y su marcador de microambiente determinado 
mediante IHQ. 
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