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RESUMEN 

 

 Los linfomas de célula T periféricos (LTP) son enfermedades agresivas, donde 

los tratamientos actualmente disponibles solo consiguen supervivencia del 30% de 

pacientes a los 5 años del diagnóstico, con terapia fundamentalmente basada en 

citotóxicos. En esta tesis presento los resultados de una serie de estudios de expresión 

génica y mutacionales que han llevado a la identificación de diferentes perfiles 

moleculares y genes mutados que permiten avanzar en la subclasificación de los LTP y 

en la identificación de biomarcadores que podrían ser objeto de terapias dirigidas.  

 Para el análisis de expresión se utilizaron una serie de muestras congeladas de 

LTP y tejidos linfoides reactivos, y la tecnología de micromatrices de expresión génica. 

Los resultados obtenidos fueron validados  mediante estudio inmunohistoquímico en 

una serie independiente. Por otro lado, para el análisis mutacional se utilizaron las 

tecnologías de qPCR por discriminación alélica y secuenciación masiva -Next 

Generation Sequencing (NGS). En ambos trabajos, los datos se correlacionaron con 

variables clínicas para determinar su aplicabilidad pronóstica. 

 El primer trabajo permite identificar vías de señalización sobre-expresadas en 

LTP, así la expresión inmunohistoquímica de p-ERK, C-MYC y Ki-67 permite 

identificar subgrupos de pacientes con supervivencia inferior. Adicionalmente, se ha 

observado que la expresión de p-ERK y GATA3 permite reconocer pacientes 

diagnosticados de Linfoma T angioinmunoblástico (LTAI) y linfoma T periférico no 

especificado (LTPNE), respectivamente, con un peor pronóstico. El segundo trabajo, 

permite identificar diversas mutaciones en genes implicados en la patogénesis de los 

LTP. La mutación RHOA-G17V se relaciona con la expresión de p-ERK, p52 y 

marcadores de fenotipo TFH. Por otro lado, la presencia de dicha mutación y en 

reguladores epigenéticos no ayuda a distinguir de forma clara los LTAI de otros 

linfomas con fenotipo TFH. Por otro lado, la mutación PLCG1-S345F se relaciona con la 

expresión de CD30, p50 y GATA3, y confiere peor pronóstico a pacientes con LTPNE. 

Además, pacientes con mutaciones en genes de la vía de JAK/STAT muestran un curso 

clínico agresivo. 

 Los análisis de expresión y mutacionales permiten identificar firmas y genes 

mutados que ayudan a entender la biología de los LTP, revisar su clasificación y 

proponer dianas terapéuticas.   
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SUMMARY 

 

Peripheral T cell lymphomas (PTCLs) are aggressive diseases. The currently 

available treatments, which are fundamentally cytotoxic, only achieve 5-year survival 

following diagnosis in 30% of patients. In this thesis, I present the results of a series of 

gene expression and mutational studies that have led to the identification of different 

molecular profiles and mutated genes, enabling advances in the subclassification of 

PTCLs, and of biomarkers that could be targets of directed therapies. 

 For the expression analysis, a series of frozen samples of PTCLs and reactive 

lymphoid tissues were used, in conjunction with gene-expression microarray 

technology. The results obtained were validated by an immunohistochemical study in an 

independent series. qPCR technologies for allelic discrimination and massive 

sequencing –Next-Generation Sequencing (NGS)– were used for the mutational 

analysis. In both components of the work, correlations of the data with clinical variables 

were sought to determine their prognostic applicability. 

 The first component of the work enabled the identification of overexpressed 

signalling pathways in PTCL. In this way, the immunohistochemical expression of p-

ERK, C-MYC and Ki-67 allowed subgroups with poorer survival to be distinguished. 

Additionally, it was observed that the expression of p-ERK and GATA3 allows the 

recognition of patients diagnosed with angioimmunoblastic T-cell lymphoma (AITL) 

and peripheral T-cell lymphoma not otherwise specified (PTCL NOS), respectively, 

who have poorer outcomes. The second component of the work allowed various 

mutations in genes involved in the pathogenesis of PTCL to be identified. The RHOA-

G17V mutation is associated with the expression of p-ERK, p52 and markers of the TFH 

phenotype. On the other hand, the presence of this mutation and epigenetic regulators 

does not help distinguish AITL clearly from other types of lymphoma with a TFH 

phenotype. The PLCG1-S345F mutation is associated with the expression of CD30, p50 

and GATA3, which confer a poorer prognosis on patients with PTCL NOS. 

Furthermore, patients with mutations in genes of the JAK/STAT pathway exhibit an 

aggressive clinical course.  

 The analysis of expression and of mutations facilitates the identification of gene 

signatures and mutations that help us to better understand the biology of PTCLs, to 

revise their classification and to propose therapeutic targets. 
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AKT Serina/Treonina quinasa 1 

ALK Quinasa de linfoma anaplásico 

AP Inmunofosfatasa 

ATL Leucemia/Linfoma T del adulto 

BAM Mapa de alineación binaria  

BANK1 Proteína scaffold de células B con repeticiones de ankirina 

BCL10 Proteína 10 de Linfomas de célula B 

BCL6 Proteína 6 de Linfomas de célula B 

BCOR Corepresor BCL6 

BCR Receptor de células B 

BLIMP-1 Proteína de maduración 1 inducida por linfocitos B 

BRAF Proto-oncogen, Serina/treonina quinasa 

[Ca2+]i Concentración intercelular de calcio 

Ca2+ Calcio 

CARD11 Miembro 11 de la familia de dominios de reclutamiento de caspasas 

CCR4 Receptor de chemoquinas tipo 4 

CCR5 Receptor de chemoquinas tipo 5 

CD10 Metaloendopeptidasa de membrana 

CD2 Cluster de diferenciación 2 

CD23 Cluster de diferenciación 23 

CD28 Glicoproteína de superficie celular de células T 

CD3 Cluster de diferenciación 3 

CD30 Miembro 8 de la superfamilia de receptores TNF 

CD36 Receptor de colágeno tipo 1 

CD4 Cluster de diferenciación 4 
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CD43 Cluster de diferenciación 43 

CD5 Cluster de diferenciación 5 

CD52 Cluster de diferenciación 52 
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CD79A Proteína asociada a inmunoglobulina de membrana 
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CDC25 Cadena alfa del receptor de Interleuquina 2 
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COT Oncogen tiroideo de cáncer de Osaka 

CREB Proteína de unión al elemento respuesta de AMPc 

c-REL Subunidad de NF-κB 

CSF2RB Receptor beta del factor estimulador de colonias 

Ct Valor del umbral del ciclo  

CXCL13 Ligando 13 de chemoquinas 

CXCR4 Receptor 4 de chemoquinas 

CYLD Cilindromatosis 

DAB Diaminobencidina 

DAG Diacilglicerol 

DNMT3A ADN metiltransferasa 3A 

EATL Linfoma de célula T asociado a enteropatía tipo 2 

EBV Virus de Epstein-Barr 

ECM Matriz extracelular 

ECOG Grupo Coperativo de Oncología del Este 

ePCR PCR en emulsión 

ERK Quinasa regulada por señales extracelulares 

EZH2 Potenciador de zeste homólogo 2 

FAS Receptor de muerte de superficie celular 

FDR Tasa de descubrimiento falso  

FFIP Fijado en formol e incluído en parafina 

FJD Fundación Jiménez Díaz 

FYN Proto-oncogen tirosina quinasa de la familia Src 

GAP Proteína activadora 

GATA3 Factor de transcripción específico de células T trans-activadas 

GDI Factor inhibidor de nucleótidos de guanina 

GEF Factor intercambiador de nucleótidos de guanina 

GLI3 Oncogen asociado a glioma de la familia de dedos de zinc 3 
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GRB-2 Proteína 2 unida al factor de crecimiento 

GSEA Análisis de enriquecimiento de grupo de genes  

GSK3 Glucógeno sintasa quinasa 3 

HHV6B Virus del herpes humano 6B 

HRP Peroxidasa de rábano 

HTLV1 Virus linfotrópico humano tipo 1 

HUMV Hospital Universitario Marqués de Valdecilla 

ICOS Coestimulador inducible de células T 

IDH2 Isocitrato dehidrogenasa 2 

IGF1 Factor de crecimeinto insulínico tipo 1 

IGV Integrated Genome Viewer 

IHQ Inmunohistoquímica 

IL6ST Transductor de señal de la interleuquina 6 

IP3 Inositol 1,4,5-trifosfato 

IPI Índice pronóstico internacional 

IPTCLP Puntuación proyecto internacional de Linfoma de célula T Periférico 

IRF3 Factor 3 regulador de interferón 

ITGAM Subunidad alfa M de integrinas 

ITK Quinasa de célula T inducida por Interleuquina 2 

Iκκ Inhibidor de NF-κB 

Ki-67 Antigen identificado por el anticuerpo Ki-67 

KRAS Kristen RAS 

LACG Linfoma anaplásico de células grandes 

LAT Vinculador para la activación de las células T 

LCCT Linfoma cutáneo de célula T 

LCK Proteína tirosina quinasa específica de leucocitos 

LDH Lactato deshidrogenasa 

LH Linfoma de Hodgkin 

LMA Leucemia mielode aguda 

LNA Ácido nucléico bloqueado  

LNH Linfoma no-Hodgkin 

LPL Lipoproteína lipasa 

LTAI Linfoma de célula T Angioinmunoblástico 
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LTAI-like LTPNE con características de LTAI 

LTP Linfoma de célula T Periférico 

LTPNE Linfoma de célula T Periférico, no especificado 

MAF Menor frecuencia alélica 

MALT1 Proteasa de tejido linfoide asociado a mucosa 

MAP3K14 

(NIK) Proteínas 3 quinasas activadas por mitógenos 14 

MAP3K5 Proteínas 3 quinasas activadas por mitógenos 5 

MAPK14 Proteínas quinasas activadas por mitógenos 14 

MET Receptor tirosina quinasa 

MGAC Acetato de magnesio 

MgCl2 Cloruro de magnesio 

MMLV-RT Transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de Moloney 

mPIT Índice pronóstico para linfoma de célula T modificado 

mTOR Diana de Rapamicina 

MYC Oncogen de mielocitomatosis 

MYD88 Proteína 88 de respuesta primaria de diferenciación mieloide 

NFAT Factor nuclear de activación de células T 

NF-κB Factor nuclear kappa B 

NGS Secuenciación de última generación (next-generation sequencing) 

NK Natural killer 

NLRP2 NLR Family Pyrin Domain Containing 2 

NOTCH Proteína Notch asociada a translocación 

NPM Nucleoplasmina 

NPM-ALK Nucleoplasmina-quinasa de linfoma anaplástico 

NRAS Neuroblastoma RAS 

nt Nucleótido 

NTP Nucleósido trifosfato 

OMS Organización Mundial de la Salud 

PAK7 Quinasa 7 activadora de p21 

PASK Serina/Treonina quinasa con dominio PAS 

PDCD1/PD-1 Proteína programadora de muerte celular 1 

PEG Polietilenglicol 
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p-ERK ERK fosforilada 

PIK3C2B Fosfoinositol-4-fosfatasa 3-quinasas, subunidad catalítica tipo 2 Beta 

PIK3CA Subunidad catalítica alfa de la 3 quinasa fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 

PIK3R1 Subunidad 1 reguladora de PI3K 

PIP2 Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 

PIT Índice pronóstico para linfoma de célula T 

PLC Fosfolipasa C 

PLCG1 Fosfolipasa C gamma 1  

pM Picomolar 

PTEN Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa 

PTK Proteína tirosina quinasa 

qPCR PCR cuantitativa 

RAC Sustrato de Toxina Botulínica C3 Relacionado con Ras 1 

RAF Proto-oncogen RAF1, serina/treonina quinasa 

RAS Proto-oncogen, GTPasa 

RASA1 Proteína activadora 1 de RAS 

RB1 Corepresor transcripcional RB1, retinoblastoma 

RC3H1  Anillo y dominio tipo CCCH 

RELA Subunidad de NF-κB 

RELB Subunidad de NF-κB 

RHO Rhodopsin 

RHOA Miembro A de la familia homóloga de RAS 

ROCK Proteína quinasa 1 con coiled-coil asociada a RHO 

RT-PCR PCR en tiempo real 

SH2 Dominio 2 homólogo a SRC 

SHM Hipermutación somática 

SNF5 Regulador de cromatina 

SNV Variante nucleotídica única 

SOCS5 Supresor 5 de señalización de citoquinas 

SOS Factor intercambiador de nucleótidos RAS/RAC 

SPI1 Factor de transcipción hematopoyético PU.1 

SPSS Paquete estadístico para la Sociedad Científica  

SRC Proto-oncogen tirosina quinasa 
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STAT Transductor de señal y activador de la transcripción  

SYK Tirosina quinasa de bazo  

T-ALL Linfoma/Leucemia linfoblástica aguda de células T 

TBK Quinasa activadora de NF-κB 

TBX21 Factor de transcripción T-box  

TCR Receptor de linfocitos T  

TET2 Ten-Eleven translocation 2 

TFH Célula T colaboradora folicular 

Th Linfocito T colaborador 

TIA-1 Antígeno intracelular restringido a célula T 

TLR Receptor similar a Toll 

TMA Micromatriz de tejido (tissue microarrayer) 

TNFAIP3 Proteína 3 inducida por TNF alfa 

TNFR2 Receptor 2 de TNF 

TNFRSF21 Miembro 21 de la superfamilia de receptores TNF 

TP53 Supresor tumoral p53 

TRAF Factor asociado a TNF 

TYK2 Tirosina quinasa 2 

VAV Factor intercambiador de nucleótidos 

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular 

XBP1 Proteína de unión X-box 

ZAP-70 Proteína quinasa 70, asociada a la cadena Zeta de TCR 

 

CÓDIGOS DE UNA Y TRES LETRAS PARA LOS AMINOÁCIDOS 

     Alanina Ala, A 
 

Leucina Leu, L 
Arginina Arg, R 

 
Lisina Lys, K 

Ácido aspártico Asp, D 
 

Metionina Met, M 
Asparagina Asn, N 

 
Fenilalanina Phe, F 

Cisteína Cys, C 
 

Prolina Pro, P 
Ácido glutámico Glu, E 

 
Serina Ser, S 

Glicina Gly, G 
 

Tirosina Tyr, Y 
Glutamina Gln, Q 

 
Treonina Thr, T 

Histidina His, H 
 

Triptófano Trp, W 
Isoleucina Ile, I 

 
Valina Val, V 

Terminación                       Ter, *
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1.1. Linfomas 

1.1.1. Características generales 

Los Linfomas constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades neoplásicas 

derivados de células T, B o NK en diferentes etapas de su diferenciación. Las 

características clínicas y patológicas de las diferentes categorías de las neoplasias 

linfoides son recogidas en la clasificación de los tejidos hematopoyéticos y linfoides de 

la Organización Mundial de la Salud (OMS) 1, que categoriza los subtipos teniendo en 

cuenta la morfología de las células, el inmunofenotipo y las características clínicas y 

genéticas.  

La clasificación de la OMS clasifica los linfomas en dos categorías principales: 

linfoma de Hodgkin (LH, el primer tipo de linfoma descrito por Thomas Hodgkin en 

1832) y linfoma no-Hodgkin (LNH). El primer tipo representa alrededor del 13% de los 

linfomas y su característica principal es la presencia de células multinucleadas Reed-

Stemberg en un contexto polimorfo. Por su parte, el LNH engloba el 87% restante de las 

neoplasias linfoides. Sólo una pequeña fracción de LNH deriva de las células T y NK, 

mientras que el resto deriva de células B.  

1.1.2. Epidemiología 

Los datos epidemiológicos de los linfomas pueden ser diferentes dependiendo 

del tipo específico de linfoma, la edad y la región geográfica del grupo de estudio 1. Así, 

dentro de los LNH, en países occidentales, los linfomas de células T constituyen el 5-

10% del total del conjunto de los linfomas y el 15-20% de los de mal pronóstico 2. 

 En esta sección se describe el tipo de linfoma relevante para el trabajo de esta 

Tesis Doctoral, linfoma de célula T periférico. 

1.1.3. Linfoma de célula T periférico 

1.1.3.1  Características generales 

Los linfomas de célula T periféricos (LTP) comprenden una variedad de 

desórdenes neoplásicos derivados de linfocitos T maduros post-tímicos. Los linfomas 

derivados de las células NK están también englobados en esta categoría. La mayoría de 
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los linfomas T clasificados como LTP, surgen a partir de linfocitos maduros en el tejido 

linfoide periférico (ganglios linfáticos, bazo y tejidos linfoides asociados a mucosas).  

La clasificación actual de la OMS de las neoplasias de células T maduras y 

células NK tiene en cuenta principalmente la presentación clínica y el lugar primario de 

aparición de la enfermedad (Tabla 1) 1. Los LTP constituyen un subgrupo muy 

heterogéneo de LNH, atendiendo a su presentación clínica, histología, respuesta a 

tratamiento y pronóstico, que representan aproximadamente el 12% de todas las 

neoplasias linfoides 2, 3. En la Figura 1 se muestra la distribución de los subtipos de LTP 

procedente de un estudio internacional con 1314 pacientes 2. 

La incidencia de estas neoplasias varía en función de la región geográfica y la 

raza. En Europa y el norte de América, los linfomas T más frecuentes son los 

ganglionares, que incluyen el linfoma T angioinmunoblástico (LTAI), el linfoma T 

periférico no especificado (LTPNE) y el linfoma anaplásico de células grandes (LACG) 

(ALK-positivo/negativo), mientras que en Asia son más frecuentes el linfoma de células 

maduras NK/T y la leucemia/linfoma de células T del adulto (ATL) 2. En general, los 

LTP tienen una alta incidencia en Asia y el sur/centro de América 1, 4, 5, relacionados 

con la endemicidad de ciertos virus como el virus linfotrópico humano tipo 1 (HTLV1) 

y el virus de Epstein-Barr (EBV), descritos como factores de riesgo en muchos tipos de 

linfomas T 1, 6.  

En la Tabla 2 se muestra una breve descripción de los subtipos de LTP más 

frecuentes en nuestro entorno: el linfoma T angioinmunoblástico (LTAI), el linfoma T 

periférico no especificado (LTPNE) y el linfoma anaplásico de células grandes (LACG). 

En la revisión de la OMS del 2016 1, se ha descrito una entidad provisional denominada 

linfoma T periférico con un fenotipo TFH (LTP-TFH) (Tabla 1). Dobay y cols. muestran 

que este tipo histológico comparte características fenotípicas, clínicas, genéticas y 

moleculares con los LTAI 7.  

1.1.3.2  Características moleculares  

La patogenia de los LTP no es bien conocida, ni tampoco los mecanismos 

moleculares implicados en su desarrollo y progresión, debido a su heterogeneidad, baja 

frecuencia, su gran agresividad clínica y la falta de modelos experimentales.  
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Los LACG son neoplasias compuestas por grupos cohesivos de células grandes 

atípicas, que expresan CD30 8. Alrededor del 50% expresan la quinasa del linfoma 

anaplásico (ALK1) y constituyen una entidad denominada LACG-ALK+. Los casos 

restantes se recogen en otra entidad (LACG-ALK-) 1. Entre las translocaciones 

cromosómicas en las que se encuentra involucrada la quinasa ALK1 en los LACG-

ALK+, se destaca la translocación t(2;5)(p23;q35), que involucra a los genes ALK y 

NPM (nucleoplasmina),  lo que da lugar a la proteína de fusión NPM-ALK 9, que está 

constitutivamente activa favoreciendo la transformación de las células e induciendo la 

activación de la vía de ERK de forma independiente de RAF, por lo que se considera un 

evento clave en la patogénesis de este tumor 10-12. También se han descrito variantes de 

la pareja de fusión con ALK y todas conducen a una sobre-expresión y activación de la 

proteína ALK13. Por lo tanto, la activación constitutiva de la quinasa ALK induce la 

transformación celular y está involucrada en una red de señalización compleja, 

incluyendo las vías de señalización de STAT3, PI3K/AKT y RAS/ERK 13. 

Por otro lado, la translocación t(5;9)(q33;q22) que resulta en la fusión del 

transcrito ITK-SYK se ha descrito principalmente en LTP con patrón folicular y 

perifolicular 14. Algunos autores sugieren que dichos subgrupos forman parte del 

espectro del LTAI 15. Además, estudios en  ratones transgénicos con esta translocación 

mostraron un incremento en la señalización crónica de TCR que podría ser inhibida por 

el tratamiento con inhibidores de la quinasa SYK 16-18. La proteína SYK aparece sobre-

expresada en más del 90% de LTP y el gen mutado en subgrupos específicos de LTP 19.  
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Tabla 1. Clasificación de la OMS para neoplasias de células T maduras y NK  1.  

 

Leucemia prolinfocítica T 

Leucemia de linfocitos grandes granulares 

Enfermedad linfoproliferativa crónica de células NK* 

Leucemia agresiva de células NK 

Enferemedad linfoproliferativa sistémica EBV positiva de la infancia 

Linfoma tipo Hydroa vacciniforme 

Leucemia/ Linfoma T de adulto (ATL) 

Linfoma de células NK/ T extranodal, tipo nasal 

Linfoma T asociado a enteropatía 

Linfoma T intestinal monomófico epiteliotrófico 

Enfermedad linfoproliferativa indolente del tracto gastrointestinal* 

Linfoma T hepato-esplénico 

Linfoma T subcutáneo paniculítico 

Micosis Fungoide 

Síndrome de Sézary 

Enfermedades lifoproliferativas primarias cutáneas CD30 positivas 

          Papulosis linfomatoide 

          Linfoma primario de células grandes anaplásico 

Linfoma primario cutáneo T gamma/delta 

Linfoma primario cutáneo T agresivo epidermotrópico citotóxico CD8 positivo* 

Linfoma primario cutáneo T acral CD8 positivo* 

Linfoma primario cutáneo T pequeñas/ medianas CD4 positivo* 

Linfoma T periférico no especificado (LTPNE) 

Linfoma T angioinmunoblástico (LTAI) 

Linfoma T folicular* 

Linfoma T periférico con fenotipo TFH (LTP-TFH)* 

Linfoma de células grandes anaplásico ALK positivo (LACG/ALK+) 

Linfoma de células grandes anaplásico ALK negativo (LACG/ALK-) 

Linfoma de células grandes anaplásico asociado al implante de mama* 

 

*Entidades provisionales 
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26%

19%

10%

10%

7%

5%

5%

2%

1% 1%
2%

12%

Linfoma T periférico, no especificado

Linfoma T angioinmunoblástico

Linfoma de célula T madura y células NK

Linfoma/Leucemia de células T del adulto

Linfoma anaplásico de células grandes, ALK+

Linfoma anaplásico de células grandes, ALK-

Linfoma T intestinal enteropático

Linfoma Primario Cutáneo anaplásico de células grandes

Linfoma T hepatoesplénico

Linfoma T subcutáneo/paniculítico

Linfoma T periférico no clasificado

Otros

 

Figura 1. Frecuencia relativa de los subtipos de LTP en un estudio internacional de Linfoma de 

célula T. NK= natural killer; ALK= quinasa del linfoma anaplásico 2.  

 

Recientemente, el uso de técnicas de secuenciación masiva ha demostrado la 

presencia de mutaciones en genes de potencial relevancia en linfomas T/NK 20-28. Así se 

han descrito mutaciones activantes en la tirosina quinasa FYN en un 3% de los LTP 

analizados, una quinasa perteneciente a la familia SRC encontrada en linfocitos T y que 

tiene un importante papel en la activación de células T a través de la señalización de 

TCR 20. Además, otros genes relacionados con la vía de señalización de TCR, como 

CD28, LCK, FYN, EZH2, VAV-1 y PLCG1 han sido encontrados mutados en LTP 20-22, 

25-27. También, se han descrito mutaciones en genes implicados en mecanismos de 

modificación epigenética del ADN como IDH2, TET2 y DNMT3A hasta en un 70% de 

los LTP, según las series, especialmente en LTAI 27, 29-32.  

Por otro lado, se ha descrito la activación, en linfomas de célula T, de diferentes 

vías de señalización como PI3K/AKT, NOTCH, JAK/STAT y MAPK 33, 34. Algunos 

autores muestran que la presencia de infecciones virales están involucradas en la 

etiología de los LTP 1, 6, 35.  

Estudios de expresión génica han puesto de manifiesto la existencia de diferentes 

perfiles moleculares en los diferentes subtipos de LTP así como dentro de cada subtipo 

de LTP 36-42. En concreto, se han identificado similitudes moleculares entre LTAI y un 

subconjunto de células T CD4+ denominada célula T colaboradora folicular (TFH) 38, 39, 
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sugiriendo que las células neoplásicas de LTAI podrían derivar de estas células 

TFH. Varios estudios identificaron un subgrupo de LTPNE con características de LTAI y 

células TFH, lo que denominaron LTAI tipo like (LTAI-like) 38, 43. En la clasificación 

actual de la OMS se destaca una entidad provisional que englobaría a este tipo de LTP 

denominado linfoma T periférico con fenotipo TFH 
1 (Tabla 1). Recientemente, se han 

identificado tres subgrupos de LTPNE con implicación pronóstica: uno de ellos 

caracterizado por la sobre-expresión de TBX21 y una mejor supervivencia, y aquellos 

con sobre-expresión de GATA3 o marcadores citotóxicos y peor pronóstico 44. Además, 

los mismos autores identificaron que el subgrupo de tumores con expresión de GATA3 

se relacionaba con las firmas génicas de MYC y proliferación 44. MYC es uno de los 

oncogenes más frecuentemente desregulado en cáncer y está críticamente involucrado 

en el desarrollo de LTP 45.  

Los estudios de expresión génica han demostrado que no todos los LTP 

dependen de la señalización a través de TCR. De Leval y cols. subclasificaron los LTP 

según si su perfil de expresión génica estaba asociado a la vía de señalización de 

TCR/CD3 o de CD30 38. A su vez, está ampliamente demostrado la correlación inversa 

existente entre la expresión de proteínas de ambas vías de señalización en LTP 46, 47. Los 

estudios de expresión génica han llevado a la identificación de nuevos biomarcadores 

con relevantes implicaciones diagnósticas, pronósticas y terapéuticas en LTP 42, 48.  

En la Tabla 2, se muestran más características moleculares y genéticas de los 

diferentes subtipos histológicos de LTP. 
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Tabla 2. Características de los tipos más comunes de LTP 1. 

 Linfoma T 

angioinmunoblástico (LTAI) 
Linfoma T periférico no 

especificado (LTPNE) 

 

Linfoma anaplásico de 

células grandes (LACG) 

Manifestaciones clínicas 

Enfermedad sistémica con 

linfoadenopatía generalizada. 

Los síntomas comunes son: 

fiebre, pérdida de peso y 

presencia de hepatomegalia, 

esplenomegalia y erupciones 

en la piel.  

La afectación extraganglionar 

es frecuente.  

Los pacientes son de mediana 

edad y ancianos. Incidencia 

similar en hombres y mujeres 
49, 50

.  

Categoría heterogénea, que 

no cumple el criterio para ser 

clasificado en otra entidad 

específica de LTP.  

Los pacientes presentan 

ganglios linfáticos 

agrandados, y a menudo 

afectación de médula ósea, 

hígado, bazo y tejidos 

extraganglionares.  

Muchos pacientes son 

adultos. Estos linfomas son 

raros en niños. Son más 

frecuentes en hombres. 

Los LACG/ALK+ son 

frecuentes en niños y adultos 

jóvenes, predominantemente 

en hombres.  

Las fases avanzadas de la 

enfermedad se caracterizan 

por la presencia de 

linfoadenopatía, fiebre y 

afectación de tejidos 

ganglionares y 

extraganglionares.  

Los LACG/ALK- ocurren en 

pacientes mayores y tienen 

un peor resultado clínico 
2, 51, 

52
.  

Morfología 

Infiltrado de células 

polimórficas de tamaño 

mediano con citoplasma 

claro, involucrando nódulos 

linfoides.  

Proliferación de vénulas 

endoteliales altas y células 

dendríticas foliculares.  

A menudo, células B EBV+ 
2, 

53
.  

Infiltrados difusos de células 

atípicas con núcleo irregular. 

Vénulas endoteliales altas 

incrementadas. 

Proporción variable de 

células típicas de este 

linfoma, con un citoplasma 

abundante y núcleo 

arriñonado y excéntrico. 

Inmunofenotipo 

Fenotipo CD4+/CD8+. 

Expresión de antígenos de 

célula T (CD2, CD3 y CD5). 

Expresión de marcadores TFH 

(CD10, CXCL13 y PD-1) 
38, 54

.  

Predominantemente 

fenotipo CD4+/CD8-. Pérdida 

de CD5, CD7 y CD52, y 

expresión de CD2. 

Frecuentemente TCRβ+. 

Algunos casos, expresan 

CD30. Proliferación alta 
5, 55, 

56
.  

Células CD30+. Pérdida de 

expresión de CD2, CD3, CD5 y 

CD43 
57

.  

Muchos casos expresan 

antígenos citotóxicos como 

TIA-1, granzima B y perforina 
58

.  

Alteraciones genéticas y 

Patogénesis 

Frecuentemente, 

reordenamiento clonal de 

TCR.  

Anormalidades genéticas han 

sido descritas, como trisomía 

de los cromosomas 3 y 5, 

ganancia de los cromosomas 

X, 22q, 19 y 11q13, y pérdida 

13q 
49, 59

.   

Se ha sugerido que la 

presencia de los virus EBV y 

HHV6B juegan un papel en la 

transformación maligna de 

estas células 
5, 6

.  

Reordenamiento clonal de 

TCR 
3
.  

Cariotipos complejos.  Se han 

observado ganancia en los 

cromosomas (7q, 8q, 17q y 

22q) y pérdida (4q, 5q, 6q, 

9p, 10q, 12q y 13q) 
59, 60

.   

Estudios de expresión génica 

han revelado un subtipo de 

casos con características de 

LTAI.  

El subtipo LTPNE es una 

entidad heterogénea, que 

probablemente englobe 

diferentes subtipos 
42, 43

.  

Translocaciones en las que 

está involucrada la quinasa 

ALK en LACG/ALK+, lo que 

conlleva a desequilibrios 

cromosomales 
9, 61, 62

.  

Alteraciones en los 

LACG/ALK-, como ganancia 

de 1q y 6p21 
62

.   

Los LACG/ALK+ y ALK- tienen 

alteraciones cromosómicas y 

perfiles de expresión génica 

diferentes, probablemente 

tienen mecanismos 

moleculares diferentes 
61

.  

Abreviaturas: ALK=quinasa de linfoma anaplásico; EBV=virus de Epstein-Barr; HHV6B=virus del herpes humano 6B; TIA-

1=antígeno intracelular restringido a célula T-1; TCR=receptor de célula T; TCRβ=cadena beta del receptor de célula T; TFH=célula 

T colaboradora folicular. 
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1.1.3.3  Factores pronóstico, supervivencia y tratamiento  

Un factor pronóstico importante dentro de los LTP es el subtipo histológico; así, 

la supervivencia global estimada a los 5 años es del 32% en los subtipos LTAI, LTPNE 

y todos los linfomas de células maduras NK/T, 14% en ATL, 70% en los LACG/ALK+ 

y 49% en los LACG/ALK- 2.  

Diversos estudios han descrito múltiples factores pronóstico para la respuesta y 

supervivencia en LTP. El Índice Pronóstico Internacional (IPI) se utiliza para separar 

grupos pronósticos en pacientes con LTP 63 y se calcula teniendo en cuenta el estadio, el 

nivel de lactato deshidrogenasa (LDH) en suero, el estado funcional (ECOG), el número 

de localizaciones extraganglionares afectadas y la edad al diagnóstico 1. Recientemente, 

se ha desarrollado el Índice Pronóstico para Linfoma de célula T (PIT) para pacientes 

con LTPNE basado en la edad, el estado funcional (ECOG), el nivel de LDH en suero y 

la afectación de la médula ósea 64, 65. Este índice se ha modificado (mPIT, índice 

pronóstico modificado para el linfoma de células T) sustituyendo la afectación de la 

médula ósea por el estudio inmunohistoquímico del índice de proliferación Ki-67 55. Por 

otro lado, se ha desarrollado el IPTCLP (índice de un proyecto internacional de LTP) en 

pacientes con LTAI y LTPNE, que tiene en cuenta la edad, el estado funcional y el 

recuento de plaquetas como variables principales 2. Los cuatro factores son útiles para 

predecir la respuesta y la supervivencia en pacientes con LTP 66. Otros marcadores han 

sido sugeridos para predecir la supervivencia en LTP como p53, Ki-67, CD30 y la 

infección por EBV 4, 6, 67.  

 Actualmente, los pacientes con LTP son tratados con CHOP (ciclofosfamida, 

doxorrubicina, vincristina y prednisona) o CHOP-like en el que se incorpora 

antraciclina, pero se trata de una terapia frecuentemente no curativa 68, 69. La respuesta 

inadecuada, ya sea la recaída o la imposibilidad de lograr una remisión, sigue siendo un 

problema importante en estos pacientes. La presencia de una supervivencia global de 

sólo 5.5 meses para los pacientes con LTP en recaída o refractarios que no se 

sometieron a trasplante, destaca la falta de terapias disponibles y eficaces para estos 

pacientes 70. Además, no se destaca una diferencia estadísticamente significativa en la 

supervivencia global después de la recaída entre cada uno de los subtipos de LTP: 

LTAI; 7.7 meses, LTPNE; 6.5 meses, y LACG; 3 meses 70. El mal pronóstico de estos 
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pacientes y el escaso conocimiento de su mecanismo etiopatogénico confirman la 

necesidad de encontrar nuevos regímenes terapéuticos 2, 68.  

Recientemente, se han puesto en marcha ensayos clínicos, que emplean 

fármacos diferentes a los clásicos, para los diferentes subtipos de LTP, con la esperanza 

de descubrir un tratamiento más eficaz. Estos regímenes, que incluyen antraciclinas, 

análogos de nucleósidos, inhibidores de histonas deacetilasas, inhibidores del 

proteasoma y anticuerpos monoclonales, no han incrementado la supervivencia global, 

son mal tolerados o están aún en proceso de experimentación 65, 69, 71-80. Los resultados 

tras el trasplante autólogo de progenitores hematopoyéticos parece prometedor, si bien 

los resultados en la literatura son escasos, controvertidos y la técnica en si misma 

confiere una alta morbilidad 81.   

 Recientes avances en el conocimiento de la biología de estas neoplasias ha 

resultado en la identificación de nuevas dianas terapéuticas que podrían ser utilizadas en 

una terapia individualizada impulsada por biomarcadores 82.  

1.2. Vías de señalización implicadas en LTP 

1.2.1. Vía de señalización de TCR 

Existen numerosos datos que sugieren que la supervivencia de los linfocitos T 

normales y tumorales es dependiente de la activación de su receptor de membrana 

(TCR) 18, 83. TCR es un complejo multimérico constituido por dos cadenas 

polipeptídicas conocidas como α y β, que permanecen unidas covalentemente por 

puentes disulfuro. Se organizan en tres dominios estructurales: un dominio extracelular, 

que es el responsable de la alta especificidad del receptor, una región transmembrana y 

un tallo intracelular, el cual carece de actividad enzimática. TCR se expresa en la 

superficie celular en asociación con cuatro moléculas CD3, las cuales permiten la 

transmisión de la señal al interior celular tras el reconocimiento antigénico.  

Tras el ligamiento del receptor, dos residuos de tirosina son fosforilados 

rápidamente por proteínas tirosinas quinasas (PTK) de la familia SRC (LCK y FYN), 

transformándolos en ligandos de alta afinidad para la PTK de la familia SYK (ZAP-70). 

Estudios realizados con células de humanos y ratones deficientes en ZAP-70 84-86 

confirman la función que esta PTK ejerce en la transducción de la señal. Las acciones 
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coordinadas de estas PTKs permiten el reclutamiento de moléculas de señalización 

portadoras de dominios SH2, incluyendo SOS, GRB-2, PLCG1 y VAV, las cuales se 

asocian con otras proteínas portadoras de residuos de tirosina fosforilados, a través de la 

molécula adaptadora LAT 87-89. De esta manera, se inicia una cascada de señales que 

conduce finalmente a la proliferación celular, la secreción de citoquinas y las funciones 

efectoras. El aumento de la concentración intracelular de calcio ([Ca2+]i), que se 

produce como resultado de la fosforilación y activación de PLCG1 90, es fundamental 

para la estimulación de TCR. La activación de PLCG1 genera los segundos mensajeros 

inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) a partir de la hidrólisis de 

fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) 91. Mientras que IP3 media la elevación de 

[Ca2+]i, esencial para la activación del factor nuclear de activación de células T 

(NFAT), DAG activa la vía de señalización de ERK 92 y la proteína quinasa C (PKC), la 

cual media la activación de NF-κB a través del complejo CARD11-BCL10-MALT1 93. 

Por otro lado, se ha sugerido que ZAP-70 estaría encargada de la unión GRB-

2/VAV/LAT 88, facilitando la translocación de VAV a la membrana y su fosforilación; 

esto contribuye a la reorganización del citoesqueleto a través de la activación de las 

GTPasas RAC, RHO y CDC42 94 (Figura 2). Estudios realizados con líneas celulares 

deficientes en LAT muestran un defecto importante en la fosforilación de PLCG1, así 

como una disminución del flujo de Ca2+ y de la activación de ERK 95, sin embargo la 

fosforilación de ZAP-70 no se ve alterada 87, 95.  

1.2.1.1. Vía de señalización de las MAPK  

La vía de señalización de las MAPK (proteínas quinasas activadas por 

mitógenos) es importante para la regulación de la expresión de genes que controlan 

diversos procesos vitales para la función celular 96. ERK1 y 2 regulan la expresión 

génica en el núcleo celular, donde fosforilan diversos factores de transcripción, entre 

ellos C-MYC 97.  

La activación de dicha vía se inicia con la activación de la GTPasa RAS a través 

de las moléculas de señalización GRB-2 y SOS. A continuación, RAS recluta a la 

quinasa RAF, la cual se encarga de activar a MEK-1 y ésta a ERK 98. Se ha descrito que 

ZAP-70 transloca a SOS y GRB-2 del citoplasma a la membrana, uniéndose a LAT, 

permitiendo la activación de la vía en células T 88. Por otra parte, se han descrito vías 

alternativas de activación de RAS independientes de SOS 99. Además, se le ha atribuido 

a VAV la capacidad de activar la vía 100, 101.  
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Muchos de los genes implicados en la activación de la vía se han encontrado 

mutados en diferentes tipos de tumores 102-104, lo que sugiere una activación aberrante de 

ERK. Por otro lado, se han desarrollado diversos compuestos farmacológicos para 

inhibir la actividad de esta vía, con beneficios clínicos en el tratamiento de tumores 

sólidos 105. Además, el uso de técnicas de inmunohistoquímica podrían ayudar a 

identificar la activación de la vía, a través del reconocimiento de la presencia en el 

núcleo de la proteína ERK fosforilada (p-ERK).   

Estos datos sugieren que la vía de señalización RAS/RAF/MEK/ERK es un 

candidato a ser explorado molecularmente en tumores como los LTP.   

 

1.2.1.2. Vía de señalización de Calcineurina 

Como se ha comentado anteriormente, tras la estimulación de TCR, se induce la 

activación de PLCG1, el cual lleva a cabo la hidrólisis de PIP2 que genera como 

segundos mensajeros IP3 y DAG, los cuales son esenciales para la activación de las 

células T 106. El primero, induce la liberación de [Ca2+]i, que favorece la activación de la 

fosfatasa calcineurina, que defosforila a NFAT y permite su translocación al núcleo 107, 

en el cual participa en la regulación transcripcional de GATA3 108. Además, PLCG1 

está involucrado en múltiples procesos celulares incluyendo proliferación, angiogénesis, 

adhesión, migración y apoptosis 109-113.  

PLCG1 se encuentra sobre-expresado en algunos tumores sólidos 114-116. 

Recientemente, Vaqué y cols. 23 han identificado un 20% de casos de linfoma T cutáneo 

(LCCT) con la mutación S345F en el gen PLCG1. Se trata de una mutación que está 

presente en uno de los dominios catalíticos de la proteína. Un hallazgo similar ha sido 

descrito en LTAI 22, 26, 27 y en ATL 24. Estudios funcionales han mostrado que la 

mutación incrementa la actividad de NFATc1 y aumenta la sensibilidad a inhibidores de 

calcineurina 23. Por otro lado, diversos inhibidores de PLCG1 han sido descritos para 

inhibir los procesos celulares dependientes de PLCG1 117-120. La inhibición de este gen 

podría tener un efecto antiproliferativo en las células tumorales. 
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1.2.1.3. Vía de señalización de las RHO GTPasas 

 Las RHO GTPasas son enzimas de tipo hidrolasas capaces de unirse e hidrolizar 

moléculas de guanosín trifosfato (GTP), su función es regulada por factores 

intercambiadores de nucleótidos de guanina (GEF), proteínas activadoras (GAP) y 

factores inhibidores de nucleótidos de guanina (GDI) 121. En mamíferos se agrupan en 

diferentes familias 122, siendo una de ellas la familia RHO, cuyos miembros más 

conservados evolutivamente son RHOA, RAC1 y CDC42 123, 124. Son moléculas 

transductoras de señales, que una vez activadas, interaccionan con proteínas efectoras 
125  a través de las cuales regulan diversos procesos celulares, incluyendo morfogénesis, 

migración, división y adhesión celular, reordenamiento del citoesqueleto y expresión 

génica 121, 126.   

 VAV-1 es un factor intercambiador de nucleótidos de guanina para las RHO 

GTPasas 127, favoreciendo su activación. Juega un importante papel en la señalización 

de TCR 94, 127-130. Además, es requerido para la activación de las integrinas, el 

reordenamiento del citoesqueleto y la polarización celular 94, 131-134. Mutaciones en VAV-

1 han sido descritas en ATL 24 y en LTP 26, 135. Por su parte,  RHOA está involucrado en 

múltiples procesos celulares incluyendo organización del citoesqueleto de actina, 

proliferación, migración, protrusión, exocitosis/endocitosis y regulación del ciclo 

celular 136-142. Algunos estudios apoyan la idea de que la activación de RHOA promueve 

la tumorigénesis, sobre todo debido a cambios en la motilidad celular 143, 144.  

 La expresión y/o actividad de las RHO GTPasas está frecuentemente alterada en 

las células tumorales 145. La expresión de RHOA se encuentra significativamente 

elevada en algunos tipos de cáncer 146-150, con aumento paralelo a la progresión tumoral. 

Varios estudios recientes han descrito la mutación G17V en el gen RHOA 20-22, 26-28, 151 

en un 70% de casos diagnosticados de LTAI. La activación de RHOA provoca el 

ensamblaje de filamentos de actina y miosina conocidos como fibras de estrés; en 

cambio, la presencia de la mutación reduce la formación de dichas fibras en los 

fibroblastos. Debido a esta mutación, RHOA no es capaz de unirse a GTP, resultando en 

un efecto dominante negativo de la señalización 20-22, 152. Además, la mutación tiene un 

efecto en la proliferación e invasión celular; esto podría explicar el potencial 

oncogénico de RHOA 143. Las células que expresan la forma mutada de RHOA 

aumentan la fosforilación de AKT,  a través de la vía RHOA/ROCK/PTEN, en 
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comparación con las células que tienen RHOA no mutado, asociado con un incremento 

en la proliferación celular 22. Otras mutaciones en el gen RHOA han sido descritas en 

pacientes con LTP, carcinoma gástrico difuso, linfoma de Burkitt y carcinoma de 

cabeza y cuello 20, 26, 153-155.  

 La activación de la vía de señalización de TCR tiene un importante papel en la 

patogénesis de los LTP, ya que induce la expresión de marcadores subrogados. La 

presencia de mutaciones en genes de dicha vía sugiere el potencial desarrollo de terapia 

específica contra genes mutados o vías de señalización activadas por dichas mutaciones. 
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Figura 2. Representación esquemática de las vías de señalización de TCR, NF-κB y JAK/STAT. 

 

1.2.2. Vía de señalización de NF-κB 

 La familia de factores de transcripción NF-κB (factor nuclear kappa B) incluye 5 

miembros: NF-κB1 (p105/p50), NF-κB2 (p100/p52), RelA (también llamado p65), 

RelB y c-Rel. La señalización a través de NF-κB, se divide en dos vías: la clásica o 

canónica (p105/p50, RelA, c-Rel) y la alternativa o no canónica (p100/p52 y RelB) 156, 
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157.  En la mayoría de las células, NF-κB se encuentra inactivo en el citoplasma a través 

de la unión de proteínas inhibidoras IκB (IκBα, IκBβ, IκBε), que contienen múltiples 

dominios con repeticiones de ankirina 158. Los precursores de las proteínas p50 y p52 

(p105 y p100, respectivamente) también se comportan como IκB, al tener dominios con 

repeticiones de ankirina 159. En presencia de un estímulo, se activa el complejo de 

quinasas IκB (IKK), responsables de la fosforilación de IκB y su posterior degradación 

vía proteasoma. De esta manera, los dímeros p50/RelA, c-Rel o p52/RelB, se translocan 

al núcleo donde regulan la transcripción génica 160. La activación de NF-κB es inducida 

por TRAFs (factores asociados al receptor del factor de necrosis tumoral, TNF) 157, 

TCR 161, TLR (receptor similar a Toll) 162 o algunos virus como EBV o HTLV-1 163-165 

(Figura 2).  

Se ha visto que la activación de NF-κB está involucrada en procesos de 

tumorigénesis, a través de la regulación de proliferación, supervivencia, angiogénesis, 

inflamación, metástasis y supresión de apoptosis 166, 167, tanto en tumores sólidos como 

hematológicos 168, 169.  

Se han encontrado alteraciones génicas en diferentes componentes de la vía en 

leucemias y linfomas, incluyendo linfoma difuso de célula grande, leucemia linfocítica 

crónica B, leucemia linfoblástica aguda T o B, LCCT y LTP 23, 26, 27, 170-174. 

Recientemente, se han encontrado mutaciones en CARD11 en linfoma difuso de célula 

grande, ATL, LCCT y LTP 23, 24, 26, 175, y en TNFAIP3 (A20) en linfoma de Hodgkin, 

linfoma de células del manto, linfoma folicular y LCCT 176-178. Además, mutaciones en 

MYD88 han sido descritas en diferentes tipos de linfomas 179. La frecuente activación y 

la presencia de alteraciones génicas en la vía de NF-κB en linfomas, destacan la 

importancia de esta vía en su patogénesis. La inhibición de componentes de esta vía 

podría tener un potencial efecto terapéutico. 

1.2.3. Vía de señalización de JAK/STAT 

Las proteínas JAK (quinasas Janus, JAK1-3 y TYK2) poseen actividad tirosina-

quinasa y se asocian con receptores de citoquinas 180. Tras la unión del ligando, las JAK 

se asocian a los receptores permitiendo su fosforilación, lo que produce la  activación de 

miembros de la familia STAT (transductores y activadores de señales de transcripción, 

STAT1-4, 5A, 5B y 6) 181. A continuación, se produce una interacción STAT/STAT, 
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que se transloca al núcleo donde activan la transcripción génica 182 (Figura 2). Cada 

receptor de citoquinas se acopla a un complejo JAK/STAT específico 183, 184.   

Se ha visto que la vía JAK/STAT está implicada en varios procesos celulares, 

incluyendo proliferación, diferenciación y supervivencia 185-187. Una activación 

aberrante de la vía ha sido descrita en diversos tipos de tumores sólidos y hematológicos 
188-193. Recientemente, mutaciones en la vía JAK/STAT han sido encontradas en 

diferentes tipos de neoplasias hematológicas 23, 24, 26, 194-203. Diversos estudios han 

descrito el uso de inhibidores de JAK/STAT en líneas celulares con inhibición de la 

proliferación celular 203, 204 y en pacientes con neoplasias hematológicas y tumores 

sólidos con mejora en los síntomas e incremento en la supervivencia 205-208. También se 

han desarrollado anticuerpos que pueden inactivar a algunas STAT 209. El uso de 

inhibidores específicos de la vía podría tener un importante papel terapéutico. 

1.2.4. Reguladores epigenéticos 

Modificaciones epigenéticas como la metilación del ADN o la 

metilación/acetilación de histonas juegan un importante papel en varios procesos 

celulares incluyendo la proliferación y diferenciación celular 210.   

1.2.4.1. TET2 

Recientemente, se ha identificado como marcador epigenético a la familia de 

proteínas TET (Ten-Eleven Translocation, TET 1-3), debido a que catalizan la 

conversión de 5-metil-citosina (mC) a 5-hidroximetil-citosina (hmC) 211-213. Sólo TET1 

y TET2 aparecen como involucrados en enfermedades hematológicas malignas 214.   

Estudios realizados en ratones deficientes en TET2 han identificado que 

funciona como un gen supresor cuya haploinsuficiencia está directamente implicada en 

la transformación neoplásica de células de estirpe linfoide y mieloide 215-217. Se trata de 

una de las primeras alteraciones moleculares que aparecen en procesos 

mieloproliferativos y mielodisplásicos relacionados con la edad, se asocia a progresión 

de la enfermedad y a respuesta a ciertas drogas demetilantes 218.   

Mutaciones en TET2 han sido descritas en diferentes tipos de neoplasias 

hematológicas incluyendo leucemia mielomonocítica crónica, leucemia mieloide aguda 

(LMA), leucemia mieloide crónica y LTP 20-22, 26-28, 30-32, 217, 219-224. Las mutaciones en 
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este gen alteran su actividad catalítica, ya que las mutaciones “missense” ocurren en el 

dominio catalítico C-terminal. Mientras que las mutaciones “nonsense” ocurren en el 

dominio N-terminal y dan lugar a una proteína truncada. Estos datos sugieren que la 

interrupción de los procesos de desmetilación del ADN mediados por TET2 son 

importantes para el desarrollo de neoplasias hematológicas 225. La presencia de 

mutaciones en TET2 se ha relacionado con peor pronóstico en LTAI y LTAI-like 31. 

1.2.4.2. DNMT3A 

Los genes de la familia DNMT (DNA (Cytosine-5) methyltransferase, DNMT 1, 

3A y 3B) son metiltransferasas que catalizan la adición de un grupo metilo al residuo 

citosina de los dinucleótidos CpG 226. La metilación del ADN es importante en la 

regulación de la expresión génica y en el mantenimiento de la integridad genómica 227.  

El gen DNMT3A metila el ADN en sitios específicos y repetitivos. Parte de su función 

silenciadora se debe a la modificación de la cromatina tras uniones especificas con 

proteínas como EZH2 (componente catalítico del complejo represor 2 polycomb) 228.  

Estudios realizados en ratones deficientes en DNMT3A han identificado que la 

supresión de este gen promueve el crecimiento tumoral y la progresión en el cáncer de 

pulmón, sugiriendo que puede actuar como gen supresor de tumores y puede ser un 

factor crucial en la génesis de este tipo de tumor 229.  

DNMT3A se encuentra sobre-expresado en diferentes tipos de tumores sólidos 

como próstata, hepatocelular, páncreas y gástrico 230-233, así como en ciertos tipos de 

leucemias 234.  

Mutaciones en el gen DNMT3A han sido descritas en LMA, mielodisplasia, 

leucemia linfoblástica aguda de célula T y LTP 20-22, 26, 28, 30, 32, 226, 235-240. En este último, 

la presencia de mutaciones en DNMT3A se ha asociado frecuentemente con mutaciones 

en el gen TET2 20-22, 27, 30, 32, 240. 

1.2.4.3. IDH2 

Los genes IDH (Isocitrate Dehydrogenase, IDH 1-2) codifican enzimas 

presentes en la mitocondria que participan en reacciones de producción de energía para 

las actividades celulares. Específicamente, IDH2 convierte el isocitrato a 2-

ketoglutarato y éste en energía.  
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La expresión de IDH1 se ha visto disminuida en una etapa temprana de la 

tumorigénesis de piel y se ha visto que está correlacionado con la progresión de este 

tipo de tumor 241. Por otro lado, la sobre-expresión de IDH2 se ha visto en etapas 

avanzadas del carcinoma colorrectal en comparación con etapas tempranas de la 

enfermedad, lo que indicaría que este gen juega un importante papel en este tipo de 

cáncer 242.   

Mutaciones en IDH se han identificado en pacientes con diferentes tipos de 

tumores sólidos y hematológicos 243-248. Todas las mutaciones identificadas hasta la 

fecha han sido en un único aminoácido dando lugar a la mutación R132-IDH1 o su 

análogo en IDH2 (R172). En el caso de LMA, se ha destacado que mutaciones en IDH2 

pero no en IDH1 se asocian con un pronóstico favorable 249. Recientemente,  

mutaciones en el gen IDH2 han sido descritas en un 30-40% de casos diagnosticados de 

LTAI 20-22, 26-29, 32, 249, 250.   

 La presencia de mutaciones en genes que participan en la regulación epigenética 

se ha relacionado con la presencia de la mutación G17V en el gen RHOA 21, 240. Se ha 

propuesto que la adquisición de mutaciones en estos genes podría definir un subgrupo 

de LTP de fenotipo TFH ampliando el espectro del LTAI 21, 251.   

 Una mejor comprensión de los mecanismos moleculares de los LTP podría dar 

lugar a nuevas oportunidades para el tratamiento de este tipo de linfoma. 
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Los Linfomas de célula T Periféricos son un grupo de linfomas agresivos, con 

pobres resultados terapéuticos. La patogenia molecular es parcialmente desconocida y la 

falta de terapias eficientes demanda estudios adicionales para aclarar su mecanismo 

molecular e identificar nuevas dianas terapéuticas. 

La primera parte del proyecto está centrada en el estudio de perfiles de expresión 

génica en Linfomas de célula T Periféricos. Debido a que estos estudios han revelado la 

existencia de diferentes perfiles moleculares en los distintos subtipos de Linfomas de 

célula T Periféricos, los objetivos de esta primera parte de la Tesis fueron:  

a. Identificar firmas moleculares de expresión génica, que revelen rutas de 

señalización importantes en la patogenia de los Linfomas de célula T 

Periféricos. 

b. Identificar genes que pudieran tener implicación pronóstica en Linfomas de 

célula T Periféricos, o  que puedan suponer posibles dianas terapéuticas.  

 

Datos previos indican que la presencia de mutaciones en genes relevantes en 

linfomas de célula T, podría contribuir a explicar su patogenia. Los objetivos de esta 

segunda parte del proyecto fueron: 

 

c. Identificar mutaciones predefinidas y analizar su frecuencia en los diferentes 

subtipos histológicos más comunes de nuestro entorno.  

d. Analizar el significado clínico y pronóstico de dichas mutaciones. 

e. Establecer una correlación entre la presencia de mutaciones y la expresión de 

marcadores subrogados de vías de señalización implicadas en Linfomas de 

célula T Periféricos.  

 

La validación de estos hallazgos y el mejor conocimiento de su papel biológico 

podrían tener un impacto relevante en la identificación de diferentes subtipos de 

Linfomas de célula T Periféricos con diferente pronóstico, que quizá pudieran 

beneficiarse de terapias específicas.  
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3.1. Muestras de pacientes 

Para el estudio de perfiles de expresión génica, se utilizó una serie de cribado 

compuesta por 37 muestras en fresco de LTP (17 LTAI y 20 LTPNE) y 6 muestras de 

tejido linfoide reactivo utilizadas como controles, y una serie de validación 

independiente de 135 muestras (80 LTAI y 55 LTPNE) fijadas en formol e incluidas en 

parafina (FFIP). Estas series también se utilizaron para el estudio de mutaciones en los 

genes RHOA y PLCG1 mediante PCR cuantitativa (qPCR). 

Por otro lado, para el estudio de mutaciones mediante secuenciación de última 

generación (NGS), se utilizó una serie compuesta por 166 muestras FFIP (98 LTAI y 68 

LTPNE).  

Todos los casos incluidos en el estudio fueron tomados al diagnóstico; éste se 

realizó siguiendo los criterios de clasificación de la OMS para linfomas periféricos 1. 

Las muestras biológicas y datos clínicos de los pacientes incluídos en este estudio 

fueron recogidos, procesados y almacenados de acuerdo a los protocolos de calidad, 

seguridad y confidencialidad aprobado por los diferentes Biobancos de hospitales 

españoles y administrados por el biobanco del Hospital Universitario Marqués de 

Valdecilla (HUMV). Su uso fue aprobado por los Comites Éticos de Investigación 

Clínica del HUMV (Santander) y de la Fundación Jiménez Díaz, FJD (Madrid) (Anexo 

I).  

 

3.2. Inmunohistoquímica 

3.2.1. Construcción de micromatrices de tejidos (TMAs) 

Esta técnica permite el análisis simultáneo de muchas muestras tumorales FFIP 

en una misma sección. Se seleccionaron áreas representativas del tumor utilizando para 

ello secciones de hematoxilina-eosina. De dichas áreas se cogieron dos-tres cilindros de 

1mm de diámetro cada uno. Estos cilindros se colocaron según una plantilla 

predefinida, en un nuevo bloque de parafina utilizando un “tissue arrayer” (Beecher 

Instruments, Silver Spring, MD) 252.   

3.2.2. Tinciones inmunohistoquímicas 

Las tinciones inmunohistoquímicas (IHQ) se han realizado en los servicios de 

Anatomía Patológica del HUMV y la FJD y en la Unidad de Anticuerpos Monoclonales 
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del Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas (CNIO). En la Tabla 3, se muestran 

los anticuerpos utilizados en esta Tesis Doctoral. 

Secciones de los TMAs construidos fueron desparafinadas e hidratadas por 

incubación a 56ºC durante la noche, seguido de inmersión en xilol y en un gradiente 

decreciente de etanol. La desparafinación, hibridación y desenmascaramiento del 

antígeno se realizaron en el sistema PT Link (DAKO, Glostrup, Dinamarca). Se llevó a 

cabo la recuperación de antígenos inducida por calor, para ello se sumergieron los 

portaobjetos en EnVisionTM FLEX Target Retrieval Solution (High pH 1X) durante 20 

minutos a 95ºC. A continuación, se realizó la técnica de inmunohistoquímica en el 

sistema robotizado Autostainer Link48 (DAKO) de forma protocolizada utilizando el 

método EnVision. Los portaobjetos se humedecieron durante 15 minutos con el buffer 

de lavado (0.05 mol/L TBS con Tween). Posteriormente, se incubaron con EnVisionTM 

FLEX Peroxidasa de rábano (HRP) durante 5 minutos y a temperatura ambiente, para 

bloquear la actividad peroxidasa endógena. A continuación, se lavaron en el buffer de 

lavado y durante 30 minutos se incubaron con los anticuerpos primarios diluidos de 

manera adecuada. Tras un paso de lavado, se incubaron con los anticuerpos secundarios 

conjugados con un polímero marcado con HRP durante 30 minutos, se lavaron 

posteriormente y se sumergieron en un buffer que contenía un sustrato de 

diaminobencidina (DAB) durante 10 minutos. Las preparaciones se contratiñeron con 

hematoxilina durante 1 minuto, se lavaron y deshidrataron a través de incubaciones 

consecutivas en un gradiente creciente de etanol y xilol, y se montaron automáticamente 

en el sistema Ventana Symphony (Roche, Basilea, Suiza). 

 

3.2.2.1. Doble Inmunohistoquímica 

En este caso, se llevó a cabo un procedimiento de segunda inmuno-fosfatasa 

(AP). El desparafinado, rehidratación, y pasos de recuperación de antígeno se omitieron. 

El anticuerpo primario se aplicó durante 40 minutos, seguido de incubación con el 

reactivo de bloqueo (20 minutos) y el polímero marcado con AP (30 minutos), ambos 

son componentes del sistema de detección de AP Red de Bond Polymer (Leica 

Biosystems). La reacción se desarrolló con el sustrato Fast Red incluido en el sistema de 

detección de Bond Polymer AP Red. Se realizó la contratinción con hematoxilina. 
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3.2.3. Análisis y cuantificación 

 Se evaluó la expresión de los diferentes anticuerpos. El sistema de valoración se 

muestra en la Tabla 3. Las tinciones inmunohistoquímicas fueron evaluadas por dos 

patólogos diferentes con experiencia en procesos hematológicos, en el que tuvieron en 

cuenta tanto la intensidad de tinción como el porcentaje de células tumorales teñidas. 

Tabla 3. Panel de anticuerpos utilizados en el estudio. 

Anticuerpo  Clon  Casa comercial  Positividad  

BCL6 FLEX Mouse monoclonal (PG-B6p) DAKO >10% 

CD10 FLEX Mouse monoclonal (56C6) DAKO >10% 

CD23 FLEX  Rabbit monoclonal (SP23)  DAKO  >10%  

CD3 FLEX Rabbit policlonal  DAKO  >10%  

CD30 Mouse monoclonal (CONGD/B9)  CNIO  >10%  

C-MYC  Rabbit monoclonal (Y69)  ABCAM  >20%  

CXCL13 Goat Policlonal (AF801)  R&D System  >10% 

GATA3 Rabbit policlonal (32858) ABCAM >10% 

ICOS Rabbit Policlonal (FL-199) Santa Cruz Biotechnology  >10% 

Ki-67 FLEX  Mouse monoclonal (MIB-1)  DAKO  >80%  

NFATc1  Mouse monoclonal (7A6)  BD Biosciences  >10%  

NF-κB p50  Rabbit monoclonal  Gene Tex  >10%  

NF-κB p52 Mouse monoclonal  Upstate  >10%  

PD-1  Mouse monoclonal (NAT)  CNIO  >10%  

p-ERK  Rabbit monoclonal (20G11)  Cell Signaling Technologies  >20%  

p-STAT3 Rabbit monoclonal (D3A7)  Cell Signaling Technologies  >10% 

p-STAT6  Rabbit monoclonal (YE361)  ABCAM  >20% 

 

Los casos fueron considerados positivos para p-ERK cuando más del 20% de 

células tumorales mostraron tinción nuclear. Se encontró p-ERK no sólo en células 

tumorales sino también en células dendríticas foliculares, endotelio vascular (usado 

como control interno), y en otras células dendríticas estromales no especificadas. Para 

estar seguros de la condición neoplásica de las células p-ERK positivas, se realizó una 

doble inmunohistoquímica para p-ERK/PD-1 y p-ERK/CD23 en secciones de los TMAs 

construidos. En la cuantificación de PD-1, se establecieron dos grupos: 0, 0-10% de 

células positivas; 1, más del 10% de células positivas, de acuerdo a un estudio 

previamente publicado 253, aunque también podríamos considerar cuatro grupos: 0, 0-

10% de células positivas; 1, 10-30% de células positivas; 2, 30-50% de células 

positivas; 3, más del 50% de células tumorales positivas, de acuerdo a estudios previos 
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7, 254. En esos trabajos, también establecieron cuatro grupos para considerar los casos 

positivos para ICOS, BCL6, CD10 y CXCL13: 0, 0-10% de células positivas; 1, 10-

30% de células positivas; 2, 30-50% de células positivas; 3, más del 50% de células 

tumorales positivas 7, 254. Por su parte, en el caso de C-MYC, se establecieron dos 

grupos: 0, 0-20% de células positivas; 1, más del 20% de células positivas, de acuerdo a 

un estudio previamente publicado 255. De acuerdo a un estudio previo 47, los casos 

considerados positivos para Ki-67 fueron aquellos con un alto índice de proliferación 

(más del 80% de células tumorales). En ese mismo estudio, se establecieron tres grupos 

para considerar los casos positivos para CD30, CD3 y las subunidades de NF-κB (p50 y 

p52): 0, 0-10% de células positivas; 1, 10-80% de células positivas; 2, más del 80% de 

células neoplásicas positivas 47. Los casos fueron considerados positivos para NFATc1 

de acuerdo a un estudio previo 23, en el que establecieron tres grupos: 0, 0-10% de 

células positivas; 1, 10-50% de células positivas; 2, más del 50% de células positivas. 

Los casos positivos para p-STAT3 se agruparon en dos grupos: 0, 0-10% de células 

positivas; 1, más del 10% de las células neoplásicas positivas. Por su parte, para 

considerar los casos positivos para p-STAT6 se establecieron dos grupos: 0, 0-20% 

células positivas; 1, más del 20% de células neoplásicas positivas. Los niveles de 

expresión de GATA3 fueron establecidos en dos grupos de acuerdo a estudios previos: 

0, 0-10% de células positivas; 1, más del 10% de células positivas 44, 256. Iqbal y cols. 

establecieron los niveles de expresión de GATA3 en tres grupos: 0, 0-40% de células 

positivas; 1, 40-80% de células positivas; 2, más del 80% de células positivas 44. Por 

otro lado, Wang y cols. 256 mostraron que la calificación de GATA3 es altamente 

variable, debido al porcentaje de células positivas y a la intensidad de tinción. 

Mostraron que más del 85% de casos GATA3 positivos mostraban expresión en más del 

30% de las células tumorales. Sin embargo, no todos ellos tenían la misma intensidad de 

tinción. Así, concluyeron que los casos GATA3 positivos eran aquellos con una tinción 

nuclear mayor del 10% de las células tumorales. Cuando nosotros subdividimos los 

casos de acuerdo al porcentaje de células tumorales e intensidad de tinción, hemos 

establecido tres grupos: 0, 0-10% de células positivas; 1, 10-80% de células positivas; 2, 

más del 80% de células GATA3 positivas. 

3.3. Extracción de ARN 

La extracción de ARN de muestras en fresco fue realizada utilizando el reactivo 

TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), siguiendo el siguiente protocolo: las muestras 
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en fresco fueron cortadas con un criostato y las secciones fueron homogeneizadas 

utilizando un homogeneizador polytron (Capitol scientific, Inc., Austin, Texas). Las 

muestras homogeneizadas fueron lisadas añadiendo 1ml de TRIzol. Posteriormente, se 

añadieron 200µl de cloroformo, se mezclaron y centrifugaron 10 minutos a 12000g y a 

4ºC. La fase acuosa, conteniendo el ARN, fue transferida a un nuevo tubo y fue 

recuperado por precipitación al añadir isopropanol (proporción 1:1). El pellet fue 

incubado durante 10 minutos a temperatura ambiente y centrifugado durante 5 minutos 

a 7000g y a 4ºC. Posteriormente, fue lavado con 500µl de etanol al 70% y resuspendido 

en 30µl de agua libre de nucleasas. El ARN resultante fue purificado utilizando el kit 

RNeasy (Qiagen Inc., Valencia, CA). El ADN contaminante fue digerido incubando con 

DNase I (RNase-free DNase I Set; Qiagen) durante 15 minutos. Los ARNs fueron 

cuantificados en el NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific) y almacenados a -80ºC. 

3.4. Extracción de ADN genómico (ADNg) 

La extracción de ADNg de muestras FFIP para el estudio de mutaciones, fue 

realizada con el kit QIAamp® DNA FFPE Tissue (Qiagen Inc, Valencia, CA, USA), 

siguiendo el siguiente protocolo: las muestras FFIP fueron cortadas con el micrótomo, 

realizando 3 cortes de 10µm de espesor cada uno (30µm). A continuación, se llevó a 

cabo la desparafinación de las muestras; para ello, se añadió 1ml de xilol y se dejó fijar 

durante 15 minutos, posteriormente, se centrifugó 3 minutos a 13000 rpm. Este paso se 

repitió dos veces más. Las muestras fueron hidratadas añadiendo 1ml de etanol al 100% 

y dejando reposar durante 15 minutos, posteriormente se centrifugó durante 3 minutos a 

13000 rpm. Este paso se repitió dos veces más. A continuación, se incubaron las 

muestras a 56ºC durante 20 minutos para la evaporación del etanol. Las muestras 

liofilizadas fueron sometidas a digestión enzimática, resuspendiendo el tejido en 180µl 

de buffer ATL y 20µl de Proteinasa K, se homogeneizaron en el vórtex y se incubaron a 

56ºC durante toda la noche y en agitación. Posteriormente, se incubaron durante 1 hora 

a 90ºC, para deshacer las alteraciones que ocasiona el formol en los ácidos nucleicos. 

Finalmente, se llevó a cabo la extracción del ADN: se añadieron 200µl de buffer AL y 

200µl de etanol al 100%, se homogeneizaron las muestras con el vórtex. Se añadió todo 

el volumen en la columna y se centrifugó a 8000 rpm durante 1 minuto. Se añadieron 

500µl del buffer de lavado AW1 y se centrifugó a 8000 rpm 1 minuto. Posteriormente, 

se añadieron 500µl del buffer de lavado AW2 y se centrifugó a 8000 rpm 1 minuto. Se 

centrifugó la columna vacía para secar la membrana completamente durante 3 minutos a 
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13000 rpm. Se añadió agua libre de nucleasas (100µl), se incubó 1 minuto a temperatura 

ambiente y se centrifugó a 13000 rpm durante 1 minuto. La cuantificación de los ADNs 

se llevó a cabo en el Qubit® 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), utilizando el kit 

Qubit® dsDNA HS Assay (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Los ADNs fueron 

almacenados a -20ºC. 

3.5. Micromatrices de expresión génica 

 Las micromatrices de expresión génica son técnicas de alto rendimiento que se 

utilizan para el análisis de expresión de miles de genes de forma simultánea, utilizando 

la intensidad de fluorescencia capturada a través del escaneo de una imagen. La 

intensidad de cada pixel en el que se divide la imagen se transforma en un número 

utilizando las herramientas de análisis de imagen adecuadas. En este estudio se ha 

utilizado la micromatriz Whole Human Genome Microarray (Agilent Technologies, 

Inc., Santa Clara, CA, USA) (formato 4x44K). Para el análisis de expresión génica se 

utilizaron 37 muestras LTP en fresco, incluyendo 17 LTAI y 20 LTPNE, y 6 

hiperplasias linfoides reactivas ganglionares utilizadas como controles. La extracción 

del ARN se describe en el apartado 2.3. La purificación, amplificación e hibridación en 

la micromatriz fue realizada por el Servicio de Microarrays del CNIO, siguiendo las 

instrucciones del fabricante (Agilent Technologies), que se muestran a continuación. 

Los datos están disponibles en la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) con el 

número de acceso GSE36172. 

 

3.5.1. Síntesis de ADNc desde ARN total 

 Se mezclaron 2µg de ARN total con 2µl del Agilent´s Two-Color Spike-in RNA 

control (diluido 5000 veces) y amplificado utilizando el kit Agilent Low RNA Input 

Fluorescent Amplification (Agilent Technologies). La mezcla en un volumen final de 

6.5µl (concentración total de al menos 5ng/µl) fue mezclada con 5µl del cebador del 

promotor T7. A continuación, se llevó a cabo la desnaturalización, incubando la 

reacción a 65ºC durante 10 minutos, seguido de 5 minutos en hielo. Seguidamente, se 

añadieron 8.5µl de ADNc Master Mix (4µl de 5X First strand buffer + 2µl  de 0.1M 

DTT + 1µl  de 10mM dNTP mix + 1µl de MMLV-RT + 0.5µl de RNase OUT) y las 

muestras se incubaron a 40ºC en un baño de agua circulante durante 2 horas, y a 65ºC 

durante 15 minutos en un termobloque para inactivar la transcriptasa inversa del virus 
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de la leucemia murina de Moloney (MMLV-RT). Finalmente, las muestras fueron 

incubadas en hielo durante 5 minutos. 

 

3.5.2. Síntesis de ARNc fluorescente: transcripción in vitro e incorporación de 

fluorocromos 

 En cada tubo se añadieron 2.4µl de 10mM Cyanine 3-CTP (muestra) o 2.4µl de 

10mM Cyanine 5-CTP (referencia, Stratagene Universal Human Reference RNA). 

Seguidamente, a cada muestra se añadieron 57.6µl de Transcription Master Mix (15.3µl 

de agua libre de nucleasas + 20µl de 4X Transcription buffer + 6µl de 0.1M DTT + 8µl 

de NTP mix + 6.4µl de 50% PEG + 0.5µl de RNase OUT + 0.6µ de pirofosfatasa + 

0.8µl de ARN polimerasa T7) y se incubaron en un baño de agua circulante a 40ºC 

durante 2 horas. Después de la amplificación, cada muestra se evaluó en el NanoDrop 

ND-2000 para medir el rendimiento. 

 

3.5.3. Hibridación 

 El ARNc fue preparado de la siguiente manera: 0.75µg del ARNc amplificado 

marcado con Cy-3 fue mezclado con 0.75µg del ARNc amplificado de referencia 

marcado con Cy-5, 50µl de los controles 10X y agua libre de nucleasas hasta un 

volumen final de 240µl. La solución de hibridación fue preparada añadiendo 240µl de 

2X target solution y 10µl de buffer de fragmentación 25X. La mezcla fue incubada a 

60ºC durante 30 minutos en un termobloque. A continuación, se añadieron 250µl de 

buffer de hibridación 2X (procedente del kit In situ Hybridization). Se añadieron 490µl 

de esta solución de hibridación a la micromatriz Whole Human Genome y se ensambló 

en una cámara de hibridación de micromatrices (G2534A). Posteriormente, las cámaras 

fueron cargadas en los racks del rotor de hibridación y se pusieron a girar a 4 rpm. La 

hibridación se realizó en un horno rotatorio (10 rpm) a 60ºC durante 17 horas. 

 Las etapas de lavado se realizaron a temperatura ambiente y en oscuridad. En 

primer lugar, los ensamblajes se sumergieron en la solución de lavado 1, durante 1 

minuto con agitación magnética. Los portaobjetos fueron transferidos a la solución de 

lavado 2 y se lavaron durante 1 minuto. Seguidamente, se sumergieron en acetonitrilo 

durante 30 segundos. Los portaobjetos secos fueron escaneados con el sistema 

G2565BA Microarray Scanner System (Agilent Technologies). 
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3.5.4. Análisis de datos 

Una vez que se tiene la señal de expresión bruta de todas las sondas de una 

micromatriz, es necesario procesarlas y normalizarlas, para eliminar la variabilidad 

ligada al proceso de hibridación y escaneo de las matrices. La normalización permite 

corregir las diferencias de distribución de los valores de intensidad en las distintas 

matrices. Además, es necesario procesar los datos antes de su análisis, para ello es muy 

habitual utilizar una transformación logarítmica de escala, habitualmente en base 2 

(log2) de los datos de expresión relativa, que los traslada al rango (-∞, +∞), con los 

valores positivos indicando sobreexpresión y los valores negativos indicando sub-

expresión 257. Es importante tener en cuenta que la cantidad de ARNm transcrito no 

tiene porque corresponder exactamente con el nivel de expresión del gen asociado, ni 

con la cantidad de proteína que codifica dicho gen. La tecnología de las micromatrices 

de expresión, aunque es válida en términos globales, tiene que ser interpretada con 

cuidado y los datos obtenidos deben ser validados con información procedente de otras 

fuentes de datos. Los datos se procesaron y analizaron con el programa Feature 

Extraction (versión 10.7.3.1.) (Agilent Technologies). La normalización, procesamiento 

y análisis de los datos fue realizada por el grupo de bioinformática del CNIO 

(http://combine.bioinfo.cnio.es/). 

3.5.4.1. Análisis de enriquecimiento en grupos de genes (Gene Set Enrichment Analysis 
(GSEA)) 

 Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) (http://www.broad.mit.edu/gsea) es un 

método de cálculo que determina si, a priori, un conjunto predefinido de vías de 

señalización muestra diferencias estadísticamente significativas entre dos estados 

biológicos. En esta Tesis Doctoral, el estudio de expresión génica se utilizó para 

identificar conjuntos de genes relacionados con LTP en comparación con hiperplasias 

linfoides reactivas ganglionares. Para generar la base de datos de genes se utilizaron 

Biocarta (http://www.biocarta.com) y otras fuentes públicas disponibles a través de la 

base de datos de firma molecular (MSigDB: http://www. 

broad.mit.edu/gsea/msigdb/index.jsp), incluyendo aquellos más relevantes en la 

patogénesis de los linfomas y la respuesta inmune. El análisis se realizó con 1000 

permutaciones. Se excluyeron los genes con más del 30% de los valores perdidos, y 

sólo se analizaron los conjuntos de genes que satisfacían los criterios de tamaño 
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(mínimo=5, máximo=500 genes). Se consideraron significativas las vías de señalización 

con p<0.05 y FDR<0.250 258.  

3.6. Detección de mutaciones en KRAS y NRAS 

 El análisis del estatus mutacional de los exones 2, 3 y 4 de los genes KRAS y 

NRAS fue realizado en los casos con expresión de p-ERK. Esto se hizo por 

amplificación mediante PCR y pirosecuenciación del ADNg.  

3.6.1. Detección de mutaciones en KRAS mediante PCR en tiempo real (RT-PCR)  

 Se utilizó el kit cobas® KRAS Mutation, que consiste en una amplificación 

mediante PCR en tiempo real (RT-PCR) del ADN utilizando parejas de cebadores 

complementarios y dos sondas oligonucleotídicas marcadas con fluorescencia. Los  

cebadores utilizados definen una secuencia de 85 pares de bases (pb) del exón 2 que 

contiene los codones 12 y 13 y una secuencia de 75 pb del exón 3 que contiene el codón 

61 del gen KRAS. La amplificación tiene lugar únicamente en las regiones del gen 

situadas entre los cebadores. No se amplifica el gen entero. Por otro lado, una de las 

sondas utilizadas está diseñada para detectar la secuencia de los codones 12/13 del exón 

2, y la otra sonda está diseñada para detectar la secuencia del codón 61 en el exón 3 del 

gen KRAS. Las reacciones se corrieron en placas de 96 pocillos con un volumen final de 

25µl, utilizando 100ng de ADNg, 10μl de MasterMix, 10μl del cebador KRAS 12/13 o 

KRAS 61 y 6μl de acetato de magnesio (MGAC). Todos los análisis se realizaron en el 

sistema cobas® 4800 RT-PCR system (Roche Applied Science), de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. Cada placa contiene un control de mutación, un control 

negativo y un calibrador para confirmar la validez del análisis. Los casos no mutados se 

analizaron por pirosecuenciación.  

 

3.6.2. Detección de mutaciones en KRAS y NRAS mediante RT-PCR y 

pirosecuenciación 

 Se utilizó el kit therascreen KRAS/NRAS Pyro (Qiagen). Las reacciones se 

corrieron en placas de 24 pocillos con un volumen final de 25µl, utilizando 10ng de 

ADNg, 12.5μl de MasterMix 2X PyroMark, 1μl del cebador 12/13 o del cebador 61, 

2.5µl de CoralLoad concentrado 10X y 4μl de agua. Las reacciones se incubaron en un 

termociclador a 95ºC durante 10 minutos, seguido de 42 ciclos de amplificación (95ºC 
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durante 20 segundos, 53ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 20 segundos) y 

finalmente durante 5 minutos a 72ºC. Después de la amplificación, se añadieron 70µl de 

la MasterMix para inmovilizar el ADN (2µl de estreptavidina sefarosa, 40µl del buffer 

de unión PyroMark y 28µl de agua) a 10µl del producto de PCR biotinilado, se agitó la 

placa durante 15 minutos a 1400 rpm y a temperatura ambiente. Los productos de PCR 

fueron procesados de acuerdo con las instrucciones del fabricante en un ensayo de 

pirosecuenciación en un sistema PyroMark Q24 (Qiagen). Los casos no mutados se 

analizaron utilizando un ensayo de pirosecuenciación usando RAS Extension Pyro 

Primers (Qiagen). 

 

3.6.3. Detección de mutaciones en KRAS y NRAS mediante RT-PCR y 

pirosecuenciación con el ensayo RAS Extension Pyro 

 Se utilizó el kit RAS Extension Pyro Primers (Qiagen) para el estudio de 

mutaciones en los exones 3 y 4 de los genes KRAS y NRAS. Las seis regiones (codones 

58/59, 117 y 146) fueron amplificadas separadamente por PCR y secuenciadas a través 

de una región definida. Las reacciones se corrieron en placas de 24 pocillos con un 

volumen final de 25µl, utilizando 10ng de ADNg, 12.5μl de MasterMix 2X PyroMark 

PCR, 1μl del cebador 58/59 o del cebador 117 o del cebador 146 de KRAS o NRAS, 

2.5µl de CoralLoad concentrado 10X y 4μl de agua. Las reacciones se incubaron en un 

termociclador a 95ºC durante 15 minutos, seguido de 42 ciclos de amplificación (95ºC 

durante 20 segundos, 53ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 20 segundos) y 

finalmente durante 5 minutos a 72ºC. Después de la amplificación, se añadieron 70µl de 

la MasterMix para inmovilizar el ADN (2µl de estreptavidina sefarosa, 40µl del buffer 

de unión PyroMark y 28µl de agua) a 10µl del producto de PCR biotinilado, se agitó la 

placa durante 15 minutos a 1400 rpm y a temperatura ambiente. Los productos de PCR 

fueron procesados de acuerdo con las instrucciones del fabricante en un ensayo de 

pirosecuenciación en un sistema PyroMark Q24 (Qiagen).  

 

3.7. Detección de mutaciones en los genes RHOA y PLCG1 por PCR 

cuantitativa (qPCR) 

3.7.1. Detección de las mutaciones por discriminación alélica mediante qPCR 
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 Para identificar la presencia de las mutaciones se utilizaron ensayos qBiomarker 

Somatic Mutation PCR Assay, que fueron diseñados y validados por SABioscience-

Qiagen para nuestro grupo. Se trata de un método semi-cuantitativo que tiene una 

sensiblidad suficiente para detectar la presencia de mutaciones por debajo del 10% en 

muestras FFIP. Todos los análisis se realizaron en el termociclador 7500 Fast RT-PCR 

system, utilizando el programa 7500 program (versión 2.0.6.) (Applied Technologies). 

Las reacciones se corrieron por duplicado en placas de 96 pocillos con un volumen final 

de 10µl, usando 20ng de ADNg, 5µl de qBiomarker Probe Master Mix y 0.4µl de 

qBiomarker somatic Mutation PCR Assay (conteniendo o no la mutación), utilizando el 

programa: 95ºC durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificación de 95ºC 

durante 15 segundos y 60ºC durante 60 segundos. En todos los ensayos se incluyeron 

controles positivos y negativos. El umbral de detección se fijó en 0.05. Los valores Ct 

se calcularon para todos los ensayos de los alelos mutados. Esto representa la cantidad 

de alelo mutado específico que se detecta en cada muestra. Las muestras se 

consideraron positivas para la mutación cuando ΔCt (Ct mutado – Ct referencia)<5. Los 

casos con valores Ct de la referencia mayores de 35 no se consideraron valorables. 

 

3.7.2. Detección de la mutación S345F en el gen PLCG1 por PCR a tiempo real 

combinada con LNA (locked-nucleic-acid) 

Todos los análisis se realizaron en el termociclador LightCycler 480 system, 

(Roche Ciencias Aplicadas, Indianapolis, IN). Las reacciones  se prepararon en un 

volumen final de 20µl conteniendo: tampón de reacción 1X, 0.5 unidades de 

LightCycler® FastStart Taq polimerasa 10X (Roche Applied Science, Indianapolis, IN), 

50ng de ADN, 0,4mM de cada cebador de PCR (Fw: 5'-

TGACCATACCTACCTGCCTCT-3'; Rv: 5'-CACTGGGGAGCAACATCA-3'), MgCl2 

2,5mM, 0,2µM sensor (5'-LCRed640- GGACTCACTGAAGAACTGGTCCC -PH), 

0,2µM anchor (5'-GCAGCGAGCATAGGCTTCCAAGG-FL), y 2µM del 

oligonucleótido que contiene LNA-nativo-específico (5'-TCACTGGAGAACTG-NH2). 

Las sondas fueron diseñadas por TIB- Molbiol (Berlín, Alemania) 23. Las reacciones se 

incubaron en el LightCycler II (Roche Applied Science) a 95°C durante 10 minutos para 

activar la Taq polimerasa, seguido de 45 ciclos de amplificación a 95°C durante 10 

segundos, 60ºC durante 10 segundos, y 72°C durante 15 segundos. Tanto el sensor 
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como el anchor de LNA están fosforilados en el extremo 3' de modo que no pueden 

funcionar como cebadores. 

Inmediatamente después de los ciclos de amplificación, los productos de la PCR 

fueron desnaturalizados a 95°C y después a 40°C para permitir la hibridación con las 

sondas marcadas con fluorescencia. La temperatura se aumentó luego a 75°C a una 

velocidad de 0,11°C/s. La sonda de sensor nativo se disocia de la mutante después (a 

una temperatura más alta). La disociación de la sonda de sensor termina la transferencia 

de energía de resonancia de fluorescencia entre el sensor y el anchor, que se registra de 

forma automática por el instrumento. Los resultados fueron analizados utilizando el 

software LightCycler™ 3.5 (Roche Ciencias Aplicadas, Indianapolis, IN). 

 

3.7.3. Detección de las mutaciones por secuenciación de Sanger  

 Para confirmar los resultados mutacionales obtenidos, se analizaron los casos 

para detectar las mutaciones mediante amplificación de la región genómica y 

secuenciación capilar. Para ello, se diseñaron cebadores, para cada tipo de mutación, 

con el programa Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3). Posteriormente se 

chequearon con el programa UCSC Genome Browser PCR in silico. Los datos se 

analizaron utilizando el programa bioinformático Chromas (versión 2.4.1.). En la Tabla 

4, se muestran las secuencias 5`-3` de los cebadores forward y reverse, respectivamente, 

para las mutaciones estudiadas en los genes RHOA y PLCG1. 

 

Tabla 4. Primers diseñados (programa Primer3) para la validación, mediante secuenciación de 

Sanger, de las mutaciones estudiadas (aa=aminoácido; nt=nucleótido).  

Gen Cambio nt Cambio aa Forward Reverse 

RHOA  c.50G>T p.G17V CCAAAGCATGTGTCATCCTG  GGAACTGGTCCTTGCTGAAG      

PLCG1  c.1034T>C p.S345F GGCCCATCTGACCATACCTA  GGGGAGCAACATCACCAT 

 

 

3.8. Secuenciación de última generación (NGS) mediante Ion Torrent 

3.8.1. Diseño del panel de genes a estudiar 

 Para el diseño del panel, se utilizaron las bases de datos KEGG 

(http://www.genome.jp/kegg/) y BioCarta, y datos previamente publicados en linfomas 
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T. Se incluyeron 48 genes involucrados en la vía de señalización de TCR, así como vías 

relacionadas como NF-κB, JAK/STAT, PI3K y MAPK, entre otras (Tabla 5). Las 

secuencias exónicas de los genes seleccionados se extrajeron mediante el programa 

UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/). Las coordenadas de las secuencias 

genómicas se basaron en el NCBI Build 37 (UCSC hg19). Se utilizó la herramienta de 

diseño Ion AmpliSeqTM Custom panel Designer (Life Technologies) 

(https://www.ampliseq.com/browse.action) para diseñar los cebadores para el kit Ion 

AmpliSeqTM Library (Life Technologies). El resultado del diseño consistió en dos 

grupos de cebadores, con un total de 1591 amplicones. El tamaño medio de amplicón 

fue de 175 pb. 

Tabla 5. Genes analizados mediante la herramienta AmpliSeq y el secuenciador Ion Proton. 

              

AKT2  IDH2*  PAK7  RHOA* 

BANK1  IL6ST  PASK  SOCS5 

BCOR  ITGAM  PDCD1  SPI1 

CARD11  JAK1*  PIK3C2B  STAT1 

CCR4  JAK3*  PIK3CA  STAT3* 

CD36  KRAS  PIK3R1  STAT5A 

CD79A  LPL*  PLCG1  TBK1 

CSF2RB  MAP3K14  PTEN  TET2 

CYLD  MAP3K5  RASA1  TNFRSF21 

DNMT3A*  MAPK14  RB1  TP53* 

FAS  NLRP2  RC3H1  TRAF3 

GLI3  NRAS  RELB  TRAF6 

         

* Regiones específicas           

              

 

3.8.2. Cualificación y cuantificación del ADNg mediante RT-PCR  

 Para realizar secuenciación NGS es necesario que el ADN tenga buena calidad. 

Debido a que los métodos de cuantificación de ADN, incluyendo espectrometría y 

fluorimetría, no diferencian entre ADN amplificable o no amplificable, la cualificación 

y cuantificación del ADNg fue realizada utilizando el kit KAPA Human Genomic DNA 

Quantification and QC  (KAPA Biosystems), que determina la fracción amplificable del 

ADN presente en una muestra. Este sistema utiliza tres ensayos de qPCR, generando 

tamaños de amplicón de 41 pb, 129 pb y 305 pb. En primer lugar, las muestras fueron 

diluídas en una solución con Tris-HCl 10mM pH8 y 0.05% Tween 20, hasta estar en el 
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rango dinámico de 0.1-1ng/µl. A continuación, se llevó a cabo la PCR en tiempo real 

utilizando 2µl de muestra diluída o de los estándares, 6µl de la mix KAPA (KAPA 

SYBR® FAST qPCR máster mix 2X + cebador premix (41, 129 o 305 pb)), 0.2µl ROX 

low 50X y 1.8µl agua libre de nucleasas. Las reacciones fueron incubadas por triplicado 

en placas de 96 pocillos, a 95ºC durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 10 segundos 

a 95ºC y 30 segundos a 62ºC. Para llevar a cabo esta técnica, se utilizó el sistema 7500 

Real Time System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Los datos fueron 

analizados utilizando el archivo disponible en la web 

(http://www.kapabiosystems.com/product-applications/products/next-generation-

sequencing-2/hgdna-quantification/), en el que se calcula el valor ΔCt para cada muestra 

(Ct muestra – Ct referencia).   

3.8.3. Construcción de librerías de ADN 

 Una vez testada la calidad del ADN de las muestras, se construyeron las 

librerías, utilizando 30ng de ADNg, dos grupos de cebadores AmpliSeq para cada 

muestra y el kit Ion AmpliSeqTM Library (Life Technologies). En primer lugar, se llevó 

a cabo una amplificación por PCR: 2µl Ion AmpliSeq HiFi mix 5X, 5µl Ion AmpliSeq 

Primer (grupo 1 o 2) y 3µl ADNg. Las reacciones fueron incubadas a 99ºC durante 2 

minutos, seguido de 20 ciclos de 15 segundos a 99ºC y 4 minutos a 60ºC. De esta 

manera, se hibridaron los cebadores de los genes a estudio con el ADNg. A 

continuación, se añadió a cada muestra amplificada 0.9µl de FuPa para la digestión de 

los cebadores. Las reacciones fueron incubadas a 55ºC durante 10 minutos, seguido de 

10 minutos a 55ºC, 20 minutos a 60ºC y 60 minutos a 10ºC. Posteriormente, se llevó a 

cabo la preparación de las librerías de los adaptadores, los cuales proporcionan las 

secuencias de hibridación necesarias para la posterior amplificación y secuenciación de 

los fragmentos de la librería, para ello se añadieron 2µl Ion P1 Adapter, 2µl del 

correspondiente Ion XpressTM Barcode (1-32) y 4µl de agua libre de nucleasas. Una vez 

hecho esto, se llevó a cabo la ligación de las secuencias adaptadoras a los amplicones: a 

los productos de PCR anteriores se les añadió 1µl de la librería de los adaptadores, 2µl 

de la solución Switch y 1µl de DNA Ligase. Las reacciones fueron incubadas durante 

60 minutos a 22ºC, seguido de 10 minutos a 72ºC y 60 minutos a 10ºC. A continuación, 

se purificó la librería creada con bolas magnéticas, para ello se añadieron 22.5µl de 

Agencourt AMPure XP y se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos para que 

las bolas capturasen el ADN; se pusieron en una placa magnética durante 2 minutos y se 
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hicieron dos lavados con 150µl de etanol al 70% para limpiar las bolas. Se retiró el 

etanol y se dejaron secar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se 

añadieron 25µl de TE-low, se incubaron 2 minutos en la placa magnética y se recuperó 

el sobrenadante conteniendo la librería en tubos limpios. 

 

3.8.3.1 Cuantificación de las librerías por qPCR  

Una vez obtenidas las librerías, se cuantificaron mediante qPCR para poder 

normalizarlas y obtener librerías con la misma concentración para que haya 

equimolaridad entre muestras, utilizando el kit Library Quantitation  kit (Life 

Technologies). Para ello, se realizaron diluciones seriadas (1/5, 1/10, 1/100) de las 

librerías. Las muestras se analizaron por triplicado en un volumen final de 20µl. En 

todos los ensayos se incluyeron controles negativos y estándares. Para cada muestra, 

control y estándar se mezclaron 10µl de la MasterMix TaqMan 2X, 1µl del ensayo Ion 

TaqMan 20X y 15µl de agua libre de nucleasas. Se dispensaron 15µl por pocillo en una 

placa de 96 pocillos. A continuación, se añadieron 5µl de cada librería diluida, control o 

estándar a cada pocillo. Las reacciones fueron incubadas a 50ºC durante 2 minutos, 

seguido de 20 segundos a 95ºC, y 40 ciclos de 1 segundo a 95ºC y 20 segundos a 60ºC. 

Para llevar a cabo esta técnica, se utilizó el sistema StepOneTM System (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA). Deacuerdo a la cuantificación de cada librería, el 

cálculo del factor de dilución fue realizado para que cada librería estuviera en 50pM 

para realizar la PCR en emulsión. La cuantificación de las librerías fue realizada por la 

empresa NIMGenetics. 

 

3.8.4. PCR en emulsión (ePCR) y enriquecimiento 

Una vez que se han cuantificado las librerías, aquellas con un rendimiento 

óptimo fueron utilizadas en la secuenciación. Las librerías diluidas fueron combinadas 

para poder secuenciar en un mismo chip hasta 32 muestras. Esto se puede realizar ya 

que en la construcción de las librerías se utilizó un Ion XpressTM Barcode diferente por 

muestra. Para llevar a cabo esta combinación, se dispensaron 25µl de la combinación de 

librerías en un tubo Ion ChefTM. Para llevar a cabo la ePCR y el enriquecimiento se 

utilizó el kit Ion PITM Hi-QTM Chef y el sistema Ion ChefTM system (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las 

librerías se incluyen en una emulsión óleo-acuosa, la cuál contiene microesferas (Ion 
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Sphere Particles, ISPs) com oligonucleótidos complementarios que unen de forma 

selectiva las secuencias adaptadoras hibridadas a los extremos de los amplicones. Tiene 

además todos los reactivos necesarios para llevar a cabo una PCR. Se crean las 

condiciones para que en cada microesfera hibride idealmente una única molécula de 

librería. Tras el proceso de ePCR, el resultado son microesferas conteniendo los 

fragmentos amplificados de las librerías. Aquellas microesferas vacías fueron 

eliminadas tras sucesivos lavados, durante el proceso de enriquecimiento, basado en la 

captura de bolas magnéticas recubiertas de estreptavidina de las microesferas con 

librerías, gracias al extremo 5´ biotinilado que éstas presentan. Finalmente, todas las 

microesferas unidas a los fragmentos de ADN se depositaron en los micropocillos de un 

chip semiconductor donde se realizará la secuenciación. Esta técnica fue realizada por la 

empresa NIMGenetics.  

 

3.8.5. Secuenciación  

 Durante la secuenciación, el equipo añade los nucleótidos de forma secuencial. 

Si un nucleótido es complementario a la cadena molde, la polimerasa extiende la hebra 

existente de ADN mediante la adición de nucleótido(s) y se libera una molécula de 

pirofosfato y un protón de hidrógeno. Este protón cambia el pH de la solución, siendo 

este cambio proporcional al número de nucleótidos que se han unido (0.02 unidades de 

pH por nucleótido añadido). Este cambio lo detecta un sensor colocado bajo cada 

pocillo, que lo convierte a voltaje y lo digitaliza. Después de cada adición de 

nucleótidos, se hace un lavado antes de añadir otro. La uniformidad en la cobertura es 

elevada, con más del 90% de las bases cubiertas con una profundidad de 500X. La 

secuenciación fue realizada por la empresa NIMGenetics. 

 

3.8.6. Análisis de datos 

 Las lecturas obtenidas con el secuenciador se procesaron y analizaron con 

diferentes plataformas, las cuales llevan a cabo los análisis primario (conversión de la 

señal detectada a bases), secundario (transformación de las bases a alineamientos) y 

terciario (anotación de las variantes).  En primer lugar, utilizando el programa Torrent 

SuiteTM, se eliminaron de las secuencias los adaptadores usados durante la fase de 

preparación de las librerías, así como los índices que identifican las distintas muestras. 

A continuación, se alinearon las secuencias leídas con el genoma de referencia NCBI 
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Build 37 (UCSC hg19), mediante el programa TMAP-Ion-Alignment, y se identificaron 

las variantes somáticas mediante el algoritmo Variant Caller. Utilizando el programa 

Ion Reporter (Life Technologies), el cual proporciona información sobre cada muestra 

analizada, se anotaron las variantes. Los archivos BAM (Binary Alignment Map) fueron 

visualizados utilizando el programa Integrated Genome Viewer (IGV v.2.3; Broad 

Institute). Las mutaciones somáticas fueron filtradas, excluyendo: 1, variantes 

nucleótidicas únicas (SNV) sinónimas; 2, SNV que ocurren en regiones intrónicas; 3, 

variantes presentes en sólo una lectura unidireccional; 4, variantes que ocurren en 

regiones genómicas repetitivas; 5, variantes con menos de 5 lecturas de secuenciación; 

6, variantes con una frecuencia alélica en el alelo mutado (MAF) menor a 0.05; 7, 

variantes con una profundidad de cobertura menor a 30X; 8, variantes conocidas 

presentes en la base de datos de polimorfismos de nucleótido simple (dsSNP). Las 

variantes detectadas fueron revisadas manualmente. Además, fueron chequeadas con la 

base de datos COSMIC (Catálogo de mutaciones somáticas en cáncer) para identificar 

posibles cambios patogénicos. Finalmente, la interpretación clínica de las variantes fue 

analizada con tres programas predictores in silico de patogeneidad mutacional (SIFT, 

PolyPhen-2 e InterVar). 

 

3.8.7. Validación de las mutaciones 

 Las variantes encontradas fueron validadas de forma independiente mediante 

una nueva carrera de secuenciación, debido a la baja carga mutacional de alguna de 

ellas (<10%). 

 

3.9. Análisis estadístico 

 La asociación entre las variables categóricas se realizó utilizando la prueba de 

contingencia de chi-cuadrado con corrección de Yates o la prueba exacta de Fisher, 

según correspondía. La supervivencia asociada a enfermedad se define como el período 

comprendido entre la fecha del diagnóstico hasta la muerte por el tumor. La 

supervivencia total, desde la fecha de diagnóstico hasta la fecha de muerte, 

independientemente de la causa de la misma. La supervivencia libre de enfermedad se 

define como el tiempo transcurrido desde la fecha de remisión completa tras tratamiento 

hasta la recidiva. Los análisis de supervivencia de Kaplan-Meier se llevaron a cabo para 

la supervivencia específica del linfoma, utilizando la prueba de largo rango para 
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examinar las diferencias entre los grupos. También se realizó un modelo de regresión de 

Cox multivariante. Las estimaciones se consideraron estadísticamente significativas 

cuando el p<0.05. Todos los análisis se realizaron con el programa SPSS 20.0 (SPSS, 

Inc., Chicago, IL). 
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Identificación de una firma molecular de expresión génica revelando rutas de 

señalización importantes en la patogenia de los LTP. 

4.1. Firma molecular de expresión génica en LTP 

Como se comenta en la Introducción, diferentes estudios de expresión génica 

han puesto de manifiesto la existencia de diferentes perfiles moleculares en los 

diferentes subtipos de LTP. Decidimos analizar un perfil de expresión génica 

comparando muestras de los subtipos de LTP más comunes en nuestro entorno (LTAI y 

LTPNE) y muestras procedentes de tejido linfoide reactivo. Los datos de expresión 

mediante micromatrices, mostraron una expresión estadísticamente significativa 

(p<0.005 y FDR<0.250) de 24 vías de señalización en las muestras de LTP (Tabla 6), 

incluyendo las vías de ERK (p=0.014 y FDR=0.033), ciclo celular (p<0.001 y 

FDR=0.051) y C-MYC (p=0.016 y FDR=0.046), entre otras.   

En este estudio, la correlación de Pearson nos permitió identificar que en el 

grupo de casos diagnosticados de LTP con expresión alta de Ki-67, se encontraba sobre-

expresada la vía de señalización de C-MYC (p<0.001 y FDR<0.001) (Tabla 7). Por otro 

lado, los pacientes con expresión de C-MYC, pero no alta expresión de Ki-67, 

mostraron asociación con la vía de ERK (p=0.053 y FDR=0.274) (Tabla 8). Las 

muestras con expresión nuclear de ERK se correlacionaron significativamente con las 

vías de señalización de TCR (p<0.001 y FDR<0.001), linfocitos Th del centro germinal 

(p<0.001 y FDR=0.014), BCL-6 (p=0.023 y FDR=0.062) y C-MYC (p=0.035 y 

FDR=0.111), entre otras (Tabla 9). 
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Tabla 6. Perfil de expresión génica, comparando 37 muestras LTP y 6 muestras procedentes de 

tejido linfoide reactivo, analizado con el programa GSEA. En muestras de LTP, 58 de 80 vías de 

señalización estaban sobre-expresadas. Veinticuatro de 58 vías de señalización fueron significativas con 

un FDR<0.250 y 13/58 fueron significativas con un p-valor<0.05. Por otro lado, en hiperplasias linfoides 

reactivas ganglionares, 22/80 vías de señalización fueron significativas. Cinco de 22 tuvieron p<0.05 y 

3/5 fueron significativas con un FDR<0.250. 

Perfil de expresión de casos LTP 

 Vías de señalización p-valor FDR  

1 CDK5  0.000 0.000 

2 Dianas de XBP1  0.000 0.006 

3 ERK  0.014 0.033 

4 RAC y CDC  0.000 0.028 

5 Ciclo celular 0.000 0.051 

6 Dianas de C-MYC 0.016 0.046 

7 Proteasoma 0.015 0.049 

8 Glicolisis  0.020 0.057 

9 PI3K 0.025 0.117 

10 RAC1  0.029 0.108 

11 Fosfatidilinositol 0.000 0.106 

12 STAT3  0.089 0.149 

13 KRAS2  0.000 0.152 

14 Células estromales del centro germinal 0.088 0.196 

15 G2  0.063 0.187 

16 CXCR4  0.033 0.179 

17 IGF1  0.103 0.170 

18 AKT  0.063 0.172 

19 PLC  0.091 0.224 

20 FAS  0.058 0.216 

21 MET  0.068 0.211 

22 P53 Hipoxia  0.091 0.222 

23 VEGF  0.103 0.246 

24 Genes sobre-regulados por MYC 0.078 0.246 

25 mTOR  0.092 0.258 

26 Homeobox 0.118 0.266 

Perfil de expresión de tejido linfoide reactivo 

 Vías de señalización p-valor FDR  

1 Células T colaboradoras del centro 

germinal 

0.000 0.147 

2 Células B del centro germinal 0.000 0.101 

3 Complejo de Histocompatibilidad II 0.000 0.141 

4 Resto de células dendríticas 0.000 0.336 

5 Señalización por calcio células T y B 0.036 0.404 

6 Células dendríticas foliculares 0.125 0.269 

7 Células madre linfoides 0.205 0.483 
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Tabla 7. Perfil de expresión génica de los casos LTP con expresión alta de Ki-67. En las muestras de 

LTP, 35 de 79 vías de señalización estaban sobre-reguladas en los casos Ki-67 positivos. Doce de 35 vías 

de señalización fueron significativas con un FDR<0.250 y 10/35 fueron significativas con un p-

valor<0.05. Por otro lado, 44/79 vías de señalización fueron sobre-expresadas en los casos Ki-67 

negativos. Veintidós de 44 vías de señalización fueron significativas con un FDR<0.250 y 19/44 fueron 

significativas con un p-valor<0.05. Los datos del perfil de expresión fueron analizados con el programa 

GSEA utilizando la correlación de Pearson. 

Perfil de expresión de casos LTP Ki-67 positivo 

 Vías de señalización p-valor FDR  

1 Dianas de C-MYC 0.000 0.000 

2 Genes sobre-regulados por MYC 0.000 0.000 

3 Proteasoma 0.000 0.000 

4  G2  0.015 0.002 

5 G1  0.000 0.007 

6 CDC25  0.000 0.006 

7 Dianas de Blimp-1  0.000 0.007 

8 Ciclo celular 0.000 0.007 

9 Polycomb 0.000 0.010 

10 Apoptosis  0.014 0.089 

11 RAC y CDC  0.081 0.166 

12 Glicolisis  0.089 0.243 

13 Caspasas 0.085 0.262 

Perfil de expresión de casos LTP Ki-67 negativo 

 Vías de señalización p-valor FDR  

1 Células madre linfoides 0.000 0.000 

2 Resto de células dendríticas 0.000 0.000 

3 KRAS2  0.000 0.000 

4 Estromal 0.000 0.000 

5 Dianas de IRF3  0.000 0.000 

6 Complejo de Histocompatibilidad II 0.000 0.006 

7 Homeobox 0.000 0.023 

8 Células madre 0.000 0.031 

9 Células dendríticas foliculares 0.026 0.040 

10 Dianas de BCL-6  0.000 0.048 

11 CD40 0.000 0.053 

12 Hipermutación somática (SHM) 0.000 0.057 

13 Células T reguladoras 0.000 0.074 

14 P53 hipoxia  0.026 0.079 

15 Notch  0.044 0.100 

16 GSK3  0.000 0.130 

17 Matriz extracellular (ECM)  0.121 0.162 

18 Diferenciación células T CD8 0.059 0.163 

19 Señalización por calcio células T y B 0.000 0.241 

20 CCR5  0.111 0.243 

21 CXCR4  0.095 0.249 

22 MET  0.094 0.250 

23 IFN  0.146 0.260 
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Tabla 8. Perfil de expresión génica de los casos diagnosticados de LTP con expresión de C-MYC. En 

las muestras de LTP, 54 de 79 vías de señalización estaban sobre-expresadas en los casos C-MYC 

positivos. Doce de 54 vías de señalización fueron significativas con un FDR<0.250 y 13/54 fueron 

significativas con un p-valor<0.05. Por otro lado, 25/79 vías de señalización fueron sobre-expresadas en 

los casos C-MYC negativos. Quince de 25 vías de señalización fueron significativas con un FDR<0.250 y 

12/25 fueron significativas con un p-valor<0.05. Los datos del perfil de expresión fueron analizados con 

el programa GSEA utilizando la correlación de Pearson. 

Perfil de expresión de casos LTP C-MYC positivo 

 Vías de señalización p-valor FDR  

1 Dianas de C-MYC  0.000 0.000 

2 Genes sobre-regulados por MYC 0.000 0.000 

3 Proteasoma 0.000 0.000 

4 Dianas de Blimp-1 0.015 0.002 

5 G2  0.000 0.037 

6 CDC25  0.015 0.092 

7 CREB  0.013 0.079 

8 Ciclo celular 0.014 0.073 

9 RAC y CDC  0.029 0.083 

10 Glicolisis  0.014 0.131 

11 G1  0.015 0.127 

12 TNFR2  0.014 0.162 

13 Polycomb 0.012 0.282 

14 ERK  0.053 0.274 

Perfil de expresión de casos LTP C-MYC negativo 

 Vías de señalización p-valor FDR  

1 Células madre linfoides 0.000 0.000 

2 Estromal 0.000 0.026 

3 Dianas de IRF3  0.000 0.017 

4 Resto de células dendríticas 0.000 0.025 

5 Células T reguladoras 0.000 0.026 

6 KRAS2  0.000 0.036 

7 Células madre 0.000 0.149 

8 Homeobox 0.000 0.023 

9 CD40  0.000 0.179 

10 Células T colaboradoras del centro 

germinal 

0.000 0.211 

11 Citoquinas 0.000 0.338 

12 Células B del centro germinal 0.000 0.449 

13 Complejo de Histocompatibilidad II 0.056 0.165 

14 Células dendríticas foliculares 0.067 0.156 

15 Dianas de BCL-6  0.073 0.171 

16 Matriz extracellular (ECM) 0.083 0.162 

17 Hipermutación somática (SHM) 0.111 0.167 

18 Fosfatidilinositol 0.167 0.421 
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Tabla 9. Perfil de expresión génica de los casos LTP con expresión de p-ERK. En las muestras de 

LTP, 69 de 79 vías de señalización estaban sobre-expresadas en los casos ERK positivos. Treinta y dos de 

69 vías de señalización fueron significativas con un FDR<0.250 y 20/32 fueron significativas con un p-

valor<0.05. Por otro lado, 10/79 vías de señalización fueron sobre-expresadas en los casos ERK 

negativos. Una de 10 vías de señalización fueron significativas con un FDR<0.250 y 2/10 fueron 

significativas con un p-valor<0.05. Los datos del perfil de expresión fueron analizados con el programa 

GSEA utilizando la correlación de Pearson. 

Perfil de expresión de casos LTP ERK positivo 

 Vías de señalización p-valor FDR  

1 TCR 0.000 0.000 

2 Señalización por calcio células T y B 0.000 0.000 

3 Proteasoma 0.000 0.000 

4 Citoquinas 0.000 0.001 

5 CDC42/RAC  0.000 0.003 

6 Dianas de Blimp-1  0.000 0.002 

7 Células T colaboradoras del centro 

germinal 

0.000 0.014 

8 TNFR2  0.010 0.039 

9 NF-κB alternativa 0.004 0.041 

10 CD40  0.000 0.045 

11 AKT  0.017 0.048 

12 Muerte 0.012 0.049 

13 RelA  0.013 0.060 

14 Dianas de BCL-6  0.023 0.062 

15 Caspasas 0.025 0.069 

16 Tall1  0.035 0.077 

17 Diferenciación células T CD8 0.001 0.087 

18 PLC  0.052 0.111 

19 Células B del centro germinal 0.001 0.111 

20 Dianas de C-MYC  0.035 0.111 

21 Notch  0.051 0.107 

22 Toll  0.024 0.102 

23 IFN  0.074 0.136 

24 Complejo de Histocompatibilidad II 0.064 0.146 

25 NF-κB clásica 0.075 0.160 

26 CCR5  0.099 0.179 

27 TGFβ  0.094 0.186 

28 RHO  0.089 0.226 

29 GSK3  0.096 0.220 

30 Apoptosis  0.108 0.219 

31 BCR  0.095 0.214 

32 mTOR  0.113 0.209 

33 PTEN  0.170 0.271 

Perfil de expresión de casos LTP ERK negativo 

 Vías de señalización p-valor FDR  

1 Homeobox 0.002 0.083 

2 KRAS2  0.012 0.377 

3 Células madre 0.103 0.593 

4 Resto de células dendríticas 0.274 0.790 
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4.2. Expresión de p-ERK, Ki-67 y C-MYC en LTP 

 Para validar los resultados encontrados en el perfil de expresión génica, 

decidimos caracterizar la expresión de p-ERK, Ki-67 y C-MYC en muestras de 

pacientes con LTP, para ello realizamos inmunohistoquímica en los TMAs construidos 

con 135 muestras FFIP. El punto de corte para determinar la positividad de expresión de 

estas proteínas se muestra en la Tabla 3. Los resultados fueron considerados valorables 

en 129/135 muestras (75 LTAI y 54 LTPNE), por lo que el análisis estadístico se llevó a 

cabo con ese número de muestras FFIP. La expresión nuclear de p-ERK fue encontrada 

en un 34.9% (45/129) de las células tumorales, C-MYC se encontró en un 13.2% 

(17/129) y un alto nivel de expresión de Ki-67 se encontró en un 24% (31/129) de los 

casos analizados (Figura 3). La naturaleza tumoral de las células se comprobó mediante 

una tinción doble p-ERK/PD-1 en todos los casos incluidos en los TMAs.  

A C E

FDB

p-ERK/PD-1 Ki-67 c-MYC

 

Figura 3. Figura representativa de la expresión de p-ERK, Ki-67 y C-MYC. A) Caso de LTAI 

expresando p-ERK (marrón) y PD-1 (rojo) en las células tumorales. B) Caso LTP negativo para p-ERK. 

C) Caso LTP mostrando alto nivel de expresión de Ki-67. D) Caso con bajo índice de proliferación Ki-67. 

E) Caso positivo para C-MYC. F) Caso negativo para C-MYC. 
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Se observó una correlación estadísticamente significativa entre la expresión de 

p-ERK en las células tumorales y Ki-67 (16/31 casos p-ERK positivos expresaron Ki-

67, p=0.027) y C-MYC (14/17 casos p-ERK positivos expresaron C-MYC, p<0.001). 

Además, 11/31 casos con un alto índice de proliferación Ki-67 expresaron C-MYC 

(p<0.001). La expresión nuclear de p-ERK se observó más frecuentemente en los casos 

diagnosticados de LTAI (32/75, 42.7%) que en los LTPNE (13/54, 24.1%) (p=0.029) 

(Tabla 10). Estos datos fueron sugeridos por el estudio Pearson usando los resultados 

del perfil de expresión génica (Tabla 9). 

 Además, los tumores de los pacientes con alto PIT o ECOG mostraron un 

elevado porcentaje de expresión de C-MYC (p=0.001 y 0.008, respectivamente) (Tabla 

11). Sin embargo, no encontramos correlación significativa entre la expresión de p-ERK 

o Ki-67 y los parámetros clínicos estudiados (Tablas 10 y 12, respectivamente). 

Cuando subdividimos los casos estudiados por subtipo histológico, encontramos 

en el grupo de pacientes LTPNE una correlación significativa entre la expresión nuclear 

de p-ERK en las células tumorales y la expresión de C-MYC (4/6 casos p-ERK 

positivos expresaron C-MYC, p=0.010) y Ki-67 (8/14 casos p-ERK positivos 

expresaron Ki-67, p=0.001). Por otro lado, en el subgrupo de pacientes LTAI, 

encontramos una correlación significativa entre la expresión de p-ERK en las células 

tumorales y C-MYC (10/11 casos p-ERK positivos expresaron C-MYC, p=0.001); sin 

embargo, no encontramos significancia estadística con Ki-67 (p=0.677). Además, 6/17 

casos LTAI con un alto índice proliferativo Ki-67 expresaron C-MYC (p=0.007). 
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Tabla 10. Análisis univariante de los parámetros clínicos de 129 pacientes con LTP con respecto a la 

expresión de p-ERK.  

 Casos 

totales 

p-ERK negativo 

 

p-ERK positivo 

 

p-valor 

Diagnóstico 

LTAI 

LTPNE 

129/129  

43/75 (57.3%) 

41/54 (75.9%) 

 

32/75 (42.7%) 

13/54 (24.1%) 

0.029 

Sexo 

Hombre 

Mujer 

129/129  

46/75 (61.3%) 

38/54 (70.4%) 

 

29/75 (38.7%) 

16/54 (29.6%) 

0.288 

Edad al diagnóstico 

<60 años 

≥60 años 

129/129  

35/46 (76.1%) 

49/83 (59%) 

 

11/46 (23.9%) 

34/83 (41%) 

0.052 

IPI 

Riesgo bajo 

Riesgo intermedio-

bajo 

Riesgo intermedio-alto 

Riesgo alto 

114/129  

27/33 (81.8%) 

18/31 (58.1%) 

16/28 (57.1%) 

11/22 (50%) 

 

6/33 (18.2%) 

13/31 (41.9%) 

12/28 (42.9%) 

11/22 (50%) 

0.061 

PIT 

Riesgo bajo 

Riesgo intermedio-

bajo 

Riesgo intermedio-alto 

Riesgo alto 

101/129  

9/13 (69.2%) 

29/40 (72.5%) 

15/24 (62.5%) 

10/24 (41.7%) 

 

4/13 (30.8%) 

11/40 (27.5%) 

9/24 (37.5%) 

14/24 (58.3%) 

0.094 

ECOG 

<1 

≥1 

110/129  

51/78 (65.4%) 

19/32 (59.4%) 

 

27/78 (34.6%) 

13/32 (40.6%) 

0.552 

Tratamiento 

CHOP o CHOP-like 

Otros 

110/129  

59/85 (69.4%) 

12/25 (48.0%) 

 

26/85 (30.6%) 

13/25 (52.0%) 

0.049 

Respuesta 

Completa 

Parcial 

No respuesta 

103/129  

42/61 (68.9%) 

12/19 (63.2%) 

15/23 (65.2%) 

 

19/61 (31.1%) 

7/19 (36.8%) 

8/23 (34.8%) 

0.880 

Recurrencia  

No 

Si 

99/129  

47/70 (67.1%) 

21/29 (72.4%) 

 

23/70 (32.9%) 

8/29 (27.6%) 

0.607 

Estatus del paciente 

Muerto 

Vivo 

120/129  

47/78 (60.3%) 

31/42 (73.8%) 

 

31/78 (39.7%) 

11/42 (26.2%) 

0.138 
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Tabla 11. Análisis univariante de los parámetros clínicos de 129 pacientes con LTP con respecto a la 

expresión de C-MYC.  

 Casos 

totales 

C-MYC negativo 

 

C-MYC positivo 

 

p-valor 

Diagnóstico 

LTAI 

LTPNE 

128/129  

63/74 (85.1%) 

48/54 (88.9%) 

 

11/74 (14.9%) 

6/54 (11.1%) 

0.537 

Sexo 

Hombre 

Mujer 

128/129  

66/75 (88%) 

45/53 (84.9%) 

 

9/75 (12%) 

8/53 (15.1%) 

0.611 

Edad al diagnóstico 

<60 años 

≥60 años 

128/129  

43/46 (93.5%) 

68/82 (82.9%) 

 

3/46 (6.5%) 

14/82 (17.1%) 

0.091 

IPI 

Riesgo bajo 

Riesgo intermedio-

bajo 

Riesgo intermedio-alto 

Riesgo alto 

113/129  

31/33 (93.9%) 

27/31 (87.1%) 

24/28 (85.7%) 

14/21 (66.7%) 

 

2/33 (6.1%) 

4/31 (12.9%) 

4/28 (14.3%) 

7/21 (33.3%) 

0.053 

PIT 

Riesgo bajo 

Riesgo intermedio-

bajo 

Riesgo intermedio-alto 

Riesgo alto 

101/129  

13/13 (100%) 

34/40 (85%) 

23/24 (95.8%) 

14/24 (58.3%) 

 

0/13 (0%) 

6/40 (15%) 

1/24 (4.2%) 

10/24 (41.7%) 

0.001 

ECOG 

<1 

≥1 

109/129  

71/78 (91%) 

22/31 (71%) 

 

7/78 (9%) 

9/31 (29%) 

0.008 

Tratamiento 

CHOP o CHOP-like 

Otros 

109/129  

72/84 (85.7%) 

20/25 (80.0%) 

 

12/84 (14.3%) 

5/25 (20.0%) 

0.489 

Respuesta 

Completa 

Parcial 

No respuesta 

103/129  

53/61 (86.9%) 

18/19 (94.7%) 

18/23 (78.3%) 

 

8/61 (13.1%) 

1/19 (5.3%) 

5/23 (21.7%) 

0.296 

Recurrencia  

No 

Si 

98/129  

59/69 (85.5%) 

25/29 (86.2%) 

 

10/69 (14.5%) 

4/29 (13.8%) 

0.928 

Estatus del paciente 

Muerto 

Vivo 

119/129  

63/77 (81.8%) 

39/42 (92.9%) 

 

14/77 (18.2%) 

3/42 (7.1%) 

0.100 
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Tabla 12. Análisis univariante de los parámetros clínicos de 129 pacientes con LTP con respecto a la 

expresión de Ki-67.  

 Casos 

totales 

Ki-67 negativo 

 

Ki-67 positivo 

 

p-valor 

Diagnóstico 

LTAI 

LTPNE 

128/129  

58/75 (77.3%) 

39/53 (73.6%) 

 

17/75 (22.7%) 

14/53 (26.4%) 

0.626 

Sexo 

Hombre 

Mujer 

128/129  

58/75 (77.3%) 

39/53 (73.6%) 

 

17/75 (22.7%) 

14/53 (26.4%) 

0.626 

Edad al diagnóstico 

<60 años 

≥60 años 

128/129  

38/46 (82.6%) 

59/82 (72%) 

 

8/46 (17.4%) 

23/82 (28%) 

0.177 

IPI 

Riesgo bajo 

Riesgo intermedio-

bajo 

Riesgo intermedio-alto 

Riesgo alto 

113/129  

25/33 (75.8%) 

27/31 (87.1%) 

23/27 (85.2%) 

13/22 (59.1%) 

 

8/33 (24.2%) 

4/31 (12.9%) 

4/27 (14.8%) 

9/22 (40.9%) 

0.073 

PIT 

Riesgo bajo 

Riesgo intermedio-

bajo 

Riesgo intermedio-alto 

Riesgo alto 

101/129  

10/13 (76.9%) 

33/40 (82.5%) 

20/24 (83.3%) 

14/24 (58.3%) 

 

3/13 (23.1%) 

7/40 (17.5%) 

4/24 (16.7%) 

10/24 (41.7%) 

0.123 

ECOG 

<1 

≥1 

109/129  

63/77 (81.8%) 

23/32 (71.9%) 

 

14/77 (18.2%) 

9/32 (28.1%) 

0.247 

Tratamiento 

CHOP o CHOP-like 

Otros 

109/129  

64/84 (76.2%) 

19/25 (76.0%) 

 

20/84 (23.8%) 

6/25 (24.0%) 

0.984 

Respuesta 

Completa 

Parcial 

No respuesta 

102/129  

49/61 (80.3%) 

14/19 (73.7%) 

15/22 (68.2%) 

 

12/61 (19.7%) 

5/19 (26.3%) 

7/22 (31.8%) 

0.490 

Recurrencia  

No 

Si 

98/129  

54/69 (78.3%) 

21/29 (72.4%) 

 

15/69 (21.7%) 

8/29 (27.6%) 

0.533 

Estatus del paciente 

Muerto 

Vivo 

119/129  

56/77 (72.7%) 

35/42 (83.3%) 

 

21/77 (27.3%) 

7/42 (16.7%) 

0.192 
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4.3. Relación entre la expresión de p-ERK, Ki-67 y C-MYC y la 

supervivencia de los pacientes con LTP 

 Para estimar el impacto en la supervivencia de los LTPs, realizamos un análisis 

Kaplan-Meier para comparar la supervivencia global entre los casos positivos y 

negativos para los tres marcadores estudiados. Los índices pronósticos estándar para 

LTP (IPI y PIT) fueron factores pronósticos de supervivencia específicos de enfermedad 

(p<0.001 para ambos). Encontramos que los casos positivos para p-ERK, Ki-67 y C-

MYC mostraron una menor supervivencia (p=0.006, 0.008 y 0.003, respectivamente) 

(Figura 4). Por otro lado, en el análisis multivariante, en el que se incluyeron las 

variables biológicas (p-ERK, Ki-67 y C-MYC) y clínicas (IPI y PIT), el modelo de 

regresión de Cox identificó sólo a PIT (p<0.001) como un factor pronóstico 

independiente de supervivencia específica de enfermedad. 

 En el subtipo histológico LTAI (Figura 5), la presencia de los tres marcadores se 

relacionó con un curso clínico agresivo (p-ERK p=0.002, Ki-67 p=0.030 y C-MYC 

p=0.008). Además, en este grupo de pacientes, en el análisis multivariante, el modelo de 

regresión de Cox identificó a IPI y p-ERK como factores pronóstico independientes de 

supervivencia específica de enfermedad (p=0.001 y 0.030, respectivamente). 

 Por el contrario, como se muestra en la Figura 6, en el subtipo histológico 

LTPNE, la presencia de los tres marcadores no se relacionó con un curso clínico 

agresivo (p-ERK p=0.651, Ki-67 p=0.119 y C-MYC p=0.153). 
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Figura 4. Análisis de la supervivencia global de acuerdo a la expresión de p-ERK, Ki-67 y C-MYC 

en la serie total de muestras. El análisis Kaplan-Meier comparando casos positivos y negativos para los 

tres marcadores estudiados, muestra una menor supervivencia en los casos positivos para p-ERK, Ki-67 y 

C-MYC. 
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Figura 5. Análisis de la supervivencia global en relación a la expresión de p-ERK, Ki-67 y C-MYC 

en los pacientes con LTAI. El análisis Kaplan-Meier comparando casos positivos y negativos para los 

tres marcadores estudiados, muestra una menor supervivencia en los casos positivos para p-ERK, Ki-67 y 

C-MYC. 
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Figura 6. Análisis de la supervivencia global con respecto a la expresión de p-ERK, Ki-67 y C-MYC 

en los pacientes con LTPNE. El análisis Kaplan-Meier comparando casos positivos y negativos para los 

tres marcadores estudiados, muestra que la expresión de p-ERK, Ki-67 y C-MYC no se correlaciona con 

pronóstico en este subtipo histológico de pacientes. 
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4.4. Análisis de supervivencia en pacientes con LTP tratados con 
esquema terapéutico CHOP o CHOP-like 

 De los 129 casos utilizados en el estudio, sólo 110 tenían disponible el dato 

sobre el tratamiento recibido. Subdividimos los pacientes en dos grupos según el 

protocolo terapéutico utilizado: aquellos que recibieron CHOP o CHOP-like (85/110, 

77.3%) y aquellos que recibieron otros regímenes terapéuticos (25/110, 22.7%).  

 Decidimos repetir el análisis en el grupo de pacientes tratados con CHOP o 

CHOP-like para llevar a cabo el estudio en un grupo de pacientes tratados de forma 

homogénea. La relevancia de la expresión nuclear de p-ERK se mantuvo en los casos 

diagnosticados de LTAI (19/47, 40.4%) con respecto a los pacientes con LTPNE (7/38, 

18.4%) (p=0.029). La expresión de p-ERK no se correlacionó significativamente con 

ningún parámetro clínico ni con la expresión de Ki-67 (p=0.654); sin embargo, sí se 

correlacionó con la expresión de C-MYC (p<0.001). Por otro lado, la expresión de Ki-

67 se correlacionó con la variable clínica IPI (p=0.021); y los pacientes con elevada 

expresión de C-MYC mantuvieron la correlación con las variables PIT y EGOG 

(p=0.015 y 0.010, respectivamente). 

 Posteriormente, analizamos el impacto en la supervivencia de la expresión de los 

tres marcadores estudiados, en este grupo de pacientes con un tratamiento homogéneo. 

Nosotros encontramos, en comparación con la serie total, que la presencia de Ki-67 y C-

MYC mantuvieron su significancia biológica (p=0.014 y 0.010, respectivamente), pero 

en el caso de p-ERK dicha significancia se pierde (p=0.176) (Figura 7). En el análisis 

multivariante, en el que se incluyeron las variables biológicas (Ki-67 y C-MYC) y 

clínicas (IPI y PIT), el modelo de regresión de Cox identificó sólo a PIT (p<0.001) 

como un factor pronóstico independiente de supervivencia específica de enfermedad. 

 En el subtipo histológico LTAI, sólo la expresión de p-ERK mostró una 

tendencia a relacionarse con menor supervivencia (p=0.053) (Figura 8). En el análisis 

multivariante, se identificó sólo a IPI (p<0.001) como un factor pronóstico 

independiente de supervivencia específica de enfermedad. Por otro lado, sólo se 

encontró asociación entre la expresión de C-MYC con pronóstico cuando se analizó el 

grupo de pacientes LTPNE (p=0.032) (Figura 9). 
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Figura 7. Análisis de la supervivencia global con respecto a la expresión de p-ERK, Ki-67 y C-MYC 

en los pacientes con LTP tratados con CHOP o CHOP-like. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier 

comparando casos positivos y negativos para los tres marcadores estudiados destaca que la expresión de 

Ki-67 y C-MYC se correlacionan con pronóstico. 
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Figura 8. Análisis de la supervivencia global en relación a la expresión de p-ERK, Ki-67 y C-MYC 

en los pacientes con LTAI tratados con CHOP o CHOP-like. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier 

comparando casos positivos y negativos para los tres marcadores estudiados. En este subtipo histológico, 

se observa que sólo la expresión de p-ERK se correlaciona con pronóstico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESULTADOS I 

 

72 

 

 

Figura 9. Análisis de la supervivencia global de acuerdo a la expresión de p-ERK, Ki-67 y C-MYC 

en los pacientes con LTPNE tratados con CHOP o CHOP-like. Curvas de supervivencia Kaplan-

Meier comparando casos positivos y negativos para los tres marcadores estudiados. En este subtipo 

histológico, se observa que sólo la expresión de C-MYC se correlaciona con pronóstico. 

 

En aquellos pacientes que recibieron otros regímenes terapéuticos, estos 

marcadores no se relacionaron con pronóstico, ni en la serie total ni al clasificar por 

subtipo histológico (datos no mostrados). Las variables clínicas (IPI y PIT) mantuvieron 

la correlación con pronóstico independientemente de las combinaciones usadas. 
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4.5. La expresión de C-MYC se relaciona con GATA3 y confiere peor 

pronóstico a pacientes con LTP  

 Como se comenta en la Introducción, estudios de expresión génica han 

determinado la existencia de diferentes subgrupos de LTPNE con implicación 

pronóstica, caracterizado uno de ellos por la sobreexpresión de GATA3 y su relación 

con firmas génicas de MYC y proliferación celular 44. Debido a que en nuestro estudio 

habíamos encontrado una implicación pronóstica de C-MYC y Ki-67, decidimos 

analizar en nuestra serie de muestras FFIP la expresión de GATA3 y su implicación 

pronóstica. 

 Encontramos positividad en 21.7% (28/129) de los casos analizados, con 

diferencias en cuanto a la intensidad de tinción. La mayoría de los casos (23/28, 82%) 

tuvieron más del 30% de células tumorales GATA3 positivas con una intensidad de 

tinción intensa o moderada, mientras que 2/28 casos (7.1%) tuvieron una intensidad de 

tinción baja. La expresión de GATA3 fue intensa y además presente en el 100% de las 

células tumorales en 5 casos de la serie (5/28, 17.9%). Sólo otros 5 casos mostraron 

positividad para GATA3 en menos del 40% de las células tumorales (Tabla 13 y Figura 

10). Se observó una correlación estadísticamente significativa entre la expresión de 

GATA3 y C-MYC (8/16 casos GATA3 positivos expresaron C-MYC, p<0.001). Sin 

embargo, no encontramos correlación estadística entre la expresión de GATA3 y Ki-67 

(p=0.133). Por otro lado, la correlación entre C-MYC y GATA3 se mantuvo en el grupo 

de pacientes LTPNE (p=0.004). 
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Tabla 13. Casos LTP con positividad para GATA3. Veintitrés de 28 casos (82%) mostraron más del 

30% de células tumorales GATA3 positivas con una intensidad de tinción intensa (I) o moderada (M), 

mientras que 2/28 casos (7.1%) tuvieron una intensidad de tinción baja (B). En 5/28 casos (17.9%) la 

expresión de GATA3 fue intensa y presente en el 100% de las células tumorales. Sólo otros 5 casos 

mostraron positividad para GATA3 en menos del 40% de las células tumorales. 

Caso Diagnóstico GATA3 (%) GATA3 (Intensidad de tinción) 

1 LTPNE 80 I 

2 LTPNE 100 I 

3 LTAI 20 M 

4 LTPNE 90 B 

5 LTAI 40 I 

6 LTAI 50 M 

7 LTPNE 80 M 

8 LTAI 20 L 

9 LTAI 30 M 

10 LTPNE 20 I 

11 LTAI 100 I 

12 LTAI 100 I 

13 LTPNE 50 B 

14 LTAI 80 M 

15 LTPNE 100 I 

16 LTPNE 100 I 

17 LTAI 40 I 

18 LTAI 65 M 

19 LTAI 70 M 

20 LTPNE 40 I 

21 LTPNE 80 M 

22 LTPNE 65 M 

23 LTPNE 40 M 

24 LTAI 70 M 

25 LTAI 75 M 

26 LTAI 60 I 

27 LTPNE 80 M 

28 LTAI 20 M 
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Figura 10. Figura representativa de la expresión de GATA3. A) Caso negativo para GATA3. B) Caso 

con positividad intermedia (10-80% de células positivas). C) Caso LTP mostrando alto nivel de expresión 

de GATA3 (>80% de células positivas).  

 

 Posteriormente, analizamos el impacto en la supervivencia de la expresión de 

GATA3, encontrando en el subtipo histológico LTPNE, cómo la expresión de GATA3 

confiere pobre pronóstico a estos pacientes, como revela el análisis univariante 

(p=0.046) (Figura 11).  

 En nuestra serie, no encontramos una correlación significativa entre la expresión 

de GATA3 y los parámetros clínicos estudiados (Tabla 14). En el análisis multivariante 

incluyendo variables clínicas y biológicas, el modelo de regresión de Cox sólo 

identificó a PIT como un factor pronóstico independiente (p<0.001). 

 Para tener el estudio en un grupo homogéneo de pacientes, decidimos estudiar la 

implicación pronóstica de GATA3 en pacientes tratados con CHOP o CHOP-like. 

Encontramos que la significancia biológica de GATA3 se mantiene en el grupo de 

pacientes diagnosticados de LTPNE (p=0.048) (Figura 12). Además, se relaciona con la 

expresión de C-MYC en este subtipo histológico (p=0.032) (Figura 9). 
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Figura 11. Análisis de la supervivencia global de acuerdo a la expresión de GATA3. Curvas de 

supervivencia Kaplan-Meier comparando casos positivos y negativos para la expresión de GATA3, en la 

serie total de LTP estudiada y tras subclasificar por subtipo histológico. Se observa que la expresión de 

GATA3 se correlaciona con pronóstico en el subtipo de pacientes con LTPNE (LTAI=Linfoma T 

Angioinmunoblástico; LTPNE=Linfoma T Periférico no especificado). 
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Tabla 14. Análisis univariante de los parámetros clínicos de 129 pacientes con LTP con respecto a la 

expresión de GATA3.  

 Casos 

totales 

GATA3 negativo 

 

GATA3 positivo 

 

p-valor 

Diagnóstico 

LTAI 

LTPNE 

115/129  

50/65 (76.9%) 

37/50 (74.0%) 

 

15/65 (23.1%) 

13/50 (26.0%) 

0.717 

Sexo 

Hombre 

Mujer 

115/129  

51/67 (76.1%) 

36/48 (75.0%) 

 

16/67 (23.9%) 

12/48 (25.0%) 

0.890 

Edad al diagnóstico 

<60 años 

≥60 años 

115/129  

32/41 (78.0%) 

55/74 (25.7%) 

 

9/41 (22.0%) 

19/74 (25.7%) 

0.656 

IPI 

Riesgo bajo 

Riesgo intermedio-

bajo 

Riesgo intermedio-alto 

Riesgo alto 

100/129  

22/29 (75.9%) 

19/26 (73.1%) 

20/26 (76.9%) 

14/19 (73.7%) 

 

7/29 (24.1%) 

7/26 (26.9%) 

6/26 (23.1%) 

5/19 (26.3%) 

0.988 

PIT 

Riesgo bajo 

Riesgo intermedio-

bajo 

Riesgo intermedio-alto 

Riesgo alto 

89/129  

8/11 (72.7%) 

28/37 (75.7%) 

14/19 (73.7%) 

15/22 (68.2%) 

 

3/11 (27.3%) 

9/37 (24.3%) 

5/19 (26.3%) 

7/22 (31.8%) 

0.941 

ECOG 

<1 

≥1 

96/129  

54/68 (79.4%) 

18/28 (64.3%) 

 

14/68 (20.6%) 

10/28 (35.7%) 

0.120 

Tratamiento 

CHOP o CHOP-like 

Otros 

97/129  

54/75 (72.0%) 

17/22 (77.3%) 

 

21/75 (28.0%) 

5/22 (22.7%) 

0.623 

Respuesta 

Completa 

Parcial 

No respuesta 

92/129  

37/51 (72.5%) 

12/18 (66.7%) 

18/23 (78.3%) 

 

14/51 (27.5%) 

6/18 (33.3%) 

5/23 (21.7%) 

0.708 

Recurrencia  

No 

Si 

88/129  

49/64 (76.6%) 

15/24 (62.5%) 

 

15/64 (23.4%) 

9/24 (37.5%) 

0.187 

Estatus del paciente 

Muerto 

Vivo 

106/129  

49/68 (72.1%) 

31/38 (81.6%) 

 

19/68 (27.9%) 

7/38 (18.4%) 

0.275 
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Figura 12. Análisis de la supervivencia global con respecto a la expresión de GATA3. Curvas de 

supervivencia Kaplan-Meier comparando casos positivos y negativos para la expresión de GATA3, en la 

serie total de LTP estudiada y tras subclasificar por subtipo histológico en pacientes tratados con CHOP o 

CHOP-like. Se observa que la expresión de GATA3 se correlaciona con pronóstico en el subtipo de 

pacientes con LTPNE tratados homogéneamente (LTAI=Linfoma T Angioinmunoblástico; 

LTPNE=Linfoma T Periférico no especificado). 
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Estudios mutacionales en genes de vías de señalización implicadas en la patogenia de 

los LTP. 

5.1. Mutación G17V en el gen RHOA 

5.1.1. Frecuencia mutacional 

Estudios recientes en LTP han identificado la mutación Gly17Val (G17V) en la 

GTPasa RHOA, la cual inhibe la señalización de la vía. Ya que esta vía juega un papel 

importante en muchas funciones celulares, nosotros quisimos establecer la relevancia 

biológica de dicha mutación en nuestra serie de pacientes. 

En primer lugar, se analizó la mutación por discriminación alélica mediante 

qPCR en 26 de las 37 muestras de material fresco que fueron hibridadas en la 

micromatriz. Utilizando el programa GSEA se analizaron los datos obtenidos. 

Encontramos la mutación RHOA-G17V en un 34.6% de los casos incluyendo 6 LTAI y 

3 LTPNE, de los cuales 1/3 mostró características de LTAI (LTAI-like), y observamos 

una correlación estadísticamente significativa con la expresión de 32 vías de 

señalización en este tipo de muestras (Tabla 15), incluyendo aquellas relacionadas con 

células T CD4 del centro germinal/folicular (TFH) y un perfil LTAI. Además, de otras 

vías de gran relevancia en la patogénesis de los LTP (p38, PI3K, KRAS, RAC1 y la vía 

alternativa de NF-κB). 
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Tabla 15. Perfil de expresión génica, comparando 26 muestras LTP con mutación en el gen RHOA o 

no, analizado con el programa GSEA. 64 de 79 vías de señalización estaban sobre-expresadas. Treinta 

y dos de 64 vías de señalización fueron significativas con un FDR<0.250 y 26/32 fueron significativas 

con un p-valor<0.05. Por otro lado, en casos no mutados en el gen RHOA, 15/79 vías de señalización 

estaban sobre-expresadas. Ninguna vía de señalización fue significativa (FDR<0.250) y 1/15 fue 

significativa con un p<0.05. 

Perfil de expresión en casos mutados 

 Vías de señalización p-valor FDR  

1 Células T colaboradoras del centro 

germinal 

<0.001 <0.001 

2 Dianas de XBP1  <0.001 <0.001 

3 Dianas de IRF3  <0.001 <0.001 

4 Señalización CD40 durante el desarrollo de 

células del centro germinal 

<0.001 <0.001 

5 Señalización de citoquinas <0.001 <0.001 

6 Células madre linfoides  <0.001 0.005 

7 Señalización de calico en células T y B <0.001 0.005 

8 Células dendríticas foliculares <0.001 0.012 

9 IFN  <0.001 0.011 

10 Complejo de Histocompatibilidad II 0.005 0.050 

11 Dianas de BLIMP-1  <0.001 0.014 

12 Dianas de BCL-6 <0.001 0.014 

13 Estroma de células grandes 0.010 0.018 

14 Células B del centro germinal <0.001 0.020 

15 NOTCH  0.020 0.048 

16 BCR  0.015 0.059 

17 NF-kB alternativa 0.045 0.078 

18 Diferenciación de célula T CD8 <0.001 0.074 

19 TALL1 0.037 0.088 

20 Fosfatidilinositol 0.016 0.085 

21 KRAS2  <0.001 0.088 

22 P38MAPK  0.026 0.109 

23 TOLL  0.045 0.119 

24 RAC1  0.064 0.127 

25 PI3K 0.006 0.129 

26 NF-kB clásica 0.079 0.135 

27 P53 hipoxia  0.068 0.148 

28 Célula T reguladora 0.057 0.166 

Perfil de expresión en casos no mutados 

 Vías de señalización p-valor FDR  

1 Polycomb  0.010 0.454 

2 CDC25  0.382 1.000 

3 Glicolisis 0.481 1.000 

4 C-Myc  0.515 1.000 

5 Genes sobre-regulados por MYC 0.630 1.000 

6 Ciclo celular 0.651 1.000 
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Posteriormente, la mutación fue analizada en nuestra serie de 135 muestras 

FFIP. Aquellos casos en los que el valor Ct de la referencia fue mayor de 35 se 

consideraron no valorables. Además, para confirmar los resultados mutacionales 

obtenidos, se analizaron los casos mediante amplificación de la región genómica y 

secuenciación capilar. La mutación en el gen RHOA fue valorable en 120 de los 135 

casos que componen la serie. Nosotros encontramos un 26.7% (32/120) de casos 

mutados, siendo más frecuente en los casos LTAI (25/72; 34.7%) que en LTPNE (7/48; 

14.6%), de los cuales 3/7 casos mostraron características de LTAI (p=0.015) (Tabla 16). 

5.1.2. Significado clínico y pronóstico  

Como se observa en la tabla 16, no existe correlación significativa entre la 

presencia de la mutación G17V en el gen RHOA y las variables clínicas estudiadas. Por 

otro lado, nosotros no encontramos una clara asociación entre la presencia de la 

mutación y el pronóstico, ni en la serie total ni al dividir por subtipo histológico (Figura 

13). 
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Tabla 16. Análisis univariante de los parámetros clínicos y moleculares de 120 pacientes con LTP con 

respecto al estado mutacional del gen RHOA.  

 Casos totales RHOA no 

mutado 

RHOA mutado p-valor 

Diagnóstico 

LTAI 

LTPNE 

120/120  

47/72 (65.3%) 

41/48 (85.4%) 

 

25/72 (34.7%) 

7/48 (14.6%) 

 

0.015 

Sexo 

Hombre 

Mujer 

120/120  

47/69 (68.1%) 

41/51 (80.4%) 

 

22/69 (31.9%) 

10/51 (19.6%) 

0.133 

Edad al diagnóstico 

<60 años 

≥60 años 

120/120  

34/43 (79.1%) 

54/77 (70.1%) 

 

9/43 (20.9%) 

23/77 (29.9%) 

0.288 

IPI 

Riesgo bajo 

Riesgo intermedio-bajo 

Riesgo intermedio-alto 

Riesgo alto 

105/120  

26/32 (81.2%) 

18/27 (66.7%) 

19/26 (73.1%) 

13/20 (65.0%) 

 

6/32 (18.8%) 

9/27 (33.3%) 

7/26 (26.9%) 

7/20 (35.0%) 

0.522 

PIT 

Riesgo bajo 

Riesgo intermedio-bajo 

Riesgo intermedio-alto 

Riesgo alto 

93/120  

10/14 (71.4%) 

26/35 (74.3%) 

15/22 (68.2%) 

15/22 (68.2%) 

 

4/14 (28.6%) 

9/35 (25.7%) 

7/22 (31.8%) 

7/22 (31.8%) 

0.950 

ECOG 

<1 

≥1 

101/120  

53/72 (73.6%) 

19/29 (65.5%) 

 

19/72 (26.4%) 

10/29 (34.5%) 

0.416 

Tratamiento 

CHOP o CHOP-like 

Otros 

104/120  

63/79 (79.7%) 

15/25 (60.0%) 

 

16/79 (20.3%) 

10/25 (40.0%) 

0.047 

Respuesta 

Completa 

Parcial 

No respuesta 

95/120  

43/60 (71.7%) 

13/15 (86.7%) 

16/20 (80%) 

 

17/60 (28.3%) 

2/15 (13.3%) 

4/20 (20%) 

0.424 

Recurrencia  

No 

Si 

93/120  

49/65 (75.4%) 

20/28 (71.4%) 

 

16/65 (24.6%) 

8/28 (28.6%) 

0.689 

Estatus del paciente 

Muerto 

Vivo 

111/120  

50/69 (72.5%) 

32/42 (76.2%) 

 

19/69 (27.5%) 

10/42 (23.8%) 

0.665 
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Figura 13. Análisis de la supervivencia global de acuerdo a la presencia de la mutación G17V en el 

gen RHOA en LTP. El análisis Kaplan-Meier comparando casos mutados y no mutados muestra que la 

presencia/ausencia de mutación no se correlaciona con pronóstico (LTAI=Linfoma T 

Angioinmunoblástico; LTPNE=Linfoma T Periférico no especificado). 
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5.1.3. Correlación entre la presencia de la mutación y la expresión de marcadores 

subrogados de vías de señalización implicadas en LTP 

Quisimos validar los resultados obtenidos en la firma molecular de los casos 

mutados en el gen RHOA, y para ello realizamos inmunohistoquímica de los TMAs 

construidos con los marcadores PD-1, BCL6, CXCL13, ICOS, CD10, p-ERK y las 

subunidades de NF-κB (p50 y p52). El porcentaje de positividad de cada marcador 

utilizado en este estudio se muestra en la Tabla 3. Los estudios inmunohistoquímicos 

revelaron positividad para PD-1 en un 49.2% (59/120), BCL6 en un 63.3% (76/120), 

CXCL13 en un 67.5% (81/120), ICOS en un 48.3% (58/120), CD10 en un 5% (6/120), 

p-ERK en un 32.5% (39/120), p50 en un 73.3% (88/120) y p52 en un 64.2% (77/120) 

de los casos.  

Encontramos una correlación significativa directa entre la presencia de la 

mutación RHOA-G17V y la expresión de p-ERK (p<0.001), PD-1 (p=0.027), CXCL13 

(p=0.010), CD10 (p=0.017) y p52 (p=0.05) (Figura 14), validando parte de los 

resultados encontrados en el perfil de expresión génica, donde en los casos mutados se 

destacó la sobre-expresión de las vías de señalización relacionadas con células TFH (PD-

1, CXCL13 y CD10), NF-κB (p52) y KRAS (p-ERK). Como se comenta en el apartado 

anterior de Resultados, la expresión nuclear de p-ERK se analizó mediante una doble 

inmunohistoquímica, por lo tanto la relación significativa directa hallada entre p-ERK y 

la mutación en el gen RHOA tiene lugar en las células tumorales; así 20/32 (62.5%) de 

los casos mutados expresaron p-ERK en el núcleo de las células tumorales; mientras 

que 19/88 casos no mutados también fueron p-ERK positivos. Observamos que 20/32 

(62.5%) de los casos mutados expresaron PD-1, mientras que 39/88 casos no mutados 

fueron PD-1 positivos. Además, 27/32 de casos mutados expresaron CXCL13 (84.3%) 

y 54/88 casos no mutados fueron CXCL13 positivos. Por otro lado, es destacable que 

25/32 (78.1%) de los casos mutados expresaron p52 en el núcleo y 52/88 de los casos 

no mutados también expresaron p52. No encontramos una correlación significativa 

entre la presencia de la mutación RHOA-G17V y la expresión de ICOS, BCL6 y p50 

(p=0.392, 0.082 y 0.193, respectivamente). La presencia de mutación se correlacionó 

con la expresión de PD-1/BCL6 (p=0.048), PD-1/CXCL13 (p=0.011), PD-1/ICOS 

(p=0.019), PD-1/CD10 (p=0.014), BCL6/CD10 (p=0.028), BCL6/CXCL13 (p=0.040) y 

CD10/CXCL13 (p=0.006), además existe una tendencia con ICOS/CXCL13 (p=0.058).  
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Figura 14. Imágenes representativas correspondientes a un caso con la mutación G17V en el gen 

RHOA. A) Hematoxilina-Eosina. B) Detección de p-ERK y PD-1 mostrando doble positividad en las 

células tumorales. C) Detección de p52. D) Detección de CXCL13. E) Detección de CD10. 

 

Cuando analizamos la presencia de la mutación con respecto a la expresión de 

las proteínas según el tipo histológico diagnosticado, encontramos que sólo la relación 

estadística entre la mutación RHOA-G17V y la expresión de p-ERK se mantuvo en 

ambos grupos: LTAI (p=0.002) y LTPNE (p=0.020). Además, en el grupo de pacientes 

LTAI, se mantuvo la relación entre la presencia de mutación y la expresión de CXCL13 

(p=0.004), así como las combinaciones PD-1/ICOS (p=0.015), CD10/CXCL13 

(p=0.014) e ICOS/CXCL13 (p=0.035). 

5.1.4. El papel del tratamiento en la mutación G17V en el gen RHOA 

De los 120 casos utilizados en el estudio, sólo 104 tenían disponible el dato 

sobre el tratamiento recibido: aquellos que recibieron CHOP o CHOP-like (79/104, 

76%) y aquellos que recibieron otros regímenes terapéuticos (25/104, 24%). 

Decidimos repetir el análisis en el grupo de pacientes tratados con CHOP o 

CHOP-like, debido a que se trata de un grupo con un tratamiento más homogéneo. La 

presencia de la mutación RHOA-G17V se encontró en los casos diagnosticados de 

LTAI (13/45, 28.9%) con respecto a los pacientes con LTPNE (3/34, 8.8%) (p=0.028). 

No encontramos correlación significativa entre la presencia de la mutación y ningún 

parámetro clínico estudiado; sin embargo, mantuvo la significancia estadística con la 
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expresión de PD-1 (p=0.018), CXCL13 (p=0.041), CD10 (p=0.022) y p-ERK 

(p=0.002), así como las combinaciones PD-1/CXCL13 (p=0.022), PD-1/CD10 

(p=0.004), BCL6/CD10 (p=0.023) y CD10/CXCL13 (p=0.014).  

Posteriormente, analizamos el impacto en la supervivencia de la presencia de la 

mutación en este grupo de pacientes. Coincidiendo con lo expuesto anteriormente, no 

encontramos una correlación significativa con respecto al pronóstico, ni en la serie total 

ni por subtipo histológico (Figura 15). 

 

 

Figura 15. Análisis de la supervivencia global de acuerdo a la presencia de la mutación G17V en el 

gen RHOA en LTP tratados con CHOP o CHOP-like. El análisis Kaplan-Meier comparando casos 

mutados y no mutados muestra que la presencia/ausencia de mutación no se correlaciona con pronóstico 

(LTAI=Linfoma T Angioinmunoblástico; LTPNE=Linfoma T Periférico no especificado). 
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5.1.4.1. Significado pronóstico de la mutación RHOA-G17V y la expresión de p-ERK 

Enlazando con los resultados mostrados en el apartado Resultados I, la 

correlación entre la presencia de la mutación RHOA-G17V y la expresión de p-ERK en 

las células tumorales se mantuvo en la serie total (p=0.002) y en el subtipo LTAI 

(p=0.009), en este grupo de pacientes tratados con CHOP o CHOP-like.  

Tanto en la serie total como en el subtipo histológico LTAI, la mutación RHOA-

G17V no se correlacionó con pronóstico; sin embrago, la expresión de p-ERK se 

correlacionó con pronóstico en el grupo de pacientes LTAI con un tratamiento 

homogéneo (p=0.053) como se mostró en la figura 8, pero esta relación se pierde en el 

análisis multivariante de regresión de Cox.  

Cuando tenemos en cuenta el grupo de pacientes con LTAI de acuerdo al estatus 

de la mutación y presencia/ausencia de p-ERK, encontramos que el subtipo de pacientes 

con expresión de p-ERK y RHOA no mutado, en comparación con otras combinaciones, 

tienen un peor pronóstico (p=0.022) (Figura 16). Además, en el análisis multivariante, 

la regresión de Cox identificó el grupo p-ERK positivo/RHOA no mutado como un 

factor pronóstico independiente de la supervivencia específica de enfermedad 

(p=0.004). 
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Figura 16. Análisis de la supervivencia global en relación al estatus de la mutación G17V en el gen 

RHOA y la presencia/ausencia de expresión de p-ERK en LTP tratados con CHOP o CHOP-like. El 

análisis Kaplan-Meier comparando muestra que la ausencia de mutación junto a expresión de p-ERK en 

células tumorales se correlaciona con pronóstico en el subtipo histológico LTAI (LTAI=Linfoma T 

Angioinmunoblástico; LTPNE=Linfoma T Periférico no especificado; mut=mutado; wt=no mutado). 
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No todos los casos que mostraron positividad para p-ERK tienen la mutación 

G17V en el gen RHOA, sugiriendo que existen otras vías de activación de p-ERK en 

LTP. Por lo tanto, decidimos estudiar mediante PCR y pirosecuenciación mutaciones en 

los exones 2, 3 y 4 de los genes KRAS y NRAS, mediante kits comerciales disponibles. 

Todos los casos p-ERK positivos estudiados fueron negativos para las mutaciones 

estudiadas en ambos genes. En la Figura 17, se muestra un ejemplo de 

pirosecuenciación del gen KRAS en los codones 12 y 13 del exón 2.  

 

Figura 17. Ejemplo de un caso p-ERK positivo/RHOA no mutado analizando por pirosecuenciación 

mutaciones en los codones 12 y 13 del exón 2 del gen KRAS. El análisis revela ausencia de mutación en 

ambos codones, observándose la secuencia no mutada (codón 12: GGT; codón 13: GGC). 
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5.2. Mutación S345F en el gen PLCG1 

5.2.1. Frecuencia mutacional 

Debido a la importancia de la vía de señalización de TCR en LTP y ya que 

PLCG1 juega un papel crítico en dicha vía como se revisa en la Introducción, decidimos 

explorar la frecuencia y relevancia biológica de la mutación Ser345Phe (S345F) en 

nuestra serie de 135 muestras FFIP. 

Como se indica en el apartado de Material y Métodos, esta mutación fue 

estudiada mediante dos técnicas diferentes de qPCR. Sólo aquellos casos que se 

encontraron positivos por ambas técnicas se consideraron mutados; además, aquellos 

casos con un Ct de la referencia mayor de 35 se consideraron no valorables, por lo que 

en este estudio se tuvieron en cuenta 101/135 muestras analizadas. Además, igual que 

en el caso de la mutación RHOA-G17V, para confirmar los resultados obtenidos, los 

casos se analizaron mediante amplificación de la región genómica y secuenciación 

capilar. Encontramos la mutación en un 12.9% de los casos analizados (13/101), 

comprendiendo 11.7% (7/60) de los casos LTAI y 14.6% (6/41) de LTPNE, de los 

cuales 1 de los 6 casos mostró características de LTAI (p=0.662).  

5.2.2. Significado clínico y pronóstico  

Decidimos analizar el significado clínico de dicha mutación. Nosotros no 

encontramos una correlación significativa entre la presencia de la mutación en el gen 

PLCG1 y las variables clínicas estudiadas en la serie total (Tabla 17). Al dividir por 

subtipo histológico, observamos en el grupo de LTPNE una asociación entre la 

presencia de la mutación PLCG1-S345F y la respuesta al tratamiento (p=0.082), que no 

alcanzó significancia estadística probablemente como consecuencia del pequeño 

número de muestras (6 casos mutados) (datos no mostrados). 

Por otro lado, cuando analizamos la supervivencia de los pacientes mediante 

curvas de Kaplan-Meier, no encontramos una clara asociación entre la presencia de la 

mutación y el pronóstico; sin embargo, los pacientes diagnosticados de LTPNE que 

tienen la mutación muestran una menor supervivencia (p=0.051) (Figura 18). 
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Tabla 17. Análisis univariante de los parámetros clínicos y moleculares de 101 pacientes con LTP con 

respecto al estado mutacional del gen PLCG1.  

 Casos totales PLCG1 no 

mutado 

PLCG mutado p-valor 

Diagnóstico 

LTAI 

LTPNE 

101/101  

53/60 (88.3%) 

35/41 (85.4%) 

 

7/60 (11.7%) 

6/41 (14.6%) 

 

0.662 

Sexo 

Hombre 

Mujer 

101/101  

51/60 (85.0%) 

37/41 (90.2%) 

 

9/60 (15.0%) 

4/41 (9.8%) 

0.440 

Edad al diagnóstico 

<60 años 

≥60 años 

101/101  

25/31 (80.6%) 

63/70 (90.0%) 

 

6/31 (19.4%) 

7/70 (10.0%) 

0.195 

IPI 

Riesgo bajo 

Riesgo intermedio-bajo 

Riesgo intermedio-alto 

Riesgo alto 

87/101  

23/28 (82.1%) 

19/22 (86.4%) 

19/21 (90.5%) 

13/16 (81.2%) 

 

5/28 (17.9%) 

3/22 (13.6%) 

2/21 (9.5%) 

3/16 (18.8%) 

0.829 

PIT 

Riesgo bajo 

Riesgo intermedio-bajo 

Riesgo intermedio-alto 

Riesgo alto 

76/101  

10/11 (90.9%) 

25/28 (89.3%) 

18/22 (81.8%) 

11/15 (73.3%) 

 

1/11 (9.1%) 

3/28 (10.7%) 

4/22 (18.2%) 

4/15 (26.7%) 

0.504 

ECOG 

<1 

≥1 

83/101  

52/60 (86.7%) 

18/23 (78.3%) 

 

8/60 (13.3%) 

5/23 (21.7%) 

0.346 

Tratamiento 

CHOP o CHOP-like 

Otros 

84/101  

60/67 (89.6%) 

14/17 (82.4%) 

 

7/67 (10.4%) 

3/17 (17.6%) 

0.413 

Respuesta 

Completa 

Parcial 

No respuesta 

81/101  

45/51 (88.2%) 

14/16 (87.5%) 

10/14 (71.4%) 

 

6/51 (11.8%) 

2/16 (12.5%) 

4/14 (28.6%) 

0.280 

Recurrencia  

No 

Si 

75/101  

42/50 (84.0%) 

22/25 (88.0%) 

 

8/50 (16.0%) 

3/25 (12.0%) 

0.644 

Estatus del paciente 

Muerto 

Vivo 

193/101  

47/57 (82.5%) 

33/36 (91.7%) 

 

10/57 (17.5%) 

3/36 (8.3%) 

0.212 
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Figura 18. Análisis de la supervivencia global de acuerdo a la presencia de la mutación S345F en el 

gen PLCG1 en LTP. El análisis Kaplan-Meier comparando casos mutados y no mutados muestra un peor 

pronóstico en los casos LTPNE mutados (LTAI=Linfoma T Angioinmunoblástico; LTPNE=Linfoma T 

Periférico no especificado). 
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5.2.3. Correlación entre la presencia de la mutación PLCG1-S345F y la expresión 

de marcadores subrogados de vías de señalización implicadas en LTP 

Realizamos inmunohistoquímica de los TMAs construidos. El porcentaje de 

positividad de cada marcador utilizado en este estudio se muestra en la Tabla 3. Los 

estudios inmunohistoquímicos revelaron positividad para CD3 en un 87.1% (88/101), 

CD30 en un 16.8% (17/101) y Ki-67 en un 21.8% (22/101) de los casos. Además, se 

destacó la presencia nuclear de NFATc1 en un 66.3% (67/101), p-ERK en un 29.7% 

(30/101), p50 en un 73.3% (74/101), p52 en un 61.4% (62/101) y GATA3 en un 25.7% 

(26/101) de los casos.  

Encontramos una correlación significativa directa entre la presencia de la 

mutación PLCG1-S345F y la expresión de CD30 (p<0.001), p50 (p=0.027) y GATA3 

(p=0.044) (Figura 19). Observamos que 7/13 casos mutados expresaron CD30, mientras 

que 10/88 casos no mutados también son positivos para CD30. Por su parte, el 100% de 

los casos mutados (13/13) expresaron p50 en el núcleo. Además, 7/13 casos mutados 

expresaron GATA3, mientras que 19/88 casos no mutados también fueron positivos 

para GATA3. No encontramos una correlación significativa entre la presencia de la 

mutación y la expresión de NFATc1 (p=0.754), CD3 (p=0.368), p-ERK (p=0.118) y 

p52 (p=0.294).  

Cuando analizamos la presencia de la mutación con respecto a la expresión de 

los marcadores subrogados según el tipo histológico diagnosticado, nosotros 

encontramos que la relación estadística entre la mutación y la expresión de CD30 se 

mantuvo en ambos grupos histológicos LTAI (p=0.004) y LTPNE (p=0.030); mientras 

que la relación entre la mutación y la expresión de GATA3 sólo se mantuvo en el 

subtipo histológico LTAI (p=0.027). 
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Figura 19. Imágenes representativas correspondientes a un caso con la mutación S345F en el gen 

PLCG1 (A-D) y un caso no mutado (E-H) respectivamente. A y E) Hematoxilina-eosina. B y F) 

Detección de CD30 mostrando positividad en el caso mutado (B) y pérdida de expresión en las células 

tumorales en un caso no mutado (F). C y G) Detección de p50. Se muestra expresión nuclear de p50 en 

un caso mutado (C), mientras que dicha expresión se observa en el citoplasma en el caso no mutado (G). 

D y H) Detección de GATA3 mostrando positividad en el caso mutado (D) y no expresión en un caso no 

mutado (H).  
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5.3. Estudio de secuenciación de última generación (NGS) 

Debido a los resultados obtenidos en los estudios de las mutaciones puntuales en 

los genes RHOA y PLCG1 mediante discriminación alélica a través de qPCR y a lo 

descrito en la literatura, decidimos ampliar los genes a estudiar y para ello recurrimos a 

la tecnología de NGS, ya que permite estudiar la región codificante entera de un gen y 

diferentes genes en un número elevado de muestras. 

Para este estudio se ha utilizado un panel diseñado para enriquecer el ADN en 

secuencias de interés, compuesto por 48 genes descritos previamente mutados en 

linfomas de célula T (Tabla 5). Se ha utilizado una serie compuesta por 166 muestras 

FFIP (97 LTAI y 69 LTPNE). Tras la cuantificación de la concentración del ADNg 

mediante el Qubit y el estudio de su calidad mediante qPCR, fueron aptas para 

continuar con la técnica 120/166 muestras. Se prepararon las librerías según el sistema 

AmpliSeq y se testó la calidad de las mismas mediante qPCR; 22 de ellas no tuvieron la 

calidad suficiente para llevar a cabo la secuenciación, por lo que finalmente se 

secuenciaron 98 muestras (58 LTAI y 40 LTPNE). Para todas las muestras 

secuenciadas, nosotros analizamos la profundidad de cobertura de cada amplicón, que 

corresponde al número de veces que cada base del genoma está presente en cada lectura; 

esto es determinante para poder evaluar la fiabilidad del nucleótido asignado a una 

posición determinada. Basado en nuestros datos, definimos una profundidad media 

mayor o igual a 30X y una frecuencia mutacional mayor o igual al 5%. Estos límites 

fueron seleccionados basándonos en la ausencia de variantes falsos positivos o falsos 

negativos. Por otro lado, no se tuvieron en cuenta las variantes sinónimas ni aquellas 

presentes en las regiones intrónicas. Como se comenta en el apartado de Material y 

Métodos, las variantes fueron visualizadas con el programa IGV.  

Como se comenta en la Introducción, en la revisión del año 2016 sobre la 

clasificación de las neoplasias de células T maduras y células NK, la OMS divide a los 

LTP ganglionares en LTAI, LTPNE y LTP con fenotipo TFH (LTP-TFH) 1. En base a 

esta clasificación, nosotros decidimos agrupar la serie de muestras utilizadas en el 

estudio de NGS según este criterio: 58 LTAI, 22 LTPNE y 18 LTP-TFH. Para definir 

los casos tuvimos en cuenta el fenotipo TFH, el cual viene definido por la expresión de al 

menos dos marcadores TFH. En nuestra serie, se observó un 68.9% de casos LTAI con 

expresión en PD-1, 75.5% con expresión de BCL6, 67.4% con expresión de ICOS, 
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9.1% con expresión de CD10 y 64.5% con expresión de CXCL13. Por otro lado, 

observamos un 24.4% de casos LTP-TFH con expresión de PD-1, 24.5% casos BCL6 

positivos, 32.5% casos ICOS positivos, 1.3% casos CD10 positivos y 24.2% con 

expresión de CXCL13. Finalmente, en el caso de los LTPNE, sólo observamos casos 

con expresión de PD-1 (6.7%) y CXCL13 (11.3%) (Tabla 18). El porcentaje de 

positividad de cada marcador se muestra en la Tabla 3. 

Tabla 18. Comparación de la expresión inmunohistoquímica de los marcadores de fenotipo TFH 

(LTAI=Linfoma T Angioinmunoblástico; LTPNE=Linfoma T Periférico no especificado; LTP-

TFH=Linfoma T Periférico con fenotipo TFH). 

 

LTAI LTP-TFH LTPNE 

 
Cualquier positivo (>10%) 

PD-1 31/45 (68.9%) 11/45 (24.4%) 3/45 (6.7%) 

BCL6 40/53 (75.5%) 13/53 (24.5%) 0/53 (0%) 

ICOS 27/40 (67.5%) 13/40 (32.5%) 0/40 (0%) 

CD10 7/77 (9.1%) 1/77 (1.3%) 0/77 (0%) 

CXCL13 40/62 (64.5%) 15/62 (24.2%) 7/62 (11.3%) 

 
Alta expresión (>50%) 

PD-1 21/31 (67.7%) 7/11 (63.6%) 3/3 (100%) 

BCL6 24/41 (58.5%) 5/12 (41.7%) 0/0 (0%) 

ICOS 15/27 (55.6%) 8/13 (61.5%) 0/0 (0%) 

CD10 3/7 (42.8%) 0/1 (0%) 0/0 (0%) 

CXCL13 23/40 (57.5%) 12/15 (80%) 6/7 (85.7%) 

 

Además, encontramos que la expresión de dos marcadores de fenotipo TFH se 

observó en los casos LTAI y LTP-TFH, pero no en los casos LTPNE (Tabla 19). 

Observamos un solapamiento en la expresión del fenotipo TFH entre LTAI y LTP-TFH 

(Tablas 18 y 19). 

Tabla 19. Comparación de la expresión inmunohistoquímica de la combinación de dos marcadores de 

fenotipo TFH (LTAI=Linfoma T Angioinmunoblástico; LTPNE=Linfoma T Periférico no especificado; 

LTP-TFH=Linfoma T Periférico con fenotipo TFH). 

 

LTAI (n=58) LTP-TFH (n=18) LTPNE (n=22) p-valor 

PD-1/BCL6 21 (36.2%) 9 (50%) 0 (0%) <0.001 

PD-1/ICOS 18 (31%) 8 (44.4%) 0 (0%) 0.097 

PD-1/CXCL13 27 (46.6%) 8 (44.4%) 0 (0%) 0.091 

PD-1/CD10 5 (8.6%) 1 (5.6%) 0 (0%) 0.502 

BCL6/ICOS 20 (34.5%) 8 (44.4%) 0 (0%) <0.001 

BCL6/CD10 6 (10.3%) 1 (5.6%) 0 (0%) <0.001 

BCL6/CXCL13 29 (50%) 10 (55.6%) 0 (0%) <0.001 

ICOS/CD10 5 (8.6%) 1 (5.6%) 0 (0%) 0.005 

CXCL13/CD10 7 (12.1%) 1 (5.6%) 0 (0%) 0.323 

ICOS/CXCL13 25 (43.1%) 11 (61.1%) 0 (0%) 0.023 
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Teniendo en cuenta esta nueva clasificación, quisimos analizar la supervivencia 

de los pacientes mediante curvas de Kaplan-Meier en nuestra serie de estudio; este 

análisis no demostró diferencias significativas entre estas entidades (Figura 20). 

 

Figura 20. Impacto en la supervivencia global de los subtipos histológicos en los que se diferencian 

los LTP ganglionares, según la clasificación de la OMS del año 2016 1. El análisis Kaplan-Meier 

comparando casos con LTAI, LTPNE y LTP-TFH no mostró significancias estadísticas (LTAI=Linfoma 

T Angioinmunoblástico; LTPNE=Linfoma T Periférico no especificado; LTP-TFH=Linfoma T Periférico 

con fenotipo TFH). 

 

El estudio mutacional mediante la tecnología de AmpliSeq, reveló que un 56.1% 

(55/98) de las muestras mostraron mutaciones, mientras que el 43.9% restante (43/98) 

no mostraron mutaciones en ninguno de los genes presentes en el panel de estudio. En 

la Tabla 20 se muestran las mutaciones encontradas en cada una de las muestras. 

Curiosamente, hay genes del panel diseñado en los que no se encuentran mutaciones. Es 

importante resaltar que hay variantes con una carga mutacional ≤10%, por lo que no 

habrían sido detectadas mediante la secuenciación Sanger. 
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Tabla 20. Características de las mutaciones encontradas en 59/98 muestras de LTP analizadas mediante 

NGS. Los pacientes sin mutaciones en genes del panel diseñado, se han omitido en esta tabla 

(aa=aminoácido; LTAI=Linfoma T Angioinmunoblástico; LTPNE=Linfoma T Periférico no especificado; 

LTP-TFH=Linfoma T Periférico con fenotipo TFH). 

  Diagnóstico 
Vía de 

señalización 
Gen Locus Cambio aa 

Cambio 

ADN 

Frecuencia 

alelo 

mutado 

(%) 

Tipo de 

mutación 

Predicción 

Funcional 

1 LTPNE 

PI3K LPL chr8:19822860 UTR 3´   36   UTR 3´ 

JAK/STAT JAK1 chr1:65305426 p.Thr901Arg c.2702C>G 27 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

2 LTPNE EPIGENETICA TET2 chr4:106182980 p.Leu1340Arg c.4019T>G 17 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

3 LTAI 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 7 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

EPIGENETICA IDH2 chr15:90631838 p.Arg172Lys c.515G>A 5 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

4 LTAI 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 6 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

EPIGENETICA IDH2 chr15:90631839 p.Arg172Gly c.514A>G 5 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

5 LTPNE 

CALCINEURINA PLCG1 chr20:39794105 p.Tyr509His c.1525T>C 9 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 9 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

EPIGENETICA IDH2 chr15:90631838 p.Arg172Lys c.515G>A 9 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

6 LTPNE 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 8 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

EPIGENETICA TET2 chr4:106180777 p.Arg1269Ter c.3805A>T 21 nonsense 
Significado 

incierto 

NF-ΚB CARD11 chr7:2962903 p.Thr669Ala c.2005A>G 6 missense Neutral 

EPIGENETICA IDH2 chr15:90631837 p.Arg172Ser c.516G>T 10 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

CALCINEURINA PLCG1 chr20:39802861 p.Gly1248Ala c.3743G>C 44 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

7 LTAI EPIGENETICA TET2 chr4:106193940 p.Lys1468Ter c.4402A>T 34 nonsense 
Significado 

incierto 

8 LTPNE PI3K PTEN chr10:89720683 p.Phe278Leu c.834C>G 28 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

9 LTPNE EPIGENETICA TET2 chr4:106157290 p.Gln731Ter c.2191C>T 24 nonsense 
Probablemente 

Perjudicial 

10 LTPNE 

NF-ΚB CARD11 chr7:2985521 p.Phe97Tyr c.290T>A 15 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

PI3K CSF2RB chr22:37333891 p.Pro681Ser c.2041C>T 5 missense 
Probablemente 

Benigna 

11 LTP-TFH EPIGENETICA DNMT3A chr2:25464444 p.Val690Asp c.2069T>A 5 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

12 LTAI 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 7 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

EPIGENETICA TET2 chr4:106182980 p.Leu1340Arg c.4019T>G 30 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

EPIGENETICA IDH2 chr15:90631837 p.Arg172Ser c.516G>T 7 missense 
Probablemente 

Perjudicial 
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Tabla 20. (Continuación) 

  Diagnóstico 
Vía de 

señalización 
Gen Locus Cambio aa Cambio ADN 

Frecuencia 

alelo 

mutado 

(%) 

Tipo de 

mutación 

Predicción 

Funcional 

13 LTAI EPIGENETICA TET2 chr4:106157730 p.Asp877Glu c.2631T>G 19 missense 
Probablemente 

Benigna 

14 LTAI 

RHO GTPASAS PAK7 chr20:9561424 p.Ala120Thr c.358G>A 9 missense 
Probablemente 

Benigna 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 5 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

15 LTAI RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 11 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

16 LTAI NF-ΚB TNFRSF21 chr6:47277162 p.Ser29Phe c.86C>T 5 missense Desconocido 

17 LTP-TFH NF-ΚB FAS chr10:90773098 splicesite_5   7   

Aceptor de 

empalme 

(splice) 

18 LTAI EPIGENETICA DNMT3A chr2:25463248 p.Arg749Gly c.2245C>G 16 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

19 LTAI 

EPIGENETICA TET2 chr4:106194028 p.Ser1497Ter c.4490C>A 19 nonsense Ninguna 

EPIGENETICA DNMT3A chr2:25463300 p.Phe731Leu c.2193C>G 30 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 18 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

EPIGENETICA IDH2 chr15:90631837 p.Arg172Ser c.516G>T 5 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

20 LTAI 

EPIGENETICA TET2 chr4:106156729 p.Arg544Ter c.1630C>T 23 nonsense Neutral 

PI3K PTEN chr10:89720683 p.Phe278Leu c.834C>G 30 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

21 LTPNE 

PI3K LPL chr8:19816849 p.Leu366Pro c.1097T>C 50 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

CICLO 

CELULAR 
TP53 chr17:7577517 p.Ile255Ser c.764T>G 67 missense 

Probablemente 

Perjudicial 

22 LTPNE EPIGENETICA TET2 chr4:106196886 p.Leu1740Ter c.5219T>G 13 nonsense Neutral 

23 LTAI 

EPIGENETICA TET2 chr4:106180864 p.Cys1298Ser c.3892T>A 22 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

RHO GTPASAS CD36 chr7:80301307 p.Gly359Ala c.1076G>C 32 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 21 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

EPIGENETICA IDH2 chr15:90631837 p.Arg172Ser c.516G>T 20 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

24 LTAI 

EPIGENETICA TET2 chr4:106156343 p.Val415Glu c.1244_1245delTTinsAA 10 missense 
 Significado 

incierto 

CALCINEURINA PLCG1 chr20:39794433 p.Glu589Val c.1766A>T 6 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

JAK/STAT STAT1 chr2:191844538 p.Glu563Lys c.1687G>A 6 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

25 LTAI NF-ΚB NLRP2 chr19:55495098 splicesite_3   50   

Donador de 

empalme 

(splice) 
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Tabla 20. (Continuación) 

  Diagnóstico 
Vía de 

señalización 
Gen Locus Cambio aa 

Cambio 

ADN 

Frecuencia 

alelo 

mutado 

(%) 

Tipo de 

mutación 

Predicción 

Funcional 

26 LTAI 

EPIGENETICA DNMT3A chr2:25463287 p.Arg736Cys c.2206C>T 10 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 7 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

EPIGENETICA IDH2 chr15:90631839 p.Arg172Gly c.514A>G 7 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

27 LTAI 

EPIGENETICA TET2 chr4:106193995 p.Ser1486Ter c.4457C>G 33 nonsense Ninguna 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 6 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

28 LTAI JAK/STAT CCR4 chr3:32995907 p.Tyr331Ter c.993C>G 6 nonsense Ninguna 

29 LTAI EPIGENETICA TET2 chr4:106193931 p.Arg1465Ter c.4393C>T 5 nonsense 
Probablemente 

Perjudicial 

30 LTAI NF-ΚB CARD11 chr7:2998160 UTR 5´   51   UTR 5´ 

31 LTAI 

EPIGENETICA DNMT3A chr2:25463320 splicesite_5   53   

Aceptor de 

empalme 

(splice) 

EPIGENETICA TET2 chr4:106180893 p.Arg1307Ser c.3921G>T 38 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

TCR PDCD1 chr2:242793408 p.Tyr223Ter c.669T>A 9 nonsense 
Significado 

incierto 

EPIGENETICA TET2 chr4:106180926 p.Glu1318Asp c.3954G>C 24 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

32 LTAI 

EPIGENETICA TET2 chr4:106190828 p.Ser1369Ter c.4106C>G 19 nonsense 
Probablemente 

Perjudicial 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 18 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

33 LTAI 

EPIGENETICA TET2 chr4:106180791 p.Cys1273Trp c.3819T>G 64 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 34 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

CICLO 

CELULAR 
RB1 chr13:48941688 p.Ala333Glu c.998C>A 32 missense 

Probablemente 

Perjudicial 

MAPK MAP3K5 chr6:137113178 p.Glu40Lys c.118G>A 8 missense 
Probablemente 

Benigna 

34 LTAI RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 14 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

35 LTPNE EPIGENETICA TET2 chr4:106197276 p.Ser1870Leu c.5609C>T 18 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

36 LTAI NF-ΚB CARD11 chr:2946262 UTR 3´   5   UTR 3´ 

37 LTAI 

EPIGENETICA TET2 chr4:106190765 splicesite_5   8   

Aceptor de 

empalme 

(splice) 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 6 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

38 LTAI RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 17 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

39 LTAI 

EPIGENETICA TET2 chr4:106180868 p.Lys1299Thr c.3896A>C 39 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

EPIGENETICA TET2 chr4:106190791 p.Glu1357Ter c.4069G>T 46 nonsense 
Significado 

incierto 

PI3K PTEN chr10:89720683 p.Phe278Leu c.834C>G 23 missense 
Probablemente 

Perjudicial 
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Tabla 20. (Continuación) 

  Diagnóstico 
Vía de 

señalización 
Gen Locus Cambio aa 

Cambio 

ADN 

Frecuencia 

alelo 

mutado 

(%) 

Tipo de 

mutación 

Predicción 

Funcional 

40 LTAI 

JAK/STAT JAK1 chr1:65301158 p.Gly1097Val c.3290G>T 16 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

EPIGENETICA TET2 chr4:106163989 splicesite_5   14   

Aceptor de 

empalme 

(splice) 

41 LTP-TFH RHO GTPASAS CD36 chr7:80285916 p.Val61Phe c.181G>T 6 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

42 LTAI CALCINEURINA PLCG1 chr20:39803193 UTR 3´   48   UTR 3´ 

43 LTP-TFH MAPK RASA1 chr5:86658459 p.Ile475Thr c.1424T>C 9 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

44 LTP-TFH TCR PDCD1 chr2:242794124 p.Ala202Thr c.604G>A 5 missense 
Probablemente 

Benigna 

45 LTP-TFH 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 17 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

EPIGENETICA IDH2 chr15:90631838 p.Arg172Lys c.515G>A 18 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

46 LTAI EPIGENETICA TET2 chr4:106158419 p.Ser1107Ter c.3320C>G 6 nonsense 
Significado 

incierto 

47 LTP-TFH NF-ΚB RC3H1 chr1:173915737 p.Ile946Met c.2838A>G 47 missense 
Probablemente 

Benigna 

48 LTAI 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 16 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

HEDGEHOG GLI3 chr7:42065902 p.Leu380Val c.1138C>G 52 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

EPIGENETICA IDH2 chr15:90631839 p.Arg172Gly c.514A>G 10 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

49 LTAI RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 8 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

50 LTAI RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 21 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

51 LTAI 

EPIGENETICA DNMT3A chr2:25457161 p.Phe909Ser c.2726T>C 22 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 22 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

52 LTAI 

EPIGENETICA DNMT3A chr2:25458607 p.Glu856Ter c.2566G>T 19 nonsense 
Probablemente 

Perjudicial 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 5 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

EPIGENETICA TET2 chr4:106197363 p.Leu1899Pro c.5696T>C 6 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

PI3K PTEN chr10:89720683 p.Phe278Leu c.834C>G 24 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

53 LTPNE 

JAK/STAT JAK1 chr1:65311225 p.Lys696Glu c.2086A>G 9 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

PI3K PIK3C2B chr1:204438203 p.Thr243Ser c.728C>G 37 missense 
Probablemente 

Benigna 

PI3K PTEN chr10:89690806 p.Cys71Ter c.213T>A 6 nonsense 
Probablemente 

Perjudicial 

CICLO 

CELULAR 
TP53 chr17:7578455 p.Ala159Pro c.475G>C 57 missense 

Probablemente 

Perjudicial 
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Tabla 20. (Continuación) 

  Diagnóstico 
Vía de 

señalización 
Gen Locus Cambio aa 

Cambio 

ADN 

Frecuencia 

alelo 

mutado 

(%) 

Tipo de 

mutación 

Predicción 

Funcional 

54 LTP-TFH 

EPIGENETICA TET2 chr4:106162586 p.Arg1167Met c.3500G>T 28 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

JAK/STAT STAT3 chr17:40475330 p.Asp566Asn c.1696G>A 7 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

55 LTAI 

RHO GTPASAS RHOA chr3:49412973 p.Gly17Val c.50G>T 8 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

EPIGENETICA IDH2 chr15:90631839 p.Arg172Gly c.514A>G 8 missense 
Probablemente 

Perjudicial 

 

 

Observamos que la frecuencia de mutaciones en los casos LTAI fue mayor que 

en los otros dos subtipos histológicos (Tabla 21). En la Figura 21, se observa un grupo 

de casos con alta carga mutacional y fenotipo TFH. 

 

Tabla 21. Comparación del estatus mutacional en los diferentes subtipos histológicos de LTP 

(LTAI=Linfoma T Angioinmunoblástico; LTPNE=Linfoma T Periférico no especificado; LTP-

TFH=Linfoma T Periférico con fenotipo TFH). 

 LTAI (n=58) LTP-TFH (n=18) LTPNE (n=22) p-valor 

RHOA-G17V 20 (34.5%) 1 (5.6%) 2 (9.1%) 0.008 

IDH2 8 (13.8%) 1 (5.6%) 2 (9.1%) 0.587 

TET2 17 (29.3%) 2 (11.1%) 4 (18.2%) 0.226 

DNMT3A 6 (10.3%) 1 (5.6%) 0 (0%) 0.265 

TCR 1 (1.7%) 1 (5.6%) 0 (0%) 0.471 

Calcineurina 2 (3.4%) 0 (0%) 2 (9.1%) 0.477 

RHO GTPasas 2 (3.4%) 1 (5.6%) 0 (0%) 0.590 

PI3K 3 (5.2%) 0 (0%) 5 (22.7%) 0.012 

NF-κB 4 (6.9%) 2 (11.1%) 2 (9.1%) 0.839 

JAK/STAT 3 (5.2%) 2 (11.1%) 2 (9.1%) 0.568 

MAPK 1 (1.7%) 1 (5.6%) 0 (0%) 0.463 

Ciclo celular 2 (3.4%) 0 (0%) 1 (4.5%) 0.672 
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Figura 21. Representación del estatus mutacional y la expresión de marcadores de fenotipo TFH. Se 

muestran los resultados de la secuenciación de 58 LTAI (gris oscuro), 23 LTPNE (gris claro con rayas 

horizontales) y 18 LTP-TFH (blanco con rayas). Los genes RHOA, TET2, IDH2 y DNMT3A están 

indicados por los colores rojo, azul, amarillo y verde, respectivamente. Otros genes recurrentemente 

mutados se representan de marrón.  Los pacientes (columnas) se organizan basándose en su estado 

mutacional según la clasificación del gen y marcadores IHQ. Positividad para los marcadores TFH: 
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Morado:>10%; Rosa: >50% de células tumorales positivas. La ausencia mutacional e IHQ se representa en 

blanco. La ausencia de dato se representa en gris claro. Además, se representa el dato de respuesta al 

tratamiento recibido (Verde: respuesta completa; Azul claro: respuesta parcial; Blanco: no respuesta; Gris 

claro: no dato).  

 

Las mutaciones encontradas fueron analizadas de acuerdo a la vía de 

señalización de la que forme parte el gen mutado. Estudiando en cada caso la frecuencia 

mutacional y el significado pronóstico, así como la correlación con la expresión de 

marcadores subrogados de vías de señalización implicadas en LTP. 

Vía de señalización de las RHO GTPasas y reguladores epigenéticos.  

Encontramos un 23.5% (23/98) de casos con mutaciones en el gen RHOA, 

siendo exclusivamente el cambio G17V. Dicha mutación fue más frecuente en los casos 

diagnosticados de LTAI (20/59; 33.9%) que en LTPNE (2/22; 9.1%) y en los LTP-TFH 

(1/17; 5.9%) (p=0.011). Curiosamente, encontramos un subgrupo de pacientes sólo con 

la mutación RHOA-G17V (Figura 21).  

Por otro lado, encontramos un 23.5% (23/98) de casos con mutaciones en el gen 

TET2 (17 LTAI, 4 LTPNE y 2 LTP-TFH); entre ellos también encontramos otro 

subgrupo de pacientes sólo con mutaciones en TET2 (Figura 21). Además, 12/23 casos 

con mutaciones en TET2 generan un codón de parada prematuro, lo que sugiere la 

formación de una proteína truncada.  

Encontramos un 11.2% (11/98) de casos (8 LTAI, 2 LTPNE y 1 LTP-TFH) con 

mutaciones que afectan al mismo codón en el gen IDH2, aunque da lugar a distintas 

sustituciones (4 R172S, 4 R172G y 3 R172K) y un 7.1% (7/98) de casos con 

mutaciones en el gen DNMT3A (6 LTAI y 1 LTP-TFH) (Tablas 20 y 21).  

La presencia de la mutación RHOA-G17V se asoció de forma significativa con 

la presencia de mutaciones en los genes IDH2, TET2 y DNMT3A (p<0.001, 0.043, 0.029 

respectivamente). Todas las muestras con mutación en IDH2 también mostraron 

mutación en RHOA. Por su parte, los reguladores epigenéticos  no se asociaron entre sí: 

IDH2/DNMT3A (p=0.131), IDH2/TET2 (p=0.284) y TET2/DNMT3A (p=0.209). La 

presencia de ambas mutaciones RHOA/IDH2 (p=0.028) fue más frecuente en el subtipo 

histológico LTAI con respecto a los otros dos subtipos de LTP estudiados. Cuando 
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analizamos en estos 4 genes la supervivencia de los pacientes mediante curvas de 

Kaplan-Meier, no encontramos una asociación entre la presencia de mutaciones en estos 

genes y el pronóstico (Figura 22).  

 

 

Figura 22. Análisis de la supervivencia global en relación con la presencia de mutaciones en el gen 

RHOA y reguladores epigenéticos en LTP. El análisis Kaplan-Meier comparando casos mutados y no 

mutados muestra que la presencia/ausencia de mutaciones en estos genes no se correlaciona con 

pronóstico en la cohorte de 98 pacientes con LTP. 

 

A continuación, decidimos llevar a cabo el estudio correlacionando la presencia 

de mutaciones en los cuatro genes y la expresión de marcadores subrogados. 

Encontramos una correlación directa entre la mutación RHOA-G17V y la expresión de 

CXCL13 (p=0.002) y CD10 (p<0.001). Observamos que 20 casos (19 LTAI y 1 LTP-

TFH) con la mutación RHOA-G17V mostraron expresión de CXCL13 y 6 casos LTAI 

fueron CD10 positivos. La presencia de la mutación RHOA-G17V también se 

correlacionó con la expresión de CXCL13 en combinación con otros marcadores de 
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fenotipo TFH: CXCL13/BCL6 (p=0.004), CXCL13/PD-1 (p=0.027), CXCL13/CD10 

(p<0.001) y CXCL13/ICOS (p=0.022); así como con la expresión de CD10 en 

combinación con otros marcadores de fenotipo TFH: CD10/BCL6 (p=0.003), CD10/PD-

1 (p=0.010) y CD10/ICOS (p=0.001). Fue observada una correlación directa entre 

mutaciones en TET2 y expresión de PD-1 (p=0.044). Observamos que 13 casos (11 

LTAI, 1 LTP-TFH y 1 LTPNE) con mutaciones en TET2 mostraron positividad para 

PD-1. Además, observamos una tendencia entre la presencia de mutaciones en IDH2 y 

expresión de CD10 (p=0.055). Observamos que 2 casos LTAI con mutaciones en IDH2 

mostraron positividad para CD10  (Figura 21). 

La mutación RHOA-G17V, junto con mutaciones en reguladores epigenéticos 

(14 LTAI, 1 LTP-TFH y 2 LTPNE), se asoció con la expresión de CXCL13 sólo o en 

combinación con BCL6 y CD10 (p=0.009, 0.028 y 0.006, respectivamente); así como 

CD10 sólo o en combinación con BCL6 (p=0.008 y 0.023, respectivamente). Este grupo 

de pacientes mostró también mayor probabilidad de respuesta completa a tratamiento 

(p=0.021) (Figura 21). 

Cuando analizamos este grupo de pacientes de acuerdo al estatus mutacional de 

estos cuatro genes y presencia/ausencia de marcadores de fenotipo TFH, encontramos 

que el diagnóstico de LTAI se asoció con la presencia de mutaciones y fenotipo TFH 

(29/58, 50%). Por su parte, la ausencia de mutaciones en los genes escogidos y la 

presencia de fenotipo TFH se asoció con LTP-TFH (14/18, 77.8%), hallazgo 

condicionado por los criterios diagnósticos de estos pacientes (Tabla 22 y Figura 23).  

 

Tabla 22. Comparación del estatus mutacional y la presencia/ausencia de marcadores de fenotipo TFH en 

los diferentes subtipos histológicos de LTP (LTAI=Linfoma T Angioinmunoblástico; LTPNE=Linfoma T 

Periférico no especificado; LTP-TFH=Linfoma T Periférico con fenotipo TFH; Mut=mutado; No mut=no 

mutado; TFH=fenotipo TFH; No TFH=no fenotipo TFH). 

 LTAI (n=58) LTP-TFH (n=18) LTPNE (n=22) p-value 

Mut/TFH 29 (50%) 4 (22.2%) 2 (9.1%) 

<0.001 Mut/no TFH 1 (1.7%) 0 (0%) 3 (13.6%) 

No mut/TFH 24 (41.3%) 14 (77.8%) 8 (36.4%)  

No mut/no TFH 4 (6.9%) 0 (0%) 9 (41%)  
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H/E BCL6 CD10

ICOS PD-1 CXCL13

A)

 

H/E BCL6 CD10

ICOS PD-1 CXCL13

B)

 

Figura 23. Imágenes representativas correspondientes a dos casos con expresión de marcadores de 

fenotipo TFH y presencia/ausencia de mutaciones. A) Caso con expresión de los marcadores estudiados 

y presencia de mutaciones. B) Caso con expresión de marcadores de fenotipo TFH y ausencia de 

mutaciones.  
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El análisis de supervivencia de estos cuatro grupos no mostró una correlación 

significativa con respecto al pronóstico (p=0.414) (Figura 24). 

 

Figura 24. Análisis de supervivencia global en relación con el estado mutacional de RHOA, TET2, 

IDH2 y DNMT3A y la presencia/ausencia de expresión de marcadores de fenotipo TFH. El análisis 

Kaplan-Meier comparando los cuatro grupos no mostró significancias estadísticas (mut=presencia de 

mutación; no mut=ausencia de mutación; TFH=expresión; no TFH=no expresión). 

 

Aparte de la mutación G17V en el gen RHOA, otros genes involucrados en la vía 

de señalización de las RHO GTPasas se han encontrado mutados en pacientes de nuestra 

serie. Un paciente LTAI mostró la mutación A120T en el gen PAK7 y dos pacientes (1 

LTAI y 1 LTP-TFH) mostraron mutaciones en el gen CD36 (G359A y V61F, 

respectivamente) (Tablas 20 y 21). Encontramos una tendencia entre la presencia de 

estas mutaciones y la mutación RHOA-G17V (p=0.064), debido a que los 2 pacientes 

LTAI tienen también mutación en este gen. La presencia de mutaciones en estos genes, 

no se correlacionaron con pronóstico (p=0.351) (Figura 25). 
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Vía de señalización de TCR. 

 Encontramos 2 pacientes (1 LTAI y 1 LTP-TFH) con mutaciones en el gen 

PDCD1 (Y223* y A202T, respectivamente) (Tablas 20 y 21). La mutación Y223*, 

genera un codón de parada prematuro. Señalar que el caso LTAI mostró positividad 

para PD-1. Al analizar la supervivencia de los pacientes con mutaciones en esta vía, no 

encontramos correlación significativa con respecto al pronóstico (p=0.271) (Figura 25). 

Vía de señalización de Calcineurina. 

 En las Tablas 20 y 21 se puede observar la presencia de 4 pacientes (2 LTAI y 2 

LTPNE) con mutaciones en el gen PLCG1. Desafortunadamente, el diseño del panel no 

incluye la región del gen PLCG1 que engloba la mutación S345F. No encontramos 

correlación entre la presencia de mutaciones en esta vía y los datos 

inmunohistoquímicos estudiados. Sin embargo, los 2 pacientes LTAI mostraron 

positividad para NFATc1 y las subunidades de NF-κB (p50 y p52). Cuando analizamos 

la supervivencia de los pacientes con mutaciones en esta vía de señalización, no 

encontramos correlación significativa con respecto al pronóstico (p=0.634) (Figura 25). 

Vía de señalización de NF-κB.  

 Como se muestra en las Tablas 20 y 21, identificamos mutaciones en diferentes 

genes de la vía de señalización de NF-κB en un 8.2% de los casos estudiados. 

Encontramos de forma más frecuente mutaciones en el gen CARD11 en 4 pacientes (2 

LTAI y 2 LTPNE), localizada una de ellas (F97Y) en el dominio CARD, a través del 

cual interactúa con BCL10. Por otro lado, encontramos pacientes con mutaciones en los 

genes FAS (n=1, LTP-TFH), TNFRSF21 (n=1, LTAI), NLRP2 (n=1, LTAI) y RC3H1 

(n=1, LTP-TFH). No encontramos correlación entre la presencia de mutaciones en esta 

vía y los datos inmunohistoquímicos estudiados. Sin embargo, los pacientes con 

mutaciones en los genes TNFRSF21, NLRP2 y RC3H1 mostraron expresión nuclear de 

p50 y p52; además el paciente con mutación en el gen FAS mostró positividad para p50. 

Mutaciones en esta vía de señalización, no se correlacionaron con pronóstico (p=0.765) 

(Figura 25). 
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Vía de señalización de PI3K. 

 Nueve pacientes (9.2%) mostraron mutaciones en genes implicados en la vía de 

señalización de PI3K. Como se muestra en las Tablas 20 y 21, cinco pacientes 

mostraron mutaciones en el gen PTEN, destacando que 4/5 (3 LTAI y 1 LTPNE) 

presentaron la misma mutación (F278L). Mientras que el quinto paciente (LTPNE) 

mostró una mutación diferente (C71*), la cual genera un codón de parada prematuro, 

prediciendo una proteína truncada. Este paciente también tenía mutación en el gen 

PIK3C2B. Además, identificamos 2 pacientes LTPNE con mutaciones en el gen LPL y 

otro paciente LTPNE con mutación en el gen CSF2RB. Encontramos una correlación 

significativa directa entre la presencia de mutaciones en la vía de señalización de PI3K 

y la expresión de CXCL13 junto con la expresión de BCL6 (p=0.001). No encontramos 

correlación entre la presencia de mutaciones en esta vía y el pronóstico (p=0.263) 

(Figura 25). 

Vía de señalización de JAK/STAT.  

 Como se observa en los datos mostrados en las Tablas 20 y 21, encontramos un 

6.1% (6/98) de pacientes (3 LTAI, 1 LTP-TFH y 2 LTPNE) con mutaciones en genes 

que forman parte de la vía de señalización de JAK/STAT. Tres pacientes (1 LTAI y 2 

LTPNE) mostraron mutaciones en JAK1 (G1097V, T901R y K696E), localizadas los 

dominios quinasa y pseudoquinasa. Además, encontramos 1 paciente diagnosticado de 

LTAI con mutación en el dominio de unión al ADN en el gen STAT1 (E563K), el cual 

mostró expresión de p-STAT6 (Figura 26). Encontramos también un paciente LTP-TFH 

con mutación en el dominio de unión al ADN en el gen STAT3 (D566N). Este tumor 

mostró asimismo expresión nuclear de p-STAT3 y positividad para CD30 (Figura 27). 

Por otro lado, encontramos 1 paciente diagnosticado de LTAI que mostró la mutación 

Y331* en el gen CCR4, la cual genera un codón de parada prematuro. Los casos con 

diagnóstico de LTAI expresaron marcadores de fenotipo TFH: el paciente con la 

mutación JAK1-G1097V expresó PD-1 y BCL6; el paciente con la mutación en el gen 

CCR4 expresó PD-1, BCL6 y CXCL13. El paciente con mutación en el gen STAT1 

mostró expresión de PD-1, BCL6, CXCL13 e ICOS; y el paciente con mutación en 

STAT3 mostró expresión de los cinco marcadores estudiados (PD-1, BCL6, CXCL13, 

CD10 e ICOS). Encontramos una correlación entre la presencia de mutaciones en la vía 

JAK/STAT y en las vías de PI3K y TCR (p=0.009 y 0.004, respectivamente). La 
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presencia de mutaciones en esta vía se relacionó con una menor supervivencia 

(p=0.016), aunque hay que tener en cuenta el bajo número de casos (Figura 25). 

Vía de señalización de MAPK. 

 Encontramos un paciente LTP-TFH con la mutación I475T en el gen RASA1, 

una proteína activadora de RAS. Dicho paciente tiene una alta expresión nuclear de p-

ERK. Por otra parte, un paciente LTAI mostró la mutación E40K en el gen MAP3K5 

(Tablas 20 y 21). Encontramos una correlación significativa directa entre la presencia de 

mutaciones en esta vía y la expresión de p-ERK (p=0.039). Sin embargo, no 

encontramos correlación entre la presencia de mutaciones en esta vía y el pronóstico 

(p=0.494) (Figura 25) 

Vía de señalización de Hedgehog. 

 Un paciente LTAI mostró la mutación L380V en el gen GLI3 (Tabla 20). Se 

trata de un paciente del que no tenemos datos clínicos. 

Ciclo celular. 

 En la Tabla 20, se  muestran 2 pacientes diagnosticados de LTPNE con 

mutaciones en el gen TP53 (I255S y A159P) y un paciente LTAI con la mutación 

A333E en el gen RB1. No encontramos correlación entre la presencia de mutaciones en 

esta vía y los datos inmunohistoquímicos estudiados. Sin embargo, los pacientes con las 

mutaciones TP53-I255S y RB1-A333E mostraron una alta expresión del índice de 

proliferación Ki-67. Encontramos que la presencia de mutaciones en esta vía no se 

relacionó con pronóstico (p=0.134) (Figura 25). Además, encontramos una correlación 

entre la presencia de mutaciones en genes implicados en el ciclo celular y en las vías de 

señalización de PI3K, JAK/STAT y MAPK (p<0.001, 0.026 y <0.001, 

respectivamente). 
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Figura 25. Análisis de supervivencia global de acuerdo a la presencia de mutaciones en las vías de 

señalización de RHO GTPasas, TCR, Calcineurina, NF-κB, PI3K, JAK/STAT, MAPK y ciclo celular 

en LTP. El análisis Kaplan-Meier comparando casos mutados y no mutados muestra que sólo la presencia 

de mutaciones en genes de la vía de señalización de JAK/STAT se correlaciona con un peor pronóstico en 

la serie de pacientes con LTP. 
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A B
 

Figura 26. Figura representativa de la expresión de p-STAT6. A) Caso LTAI negativo para p-STAT6. 

B) Caso de LTAI con la mutación STAT1-E563K expresando p-STAT6 en el núcleo de las células 

tumorales. 
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H/E

CD30

p-STAT3

 

Figura 27. Figura representativa de un pciente con la mutación STAT3-D566N. Caso LTP-TFH con 

expresión nuclear de p-STAT3 y positividad para CD30.  
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  En neoplasias hematopoyéticas, los estudios moleculares integrados de alta 

profundidad pueden facilitar el reconocimiento de rutas y genes esenciales para la 

supervivencia de las células neoplásicas, haciendo posible la identificación de 

marcadores que orienten la terapia. Los LTP constituyen un grupo muy heterogéneo de 

LNH, los cuales presentan un pobre pronóstico con los tratamientos actuales de 

quimioterapia 68, con una supervivencia global de 5.5 meses en pacientes refractarios o 

en recaída y tasas de respuesta del 39-84% en pacientes recién diagnosticados 70. En el 

presente trabajo, analizamos perfiles de expresión génica y mutacionales, evaluando la 

especificidad de subtipo histológico y el impacto clínico. Hemos intentado identificar 

nuevas dianas moleculares involucradas en la patogénesis del LTP, que puedan 

contribuir a una más precisa subclasificación de este tipo de neoplasia hematológica y a 

la identificación potencial de nuevas dianas terapéuticas. 

6.1. Identificación de una firma molecular de expresión génica 

revelando rutas de señalización importantes en la patogenia de los LTP 

6.1.1. Firma molecular de expresión génica  

 Los datos de expresión génica en una serie de pacientes compuesta por 17 LTAI, 

20 LTPNE y 6 tejidos linfoides reactivos, mostraron sobre-expresión de las vías de 

señalización de ERK, MYC y ciclo celular en pacientes con LTP. Estos datos fueron 

confirmados mediante estudio inmunohistoquímico en una serie de muestras FFIP (129 

casos que comprendían 75 LTAI y 54 LTPNE), demostrando sobre-expresión de p-ERK 

(34.9%), C-MYC (13.2%) e incremento en  Ki-67 (24%). El análisis de los datos de 

expresión génica e inmunohistoquímica reveló correlaciones estadísticas directas, por 

un lado entre las vías de ERK y MYC, y entre la expresión nuclear de p-ERK y la 

presencia de la proteína C-MYC en células tumorales; y por otro lado, entre las vías de 

MYC y ciclo celular, y entre la expresión de C-MYC y Ki-67.  

 Varios estudios han mostrado que la proteína RAS actúa como un transductor de 

la vía de señalización mediada por el receptor del factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGF) 259, el cuál ha sido encontrado mutado en leucemias linfoblásticas T 

(LL-T) 260 y sobre-expresado en linfomas de células NK/T 261 y LTPNE 262. Sin 

embargo, en otros subgrupos de LTP, como LACG, está descrito que ERK podría ser 

activado por la tirosina quinasa COT (MAP3K8) o por NPM-ALK 263. Además, se ha 
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descrito una relación entre la sobre-expresión del microARN-187 y la expresión nuclear 

de p-ERK en LTPNE 255. Todos estos hallazgos son consistentes con un mecanismo 

multifactorial de la activación de la vía RAF/MEK/ERK en LTP. 

 ERK regula la fosforilación de MYC en el sitio S62 97, 264, alterando la 

estabilización de la proteína MYC. Estudios anteriores han demostrado que MYC está 

críticamente involucrado en el desarrollo de LTP 45, ya que se activa por la pérdida de 

SNF5 (SMARCB1), favoreciendo de este modo la rápida aparición de esta neoplasia en 

ratones 265 y humanos 45. Además, MYC se ha encontrado amplificado o translocado en 

diversos subtipos de linfoma de célula T, principalmente en LACG, LL-T, linfoma de 

célula T asociado a enteropatía tipo 2 (EATL) y LTPNE 59. Está descrito que C-MYC 

está implicado en la proliferación celular 266, por lo que la relación significativa con la 

expresión de p-ERK y un alto índice de proliferación Ki-67 no es sorprendente. 

6.1.2. Relevancia clínica y biológica de la expresión de p-ERK  

 El estudio inmunohistoquímico mostró que la expresión de p-ERK en células 

tumorales se relaciona con el subtipo histológico LTAI y el análisis de los datos del 

estudio GSEA indicó que esta expresión se asocia con fenotipo de célula T del centro 

germinal. Además, cuando se examinaron los casos tratados con CHOP o CHOP-like, la 

relevancia clínica de la expresión de p-ERK se mantuvo en los pacientes diagnosticados 

de LTAI. 

 En este trabajo, se muestra cómo la expresión de p-ERK por sí misma se asocia 

con mal pronóstico en la serie total de LTP y en el subtipo histológico LTAI; pero su 

significancia biológica no se mantuvo en el análisis multivariado cuando se incluyeron 

los parámetros clínicos. Sin embargo, resultó ser un marcador pronóstico independiente 

en el subtipo de pacientes LTAI; aunque esto no se mantuvo al analizar el grupo de 

pacientes tratados con CHOP o CHOP-like. Este hallazgo no ha sido descrito en 

linfomas de célula T; sin embargo, la presencia de altos niveles de ERK está 

inversamente correlacionada con la supervivencia en el glioma maligno 267 y el 

adenocarcinoma de pulmón 268.   

 Diversos inhibidores farmacológicos que modulan la activación de la mayoría de 

las proteínas en la vía RAS/RAF/MEK/ERK se han desarrollado y aplicado en la 

clínica, confirmando así la actividad de ERK como una diana terapéutica en múltiples 
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tumores malignos 104, 105, 269-272. También se ha descrito la utilidad de los inhibidores de 

la vía de ERK en el tratamiento de LTP, solos o en combinación con inhibidores de vías 

paralelas como la vía de PI3K/AKT 36.  

6.1.3. Relevancia clínica y biológica de la expresión de C-MYC y Ki-67 

 En este trabajo, la presencia de C-MYC y un alto índice de proliferación Ki-67 

fueron marcadores pronósticos independientes en el análisis univariado en la serie total 

de LTP y en el subtipo histológico LTAI. Sin embargo, su importancia no se mantuvo 

cuando se incluyeron variables clínicas clásicas en el análisis multivariado. Estudios 

previos han demostrado que la sobreexpresión de C-MYC se relaciona con un alto 

índice de proliferación y un peor pronóstico clínico en linfomas de células NK/T 

extranodal de tipo nasal, micosis fungoide, LL-T y LACG 270, 273-275.   

 El marcador que comúnmente se utiliza para estudiar proliferación en muestras 

FFIP es Ki-67, una proteína nuclear expresada por células en división 276, 277; su 

relevancia clínica en LTP ha sido demostrada. Inicialmente se identificó un perfil de 

pobre pronóstico relacionado con la proliferación usando micromatrices de expresión 

génica 41. Además, se ha observado que la expresión de Ki-67 confiere mal pronóstico a 

pacientes con LTAI y LTPNE 47, 55, 278, 279.   

6.1.4. Relevancia clínica y biológica de la expresión de GATA3 

 Los datos inmunohistoquímicos revelaron expresión de GATA3 en un 26% de 

los casos diagnosticados de LTPNE, mientras que en estudios previos mostraron 

expresión de GATA3 en un 33% 44 y un 45% 256 de los pacientes con LTPNE. Las 

diferencias en la positividad podrían ser debidas al anticuerpo utilizado (ABCAM (este 

estudio) vs. Santa Cruz Biotechnology (estudios previos)) o a la serie de muestras 

analizadas. 

 En este trabajo se mostró una correlación entre la expresión de C-MYC y 

GATA3 en la serie total y en el grupo de pacientes LTPNE, coincidiendo con los datos 

publicados 44. La expresión de GATA3 confirió peor pronóstico a pacientes con 

LTPNE, pero no con LTAI; manteniéndose en el grupo de pacientes tratados con CHOP 

o CHOP-like. Nuestros resultados son consistentes con los estudios publicados por otros 

grupos, que muestran perfiles de expresión génica en un grupo de pacientes 
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diagnosticados de LTPNE que se caracteriza por una expresión alta de GATA3 y un 

pobre pronóstico 44, 256.  

 Varios estudios preclínicos han encontrado que la sobreexpresión de ERK y/o C-

MYC se relaciona con la pérdida de sensibilidad a la quimioterapia convencional 

(especialmente a la doxorrubicina, ciclofosfamida, cisplatino y gemcitabina), 

sensibilizando a las células de linfoma de célula T al bortezomib 255, 280, 281. El uso de 

bortezomib, solo o en combinación, ha surgido recientemente como una nueva opción 

terapéutica para recaída o LTP refractario 282-286.   

 En resumen, este estudio sugiere que p-ERK, C-MYC y una alta expresión de 

Ki-67 podrían identificar un subgrupo de pacientes de pobre pronóstico que podrían ser 

candidatos para el tratamiento con inhibidores de la vía de señalización 

RAS/RAF/MEK/ERK o con otros regímenes terapéuticos. Además, la expresión de p-

ERK podría identificar a pacientes con LTAI con una clínica agresiva, mientras que la 

expresión de GATA3 identificaría a pacientes con LTPNE con pobre pronóstico. Sin 

embargo, estos resultados requieren confirmación clínica y experimental en una serie de 

pacientes con LTP tratados homogéneamente. 

6.2. Identificación de mutaciones en genes de vías de señalización 

implicadas en la patogenia de los LTP 

6.2.1. Mutación G17V en el gen RHOA 

6.2.1.1. Frecuencia mutacional 

 El estudio del perfil de expresión génica en una serie de pacientes compuesta por 

17 LTAI y 20 LTPNE, mostró un 34.6% de muestras LTP (6 LTAI y 3 LTPNE) con la 

mutación G17V en el gen RHOA (RHOA-G17V). Estos datos fueron confirmados 

mediante técnicas de qPCR (discriminación alélica y secuenciación de Sanger) y 

secuenciación de última generación (next-generation sequencing, NGS) en una serie de 

muestras FFIP, demostrando que menos del 30% de casos LTP tuvieron la mutación, 

siendo más frecuente en pacientes diagnosticados de LTAI. 

 Nuestros resultados son consistentes con los datos publicados sobre 

secuenciación del exoma en muestras de linfoma que han demostrado la presencia de la 

mutación RHOA-G17V en pacientes con LTP 7, 20-22, 26, 151, siendo más frecuente en 
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pacientes con LTAI (60-70%) en comparación con LTPNE. Las diferencias en el 

porcentaje de casos mutados entre nuestro estudio y los publicados anteriormente, 

puede deberse a la serie de muestras utilizada. Está descrito 287 que las frecuencias 

alélicas de la mutación RHOA-G17V en estos linfomas son generalmente bajas, 

reflejando un bajo contenido tumoral. Con la técnica de NGS, hemos identificado un 

grupo de pacientes LTP que sólo poseen la mutación RHOA-G17V y no mutaciones en 

el resto de genes presentes en el panel de estudio u otras mutaciones en este gen, 

coincidiendo con estudios previos 20, 26.  

6.2.1.2. Relevancia clínica y biológica de la mutación RHOA-G17V 

 Los datos del perfil de expresión génica mostraron sobre-expresión de vías de 

señalización relacionadas con células TFH, p38, PI3K, KRAS, RAC1 y la vía alternativa 

de NF-κB en los pacientes con la mutación RHOA-G17V. Estos datos fueron 

confirmados mediante estudio inmunohistoquímico en los que se mostró una relación 

significativa entre la presencia de la mutación RHOA-G17V y la expresión de 

marcadores de fenotipo TFH, p-ERK y p52.  

 La relación recíproca entre RHOA y RAC1 está descrita 288, sin embargo los 

efectos de la mutación RHOA-G17V sobre RAC1 no lo están. La actividad de RAC1 

también activa múltiples efectores incluyendo las vías de señalización de NF-κB, p38 y 

ERK 289, 290. Estudios funcionales, así como datos derivados del análisis estructural, han 

descrito que esta mutación tiene un efecto negativo, por lo que causa la pérdida de la 

actividad GTPasa de RHOA 20-22, 152, aumentando la proliferación y migración en células 

T 20. Además, Yoo y cols. han mostrado que RHOA juega un importante papel regulador 

que conecta las vías de señalización de TCR y PI3K 22. Estos hallazgos coinciden con 

los datos aportados en este trabajo sobre el perfil de expresión génica. La relación entre 

la mutación y la expresión de marcadores de fenotipo TFH, explicaría los datos 

obtenidos en el perfil de expresión y los publicados anteriormente 21, 26, 151, que 

relacionan esta mutación con un fenotipo TFH. En este trabajo, la expresión nuclear de 

p-ERK se ha observado en células tumorales a través de una doble inmunohistoquímica, 

por lo que la relación entre la mutación RHOA-G17V y la expresión de p-ERK que 

observamos ocurre en este tipo de células. Estos datos revelan que la mutación tiene 

lugar en las células tumorales, coincidiendo con estudios publicados por otros autores 
21.    
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 En este estudio mostramos que la presencia de la mutación RHOA-G17V no se 

asoció con pronóstico; dato que coincide con lo publicado anteriormente 22, 151, 291. 

Además, cuando analizamos el estado mutacional y la presencia/ausencia de p-ERK en 

pacientes tratados con CHOP o CHOP-like, identificamos que el subgrupo p-ERK-

positivo/RHOA-no mutado tiene menor supervivencia, que se mantiene como factor 

independiente en el análisis multivariado. Está descrito que la señalización de RHOA 

converge en la vía de ERK a través del citoesqueleto de actina, influyendo en la 

regulación del ciclo celular y promoviendo la acumulación nuclear de ERK 292. Esta 

relación podría explicar una posible activación de ERK en ausencia de RAS 293. La 

presencia de mutaciones en NRAS y KRAS se ha descrito en varios grupos de linfomas 

de célula T, como LCCT 294, LL-T 295, linfomas de células NK/T 296 y LTP 26. 

Recientemente, Choi y cols. 297 han descrito una nueva mutación en BRAF en un 2.5% 

de casos LCCT, así como la amplificación del gen en un 12.5% de los mismos. En este 

estudio hemos analizado mutaciones en los genes NRAS y KRAS en los casos con 

expresión de p-ERK y RHOA-no mutado, para determinar a que puede ser debido la 

expresión de ERK en este grupo de casos, pero no hemos obtenido resultados positivos. 

Por tanto, la sobre-expresión de ERK en las células tumorales puede ser debida a otros 

mecanismos biológicos 255.  

 Otros investigadores han destacado anteriormente la utilidad de inhibidores de 

las vías de señalización de NF-κB, PI3K/AKT y ERK para el tratamiento de pacientes 

con LTP 34, 298. Los resultados presentados en este estudio sugieren que la presencia de 

la mutación RHOA-G17V podría identificar a los pacientes que son sensibles a algunos 

de estos inhibidores. Además, nuevas investigaciones sobre los mecanismos 

moleculares de la mutación RHOA-G17V dará lugar al desarrollo de nuevas terapias 

similares a las propuestas para la lucha contra las modificaciones epigenéticas. Por 

supuesto, se necesitan estudios clínicos y biológicos para validar estos resultados.  

6.2.2. Mutaciones en el gen PLCG1 

6.2.2.1. Frecuencia mutacional 

 Nuestros hallazgos muestran que PLCG1 está recurrentemente mutado en 

pacientes con LTP. La detección de la mutación S345F (PLCG1-S345F) mediante 

qPCR por discriminación alélica en una serie de pacientes compuesta por 60 LTAI y 41 
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LTPNE, mostró un 12.9% de muestras LTP (7 LTAI y 6 LTPNE) con la mutación. 

Estos datos fueron confirmados por otra técnica de qPCR y secuenciación de Sanger. 

Varios estudios han descrito la presencia de la mutación PLCG1-S345F en linfomas de 

célula T, incluyendo LCCT 23, ATL 24 y LTP 22, 26, 27. Por otro lado, en el estudio NGS, 

encontramos cuatro nuevas mutaciones en este gen, no descritas previamente. 

6.2.2.2. Relevancia clínica y biológica de las mutaciones en PLCG1 

 Los datos inmunohistoquímicos mostraron una relación significativa entre la 

presencia de la mutación PLCG1-S345F y la expresión de CD30, p50 y GATA3 en 

pacientes con LTP. El aumento en la señalización de PLCG mutado asociado con un 

incremento en la actividad de NF-κB ha sido previamente descrito por otros autores 26. 

La activación de NF-κB y la expresión de CD30, podría reemplazar teóricamente las 

señales de supervivencia mediadas por TCR. Estos datos serían coherentes con los datos 

publicados en los que se muestra que las señalizaciones de CD30 y TCR son 

mutuamente excluyentes en LTP 38, 47. La sobre-expresión de GATA3, podría ser debida 

a la presencia de la mutación en PLCG1, además dicha sobre-expresión podría asociarse 

a resistencia a quimioterapia 299.  

 Por otro lado, no encontramos una correlación significativa entre la presencia de 

la mutación PLCG1-S345F y la expresión nuclear de NFATc1, como sí se observa en 

pacientes con LCCT 23, aunque un 66.7% de los casos LTP mutados en PLCG1 fueron 

positivos para NFATc1. Este porcentaje es bajo comparado con el publicado 

previamente por Vaqué y cols. en LCCT, que encuentran un 81.8% de casos mutados 

NFATc1 positivos 23. La sobre-expresión de NFTAc1 en los casos LTP no mutados 

(71.1%) podría ser explicada por la presencia de activación de la vía TCR/CD3 en este 

tipo de tumores. Estudios in vitro realizados por Vaqué y cols. 23 muestran que la sobre-

expresión de NFAT resultante de la presencia de la mutación en PLCG1, puede ser 

inhibida por el uso de inhibidores específicos de esta vía de señalización y de uso 

probado en clínica, como es el caso del Tacrólimus (FK-506), un inhibidor de la 

Calcineurina 300, que disminuye la proliferación y viabilidad celular e induce apoptosis.  

 La presencia de la mutación PLCG1-S345F se asoció con menor supervivencia 

en el subgrupo de pacientes diagnosticados de LTPNE, dato no publicado 
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anteriormente. Sin embargo, la presencia de otras mutaciones en el gen PLCG1 no se 

asoció con pronóstico. 

 La presencia de estas mutaciones en LTP es particularmente relevante, ya que 

PLCG1 juega un papel importante en la actividad de la vía de TCR. PLCG1 está 

activado en células T tras la activación de la vía TCR/CD3, desencadenando la 

activación de vías de señalización claves en la linfomagénesis, como RAS/RAF/ERK, 

PKC/NF-κB a través de DAG, o CaM/CaN/NFAT por IP3/Ca
2+. Los datos aportados en 

este trabajo son de una importancia terapéutica relevante, ya que la inhibición de PLCG 

con el uso de tratamientos anti-CD30 o NF-κB podría ser explorado en pacientes con 

PLCG1 mutado; contribuyendo a la selección de un tratamiento basado en las 

características moleculares de los tumores. Por supuesto, se necesitan estudios clínicos y 

biológicos para validar estos resultados.  

6.2.3. Otras mutaciones frecuentes en LTP 

 Los datos de NGS en una serie de muestras FFIP de LTP incluyendo 58 LTAI y 

40 LTPNE revelaron que el 56.1% de los casos mostraron mutaciones en alguno de los 

48 genes que componen el panel de estudio. 

6.2.3.1. Reguladores epigenéticos 

La mutación R172 en IDH2 se encontró en un 11.2% de los casos (8 LTAI, 1 

LTP-TFH y 2 LTPNE). Sin embargo, no hemos encontrado la mutación R140 como sí 

ocurre en LMA 301, coincidiendo con estudios previos 27-29, 240. Este resultado difiere del 

publicado por otros autores, que no encuentran la mutación de IDH2 en LTPNE 7, 20, 21. 

La presencia de mutaciones en IDH2 no se asoció con pronóstico, ni en este trabajo ni 

en estudios previos 29, 240, como sí se observa en LMA donde se asocia con peor 

pronóstico 302. Encontramos una asociación significativa entre la presencia de 

mutaciones en IDH2 y la expresión de CD10, por lo que mutaciones en este gen podrían 

correlacionarse con diferenciación TFH 
29

. Recientemente, se han generado anticuerpos 

para el estudio inmunohistoquímico de mutaciones en IDH2 303-305 que podrían ser 

utilizados en la rutina clínica.  

Por otro lado, hemos observado mutaciones en el gen TET2 en un 23.5% de los 

casos estudiados (17 LTAI, 2 LTP-TFH y 4 LTPNE). Encontramos que las mutaciones 
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S1870L y L1340R están descritas en LTP 20, 21. Hemos identificado un grupo de 

pacientes LTP que sólo poseen mutaciones en este gen y no en el resto de genes 

presentes en el panel de estudio, coincidiendo con estudios previos 20, 21, 26. Mutaciones 

en TET2 han sido asociadas con parámetros clínicos adversos y una tendencia con peor 

pronóstico 31. Sin embargo, en este y otros estudios 32 no hemos encontrado correlación 

pronóstica. Por otro lado, encontramos una asociación significativa entre la presencia de 

mutaciones en TET2 y la expresión de PD-1, por lo que mutaciones en este gen podrían 

correlacionarse con diferenciación TFH 31.   

Un 7.1% de los casos (6 LTAI y 1 LTP-TFH) mostraron mutaciones en el gen 

DNMT3A. Dos casos sólo tienen mutación en este gen con respecto al resto de genes 

presentes en el panel, coincidiendo con estudios previos 21, 240; estas mutaciones (R736C 

y V690D) han sido publicadas anteriormente en LTP 20, 32. La presencia de mutaciones 

en este gen no se asoció con pronóstico, datos que coinciden con los publicados 

anteriormente 32. Sin embargo, en LMA mutaciones en este gen se asocian con un 

pronóstico adverso 306.  

Nuestros resultados de NGS son consistentes con los datos publicados por otros 

grupos, que muestran un solapamiento entre la mutación RHOA-G17V y mutaciones en 

los reguladores epigenéticos en LTP 21. Sin embargo, no hemos encontrado asociación 

entre la presencia de mutaciones en los reguladores epigenéticos, al contrario que lo 

descrito 20-22, 30, 32, 240.  

En este estudio, mutaciones en los genes RHOA, IDH2, TET2 y DNMT3A 

afectan a una proporción significativa de pacientes con LTAI, y muchos de estos 

cambios son observados en pacientes con fenotipo TFH (LTP-TFH). Estos datos 

coinciden con estudios previos 7, 21, 26, 29, 31. Además, observamos que todos los casos 

con mutaciones en IDH2 también tienen la mutación RHOA-G17V. Nguyen y cols. 

sugieren que la adquisición de mutaciones en IDH2 podría ocurrir después de adquirir la 

mutación RHOA-G17V en las células tumorales 28. Por otro lado, nosotros y estudios 

previos 20, 26, 28 observamos pacientes con mutaciones en RHOA e IDH2, pero no en 

TET2 y DNMT3A. Sin embargo, otros trabajos sugieren que los genes TET2 y DNMT3A 

son iniciadores de la enfermedad, ya que se han encontrado mutaciones en ellos en 

precursores hematopoyéticos de sujetos sanos, además de en células madre 

hematopoyéticas de pacientes con LTP, y posteriormente aparecerían mutaciones en 
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otros genes los cuales tendrían una implicación en el mantenimiento y progresión de la 

enfermedad 20, 21, 30, 32, 217, 240, 307.  

La identificación de mutaciones frecuentes en reguladores epigenéticos en LTAI 

y LTP-TFH extiende la importancia de alteraciones epigenéticas en linfomagénesis. 

Esto sugiere que en estas enfermedades, en las que la quimioterapia convencional es 

inefectiva en muchos de los pacientes, el uso de nuevos agentes como demetilantes 

podría tener un papel, de acuerdo con algunas observaciones clínicas aisladas 308, 309.  

6.2.3.2. Vía de señalización de NF-κB 

Mutaciones en genes de la vía de NF-κB han sido identificadas en un 8.2% de 

los casos de la serie estudiada (4 LTAI, 2 LTP-TFH y 2 LTPNE).  El gen CARD11 se 

ha encontrado más frecuentemente mutado en este estudio, siendo la mutación F97Y 

previamente descrita en linfomas 310, 311. Mutaciones en este gen han sido descritas en 

linfomas de célula T 23, 26, así como de célula B 22, 175 y ATL 24. Por otro lado, 

mutaciones en los genes TNFRSF21 y FAS también se han encontrado en linfomas T 

incluyendo LCCT y LTP 27, 297, 312. Otro gen encontrado mutado en este estudio ha sido 

RC3H1; sin embargo, alteraciones en este gen no han sido encontradas en LTP 313.  En 

este estudio encontramos que los casos con mutaciones en los genes TNFRSF21, FAS, 

NLRP2 y RC3H1 mostraron expresión nuclear de p52 y/o p50. La presencia de 

mutaciones en esta vía de señalización no se asoció con pronóstico. Sin embargo, los 

LTP se han asociado con la activación de la vía de señalización de NF-κB y ésta fue 

asociada con una menor supervivencia 298.   

6.2.3.3. Vías de señalización de PI3K y ciclo celular 

Mutaciones en la vía de señalización de PI3K se han encontrado en un 9.2% de 

los casos, incluyendo 3 LTAI y 5 LTPNE. En este estudio encontramos 4/5 pacientes 

con la misma mutación en el gen PTEN (F278L), la cual ha sido descrita en melanoma 
314 y carcinoma endometrial 315. Otras mutaciones en PTEN han sido descritas en 

linfomas, incluyendo LCCT y LTP 21, 23. Por otro lado, encontramos un paciente con 

mutación en el gen CSF2RB; mutaciones en este gen se han encontrado en LL-T 316 y en 

líneas celulares derivadas de LCCT 23. Mutaciones en los genes LPL y PIK3C2B 

también se han encontrado en pacientes y líneas celulares de LCCT 23.  
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Mutaciones en genes implicados en el ciclo celular se han encontrado en un 

3.1% de los casos (2 LTAI y 1 LTPNE). Por un lado, encontramos dos pacientes con 

mutaciones en el dominio de unión al ADN en el gen TP53. Dichas mutaciones han sido 

previamente descritas en diferentes tipos de tumores sólidos 317-321. Mutaciones en TP53 

han sido encontradas en LTP y LCCT 23, 32. Encontramos la mutación RB1-A333E, la 

cual se relacionó con la expresión de Ki-67. El gen RB1 se ha encontrado mutado en 

LCCT 23 y delecionado en un 25% de los mismos 297.  

En este estudio, encontramos una correlación significativa entre mutaciones en 

ambas vías de señalización. Esta relación podría ser debida a que el gen RB es esencial 

para controlar la supresión del crecimiento celular mediado por PTEN 322. La presencia 

de mutaciones en estas vías de señalización no se asoció con pronóstico. 

6.2.3.4. Vía de señalización de JAK/STAT 

Mutaciones en genes de la vía de señalización de JAK/STAT se han encontrado 

en un 6.1% de los casos (3 LTAI, 2 LTP-TFH y 2 LTPNE). En este estudio las 

mutaciones encontradas en el gen JAK1 ocurren en los dominios quinasa y pseudo-

quinasa. Estos datos coinciden con los publicados por otros grupos en linfomas de 

célula T 26, 32, 195, 203, 323. Las mutaciones T901R y G1097V han sido previamente 

descritas en leucemia prolinfocítica T y LACG asociado al implante de mama 323, 324. 

Por otro lado, encontramos mutaciones en el dominio de unión al ADN en los genes 

STAT. La mutación STAT1-E563K se relacionó con la expresión de p-STAT6. Dicha 

mutación ha sido previamente descrita en LTP 20. Recientemente, un estudio ha 

mostrado mutaciones en el gen STAT6 en LTAI 135, pero no muestran correlación con la 

fosforilación de la proteína; sin embargo nuestro panel de estudio NGS, no engloba 

dicho gen. En este estudio encontramos un caso con la mutación STAT3-D566N, el cual 

mostró expresión nuclear de p-STAT3 y positividad para CD30. Se trata de un paciente 

que expresa marcadores de fenotipo TFH (LTP-TFH) carente de morfología anaplásica, 

por lo que este dato muestra que mutaciones en STAT3 pueden encontrarse en otros 

linfomas T que no sean LACG 195. En este estudio, encontramos la mutación CCR4-

Y331*, la cual ha sido descrita previamente en ATL 24, 325. Otras mutaciones en este gen 

han sido descritas en LCCT y ATL 23, 326 y se ha observado que confiere peor pronóstico 

en pacientes con ATL. Yhosida y cols. identificaron que mutaciones en el gen CCR4 en 

pacientes con ATL promueven la activación de la vía de señalización de PI3K 326. En 
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este trabajo, encontramos una correlación entre la presencia de mutaciones en las vías 

JAK/STAT y PI3K.  

 En este trabajo, la frecuencia de mutaciones en genes JAK/STAT es ligeramente 

mayor que la encontrada por Vallois y cols. (4.7%) 26. Encontramos una relación entre 

la presencia de mutaciones en esta vía y el fenotipo TFH; sin embargo Vallois y cols. 26 

sugieren que las mutaciones en JAK/STAT no tienen mucha importancia en la 

patogénesis de los linfomas derivados de células TFH. En este estudio, la presencia de 

mutaciones en esta vía de señalización se asoció con una menor supervivencia. Este 

dato no se ha encontrado previamente descrito en LTP, aunque recientemente se han 

identificado mutaciones en la vía de señalización de JAK/STAT como un mecanismo 

oncogénico en leucemias y linfomas de célula T 20, 24, 26, 32, 194, 195, 197-203, 323, hallazgos 

que sugieren esta vía como una potencial diana terapéutica en linfomas de células T 207.  

6.2.3.5. Vías de señalización de TCR y MAPK 

 Mutaciones en la vía de señalización de TCR han sido observadas en un 2% de 

los casos incluyendo 1 LTAI y 1 LTP-TFH. Por su parte, mutaciones en genes de la vía 

de las MAPK se han encontrado también en un 2% de los pacientes (1 LTAI y 1 LTP-

TFH). En ninguno de los casos, la presencia de mutaciones en estas vías se relacionó 

con pronóstico.  

 Las mutaciones encontradas en este estudio en el gen PDCD1 no han sido 

descritas previamente en la literatura. Encontramos un caso con la mutación PDCD1-

Y223*, el cual mostró expresión de PD-1. Sin embargo el paciente con la mutación 

PDCD1-A202T no mostró expresión de PD-1. Esta descrito que PDCD1 previene la 

proliferación continua de linfocitos T 327 y se ha encontrado delecionado y mutado en 

LCCT 23, 297.  

 Mutaciones en genes de la vía de las MAPK, como las encontradas en este 

estudio (MAP3K5 y RASA1), no han sido descritas previamente. Mutaciones en el gen 

MAP3K5 han sido descritas en melanoma y LCCT 23, 328, destacando una disminución 

en la expresión de ERK. En nuestro trabajo, el paciente con mutación en este gen, no 

mostró expresión nuclear de p-ERK. Por otro lado, mutaciones en RASA1 están 

involucradas en desórdenes vasculares 329 y se han descrito en LCCT 23, las cuales 

pueden producir una haploinsuficiencia en la proteína generando un incremento en la 
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vía de señalización de las MAPK 330. En este estudio, el paciente con la mutación en el 

gen RASA1 mostró expresión nuclear de p-ERK.  

 En resumen, la presencia de mutaciones en genes de vías de señalización 

implicadas en LTP identifica posibles dianas terapéuticas y podría permitir seleccionar 

pacientes susceptibles a tratamientos con inhibidores específicos 26, 203.  

6.3. Observaciones finales y perspectivas 

El trabajo presentado en esta Tesis Doctoral integra estudios moleculares de alta 

profundidad que ha permitido el reconocimiento de rutas y genes esenciales para la 

supervivencia de células neoplásicas, con el objetivo de entender mejor la patogenia 

molecular de los LTP, llevando a cabo una clasificación más precisa de los diferentes 

subtipos histológicos, y la posible identificación de marcadores que orienten la terapia; 

sin embargo, quedan áreas de investigación futura.   

El análisis de los perfiles de expresión realizado en este trabajo demuestra un 

impacto pronóstico en los LTP, identificando un subtipo de pacientes diagnosticados de 

LTAI con alta expresión de p-ERK y menor supervivencia. Por otro lado, un subtipo de 

pacientes LTPNE con peor pronóstico, asociado con la expresión incrementada de 

GATA3. 

Varios estudios han mostrado que los LTAI tienen un perfil de expresión 

diferente a los LTPNE, siendo similares a las células TFH normales 38, 39, 43. Además, se 

ha podido demostrar que aproximadamente el 20% de los LTPNE podrían reclasificarse 

como LTAI 42, 44, debido a que expresan marcadores asociados a células TFH 15, 43, 331-333. 

En el estudio de NGS, hemos clasificado un 45% de casos LTPNE como LTP-TFH, 

mediante datos inmunohistoquímicos. Nuestros resultados sugieren que la expresión de 

marcadores de fenotipo TFH no ayuda a distinguir de forma nítida a los LTAI de otros 

linfomas derivados de células TFH, así coincidiendo con datos publicados por otros 

autores 7. Por otro lado, el estudio mutacional, reveló que la frecuencia de mutaciones 

en los LTPNE y en los LTP-TFH fue llamativamente inferior con respecto a los casos 

diagnosticados de LTAI. Estudios previos observaron esta baja frecuencia sólo en 

pacientes con LTPNE 7, 26. El reconocimiento de un patrón de mutación altamente 

específico podría ayudar a distinguir un subtipo histológico de otro. Aunque en este 

estudio hay un grupo de casos con alta carga mutacional y fenotipo TFH, este hallazgo 
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no tiene una repercusión clínica, por lo que no encontramos límites precisos que separen 

los LTAI y los LTP-TFH. 

La identificación de mutaciones frecuentes en reguladores epigenéticos y genes 

de diferentes vías de señalización implicadas en la patogénesis de los LTP podría servir 

para identificar dianas terapéuticas.  

De este modo, la identificación de marcadores moleculares contribuye a mejorar 

la clasificación de los distintos subtipos de LTP de cara a la terapia. Los datos 

mostrados en este trabajo suponen un discreto progreso, requiriendo estudios posteriores 

que confirmen estas observaciones y la traslade a la clínica. 
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Los análisis de expresión y mutacionales aquí realzados permiten identificar 

firmas y genes mutados que amplían nuestro entendimiento de la biologia de estos 

tumores, permite revisar la suclasificación de los mismos y hace posible proponer 

nuevas dianas terapéuticas o confirmar algunas ya establecidas. En concreto,  

1. La NGS es un método eficaz para detectar alteraciones genéticas en muestras 

FFIP, incluso en casos con baja proproción de células neoplásicas, que podrían 

no haber sido detectadas mediante secuenciación Sanger. 

2. Las expresiones de p-ERK, C-MYC y Ki-67 permiten identificar subgrupos de 

pacientes con peor pronóstico, susceptibles de un tratamiento con inhibidores de 

la vía RAS/RAF/MEK/ERK. 

3. La expresión de p-ERK y GATA3 permite reconocer grupos de pacientes 

diagnosticados de Linfoma T angioinmunoblástico y linfoma T periférico no 

especificado, con comportamiento más agresivo. 

4. La mutación RHOA-G17V se relaciona con la expresión de p-ERK, PD-1, 

CXCL13, CD10 y p52. Pacientes con esta mutación podrían ser susceptibles a 

un tratamiento con inhibidores de las vías de ERK, PI3K y/o NF-κB. 

5. La mutación PLCG1-S345F se relaciona con la expresión de CD30, p50 y 

GATA3 y confiere peor pronóstico a pacientes con Linfoma T periférico no 

especificado. Pacientes con la mutación PLCG1-S345F podrían ser susceptibles 

a un tratamiento con inhibidores de la vía de NF-κB o un tratamiento dirigido 

anti-CD30. 

6. Mutaciones en los genes RHOA, TET2, IDH2 y DNMT3A se relacionan con un 

fenotipo TFH. Sin embargo, este patrón no distingue de forma clara los Linfomas 

T angioinmunoblásticos de otros Linfomas T periféricos derivados de células 

TFH. 

7. Mutaciones en la vía de señalización de JAK/STAT confieren peor pronóstico a 

pacientes con Linfomas T periféricos y se relacionan con la presencia de 

mutaciones en la vía PI3K. Pacientes con mutaciones en estas vías podrían ser 

susceptibles a tratamientos con inhibidores específicos. 
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ANEXO I: Informes de los Comités Éticos de Investigación. 

El proyecto no incluye análisis clínicos. La parte de análisis de muestras está revisada 

por los CEIC de los hospitales en los que se ha realizado el estudio. 
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ANEXO II: Artículos científicos. 

Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral están plasmados en cuatro artículos 

publicados y uno en preparación. 

Artículos publicados (adjuntos): 

1.  “The RHOA G17V gene mutation occurs frequently in peripheral T-cell 

lymphoma and is associated with a characteristic molecular signature”. Rebeca 

Manso, Margarita Sánchez-Beato, Silvia Monsalvo, Laura Cereceda, Pilar 

Llamas; Federico Rojo, Manuela Mollejo, Javier Menárguez, Javier Alves, 

Mónica García-Cosio, Miguel Ángel Piris, Socorro María Rodríguez-Pinilla. 

Blood 2014. 123(18):2893-94. 
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4. “p-MAPK1 expression associated with por prognosis in angioimmunoblastic T-

cell lymphoma patients”. Rebeca Manso, Giovanna Roncador, Santiago 

Montes-Moreno, Federico Rojo, M Ángeles Pérez-Sáenz, Manuela Mollejo, 
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A Piris, Socorro M Rodríguez-Pinilla.British Journal of Haematology 
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Artículo en preparación (adjunto): 

1. Mutations in JAK/STAT pathway genes and activation of the pathway: a 

significant finding in nodal peripheral T-cell lymphoma. 

 

Además, se han publicado los siguientes artículos en los que la doctoranda ha 

participado: 

1. "Clinical value of miR-26b discriminating ulcerative colitis-associated colorectal 
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To the editor:

The RHOA G17V gene mutation occurs frequently in peripheral T-cell lymphoma and is
associated with a characteristic molecular signature

Peripheral T-cell lymphomas (PTCLs) are a group with poor

outcome and nonspecific therapeutic regimens. Recently, Palomero

et al1 andSakata-Yanagimoto et al2 identified a recurrent heterozygous

mutation in the RHOA small GTPase gene encoding a p.Gly17Val

alteration (G17V) that leads to inhibition of the r-signaling pathway.

Because the RHOA/r-kinase pathway plays a pivotal role in many

cellular functions, we wanted to establish whether the G17Vmutation

of the RHOA gene (RHOA-G17V) has any biological relevance in

nodal PTCL (n-PTCL).

Twenty-six frozen n-PTCL-samples (13 peripheral T-cell lym-

phomas not specified [PTCL-NOSs], 11 angioimmunoblastic T-cell

lymphomas [AITLs], and 2 anaplastic large cell lymphomas) were

hybridized on a whole-human-genome oligo microarray and analyzed

for the presence of the RHOA-G17V using a specific qBiomarker

somatic-mutation PCR assay (SABiosciences). Expression profile

data were analyzed with gene set enrichment analysis software.

RHOA-G17V was found in 6 AITLs and 3 PTCL-NOSs (34.6% of

cases). Thirty-two gene sets were overrepresented in the mutated

subgroup of tumors. Of particular significance were the pathways

related to the follicular helper CD4 T-cell and AITL signature.

Moreover, other pathways of great relevance to PTCL pathogenesis,

such as p38 mitogen-activated protein kinase, phosphatidylinositol

3-kinase, KRAS, the alternative nuclear factor kB (NF-kB) pathway,

and the RAC1 pathway, were significantly associated with the

presence of theRHOA-G17V (see supplemental Table 1 available at

the Blood Web site).

The presence of RHOA-G17V was further analyzed by the pre-

viously described method in an independent consecutive series

of 136 paraffin-embedded n-PTCL samples. Positive results were

confirmed by Sanger sequencing of the mutated region. A total of

26.4% (32/121) of the cases carried RHOA-G17V. A total of 34.2%

(25/73) of caseswereAITL; 14.6% (7/48)were PTCL-NOS (P5 .016),

3 of which had AITL-like features. The lower percentage of mutated

cases than previously reported,1,2 especially in AITLs, may have

been due to the lower sensitivity of our assay and the paucity of

tumoral cells in some AITL cases.

Immunohistochemical studies using tissue microarrays re-

vealed a positivity for programmed cell death 1 (PD-1),3 phospho-

extracellular signal-regulated kinase (p-ERK), p50, and p52 in

48.5% (66/136), 32.1% (41/136), 72.1% (98/136), and 59.6%

(81/136) of patients, respectively. The presence of PD-1, nuclear

p-ERK, or p52 expression was significantly positively correlated

with the presence of RHOA-G17V (P 5 .024, 0.002, and 0.042,

respectively).

There is a relationship between RHOA and Rac1 in which

a high level of Rac activity leads to a reduction in that of r, and

vice versa.4 Rac1 activity also activates multiple downstream

effectors, including the NF-kB, p38 mitogen-activated protein

kinase, and mitogen-activated protein kinase kinase/extracellular

signal-regulated kinase pathways.5,6 These findings are consis-

tent with gene set enrichment analysis results, and some of them

were validated by immunohistochemistry in an independent series of

patients. However, explanations involving other biological mechanisms

cannot be ruled out.7

Although standard prognostic indices for this series (International

Prognostic Index and Prognostic Index for PTCL-u) identified prog-

nostic subgroup of patients (both indices,P, .001), themutational

status of the RHOA gene did not, either in the total group of all

patients or after histologic subclassification (AITL vs PTCL-NOS)

(Table 1 and supplementalTables 2-3 availableon theBloodWebsite.).

We andother researchers have previously reported the usefulness of

NF-kB, phosphatidylinositol 3-kinase/AKT, and extracellular signal-

regulated kinase pathway inhibitors for treating PTCL patients.8,9

The findings presented here suggest that RHOA-G17V could

identify patients who are sensitive to some of these inhibitors. Further

clinical and biological studies are needed to validate these results.
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Madrid, Spain

Javier Alves

Pathology Department, Hospital Universitario “La Paz,”

Madrid, Spain

Mónica Garcı́a-Cosio

Pathology Department, Hospital Universitario Ramón y Cajal,

Madrid, Spain

BLOOD, 1 MAY 2014 x VOLUME 123, NUMBER 18 2893

For personal use only. on May 6, 2014. at Hospital Universitario La Pazbloodjournal.hematologylibrary.orgFrom



Miguel A. Piris

Pathology Department, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla,

Universidad de Cantabria,

Instituto de Formación e Investigación Marqués de Valdecilla,

Santander, Spain

Socorro M. Rodrı́guez-Pinilla

Pathology Department, Fundación Jimenez Dı́az,

Madrid, Spain

M.A.P. and S.M.R.-P. contributed equally to this study.

The online version of this article contains a data supplement.

Acknowledgments: We are indebted to the patients who contributed to this

study.

This work was supported by grants from the Asociación Española contra el
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Table 1. Univariate analysis of the clinical and molecular
parameters and the mutational status of the RHOA gene in the
cohort of 121 patients with PTCLs

RHOA Total cases WT MUT P

DX 121/121 .016

AITL 48/73 (65.8%) 25/73 (34.2%)

PTCL-NOS 41/48 (85.4%) 7/48 (14.6%)

p-ERK 121/121 .002

Negative 70/86 (81.4%) 16/86 (18.6%)

Positive 19/35 (54.3%) 16/35 (45.7%)

p50 118/121 .166

Negative 25/30 (83.8%) 5/30 (16.7%)

Positive 62/88 (70.5%) 26/88 (29.5%)

p52 117/121 .042

Negative 34/40 (85%) 6/40 (15%)

Positive 52/77 (67.5%) 25/77 (32.5%)

NF-kB 119/121 .068

None 16/18 (88.9%) 2/18 (11.1%)

p50 or p52 30/37 (81.1%) 7/37 (18.9%)

Both 42/64 (65.6%) 22/64 (34.4%)

PD-1 88/121 .024

Negative 24/27 (88.9%) 3/27 (11.1%)

Positive 40/61 (65.6%) 21/61 (34.4%)

Sex 117/121 .064

Male 47/69 (68.1%) 22/69 (31.9%)

Female 40/48 (83.3%) 4/48 (16.7%)

Age at diagnosis 114/121 .453

,60 y 33/42 (78.6%) 9/42 (21.4%)

$60 y 52/72 (72.2%) 20/72 (27.8%)

IPI 106/121 .560

Low risk 26/32 (81.2%) 6/32 (18.8%)

Low-intermediate risk 18/27 (66.7%) 9/27 (33.3%)

High-intermediate risk 19/26 (73.1%) 7/26 (26.9%)

High risk 14/21 (66.7%) 7/21 (33.3%)

PIT 94/121 .962

Low risk 10/14 (71.4%) 4/14 (28.6%)

Low-intermediate risk 26/35 (74.3%) 9/35 (25.7%)

High-intermediate risk 15/22 (68.2%) 7/22 (31.8%)

High risk 16/23 (69.6%) 7/23 (30.4%)

ECOG 102/121 .479

,1 53/72 (73.6%) 19/72 (26.4%)

$1 20/30 (66.7%) 10/30 (33.3%)

Treatment 106/121 .068

CHOP/CHOP-like 61/76 (80.3%) 15/76 (19.7%)

Others 19/30 (63.3%) 11/30 (36.7%)

Response 96/121 .446

CR 44/61 (72.1%) 17/61 (27.9%)

PR 13/15 (86.7%) 2/15 (13.3%)

No response 16/20 (80%) 4/20 (20%)

Recurrence 94/121 .660

No 50/66 (75.8%) 16/66 (24.2%)

Yes 20/28 (71.4%) 8/28 (28.6%)

State of the patient 112/121 .615

Dead 50/69 (72.5%) 19/69 (27.5%)

Alive 33/43 (76.7%) 10/43 (23.3%)

CHOP, cyclophosphamide, vincristine, doxorubicin, prednisone; CR, total response;

DX, diagnosis; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; IPI, International Prognostic

Index;MUT,mutated;PIT,Prognostic Index forPTCL-u;PR,partial response;WT,wild type.
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Recurrent presence of the PLCG1 S345F mutation
in nodal peripheral  T-cell lymphomas 

Peripheral T-cell lymphomas (PTCLs) are a group of non-
Hodgkin lymphomas (NHLs) with heterogeneous clinical
presentation, histology, response to treatment and out-
come, whose genetic background is still poorly understood.
Patients with PTCL are usually treated with CHOP or more
intensive regimens, generally with minimal effectiveness,
thus highlighting the need for new therapeutic strategies.1

Several findings suggest that the survival of normal and,
frequently, neoplastic T cells depends upon T-cell receptor
(TCR) signaling.2 The t(5;9)(q33;q22), which results in an
ITK-SYK fusion transcript, has been described in PTCL and
angioimmunoblastic T-cell lymphoma (AITL). Moreover,
transgenic mice with this translocation display chronic
proximal TCR signaling, culminating in T-cell lymphomas
that could be inhibited by treatment with SYK-inhibitors.2,3

SYK is also over-expressed in almost 90% of nodal-PTCLs
(n-PTCL) and mutated in other PTCL-specific subtypes.4 In
addition, Palomero et al.5 have recently reported activating
mutations in FYN tyrosine kinase, another SRC family
kinase found in T lymphocytes that has an important role
in T-cell activation upon TCR stimulation. Recently, the rel-
evance of several mutated genes (TET2, IDH2, DNMT3A,
RHOA) in T-cell lymphoma pathogenesis has become
apparent.5-7 

Nevertheless, as gene expression array studies have
shown, not all PTCLs depend on TCR signaling.8 De Leval
et al. classified PTCL cases according to gene signatures
associated with CD30 expression or T-cell activation/TCR-
signaling.8 Moreover, several authors have confirmed an
inverse correlation between the levels of expression of
CD30 and TCR genes.9 

The TCR is a multimeric complex that is expressed on
the cell surface in association with four CD3 molecules.
Upon receptor ligation, two tyrosine residues are rapidly
phosphorylated by a member of the src-family protein
tyrosine kinase (PTK), transforming them into high-affinity
ligands for Syk PTKs. The co-ordinated actions of Src and
Syk PTK initiate a cascade of signals that ultimately leads to
cell proliferation, cytokine secretion and effector functions.
Nevertheless, the resulting increase in intracellular calcium
concentration ([Ca2+]i), occurring partly as a result of phos-
phorylating and activating phospholipase C-γ1 (PLCG1),10

is critical for TCR stimulation. Activated PLCG1 generates
the second messenger inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) and
diacylglycerol (DAG) from the hydrolysis of phosphati-
dynositol-4,5-bisphosphate (PIP2). Whereas IP3 mediates
the elevation of [Ca2+]i, which is essential for activating the
nuclear factor of activated T cells (NFAT),11 DAG activates
the Ras-ERK pathway12 and protein kinase C (PKC), which
mediates the activation of NF-kB.13

A recurrent mutation in the PLCG1 gene encoding a pro-
tein with p.Ser345Phe alteration (S345F) has recently been
identified that affects the PLCx protein catalytic domain in
approximately 20% of cutaneous T-cell lymphomas
(CTCLs),14 and a similar finding has been reported for one
AITL case.15 Functional studies showed that PLCG1
mutants could increase NFAT activity and were highly sen-
sitive to calcineurin inhibitors.14

Due to the importance of the TCR pathway in PTCL,
and because PLCG1 is a critical mediator of TCR signaling,
we decided to explore the frequency and biological rele-
vance of this PLCG1-S345F mutation in n-PTCL patients.

haematologica 2015; 100:e25
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Table 1. Statistical analysis of the clinical and molecular parameters
and the mutational status of the PLCG1 gene in the cohort of 101
patients with PTCLs.

Clinical and molecular parameters
N. of cases (%)   WT MUT P

N 101 88 13
DX 101 88 13 0.662
AITL 60 (59.4%) 53 (60.2%) 7 (53.8%)
PTCL-NOS 41 (40.6%) 35 (39.8%) 6 (46.2%)

Sex 98 85 13 0.525
Male 60 (61.2%) 51 (60%) 9 (69.2%)
Female 38 (38.8%) 34 (40%) 4 (30.8%)

Age at diagnosis 96 83 13 0.212
<60 years 30 (31.2%) 24 (28.9%) 6 (46.2%)
≥60 years 66 (68.8%) 59 (71.1%) 7 (53.8%)

IPI 87 74 13 0.829
Low risk 28 (32.2%) 23 (31.3%) 5 (38.5%)
Low-intermediate risk 22 (25.3%) 19 (25.7%) 3 (23.1%)
High-intermediate risk 21 (24.1%) 19 (25.7%) 2 (15.4%)
High risk 16 (18.4%) 13 (17.6%) 3 (23.1%)

PIT 76 64 12 0.504
Low risk 11 (14.5%) 10 (15.6%) 1 (8.3%)
Low-intermediate risk 28 (36.8%) 25 (39.1%) 3 (25%)
High-intermediate risk 22 (28.9%) 18 (28.1%) 4 (33.3%)
High risk 15 (19.7%) 11 (17.2%) 4 (33.3%)

ECOG 83 70 13 0.346
<1 60 (72.3%) 52 (74.3%) 8 (61.5%)
≥1 23 (27.7%) 18 (25.7%) 5 (38.5%)

Treatment 85 75 10 0.278
CHOP/CHOP-LIKE 63 (74.1%) 57 (76%) 6 (60%)
Others 22 (25.9%) 18 (24%) 4 (40%)

Response 81 69 12 0.280
CR 51 (63%) 45 (65.2%) 6 (50%)
PR 16 (19.8%) 14 (20.3%) 2 (16.7%)
No response 14 (17.3%) 10 (14.5%) 4 (33.3%)

Recurrence 75 64 11 0.644
No 50 (66.7%) 42 (65.6%) 8 (72.7%)
Yes 25 (33.3%) 22 (34.4%) 3 (27.3%)

Patient status 93 80 13 0.212
Dead 57 (61.3%) 47 (58.8%) 10 (76.9%)
Alive 36 (38.7%) 33 (41.2%) 3 (23.1%)
NFATc1 95 83 12 0.754
Negative 28 (29.5%) 24 (28.9%) 4 (33.3%)
Positive 67 (70.5%) 59 (71.1%) 8 (66.7%)

P50 98 85 13 0.027
Negative 24 (24.5%) 24 (28.2%) 0 (0%)
Positive 74 (75.5%) 61 (71.8%) 13 (100%)

P52 97 84 13 0.294
Negative 35 (36.1%) 32 (38.1%) 3 (23.1%)
Positive 62 (63.9%) 52 (61.9%) 10 (76.9%)

P-ERK 102 89 13 0.975
Negative 71 (69.6%) 62 (69.7%) 9 (69.2%)
Positive 31 (30.4%) 27 (30.3%) 4 (30.8%)

CD30 94 81 13 <0.001
Negative 77 (81.9%) 71 (87.7%) 6 (46.2%)
Positive 17 (18.1%) 10 (12.3%) 7 (53.8%)

Ki67 100 87 13 0.148
Negative 78 (78%) 70 (80.5%) 8 (61.5%)
Positive 22 (22%) 17 (19.5%) 5 (38.5%)

CD3 94 81 13 0.148
Negative 6 (6.4%) 4 (4.9%) 2 (15.4%)
Positive 88 (93.6%) 77 (95.1%) 11 (84.6%)

DX: diagnosis; AITL: angioimmunoblastic T-cell lymphoma; PTCL-NOS: peripheral T-cell lym-

phoma not specified; WT: wild type; MUT: mutated; IPI: International Prognostic Index; 

PIT: Prognostic Index for PTCL; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; CHOP:

cyclophosphamide, vincristine, doxorubicin, prednisone; CR: total response; PR: partial

response.



We first examined the presence of the PLCG1-S345F
mutation in a series of 101 formalin-fixed, paraffin-embed-
ded (FFPE) PTCLs samples including 60 AITL and 41
peripheral T-cell lymphoma not otherwise specified (PTCL-
NOS). Clinical data for the patients and some mutational
and GEP data have been reported in two previous studies6,9

(see Online Supplementary Appendix for further information). 
First, DNA was extracted from tumor from the FFPE sam-

ples of this group of patients. The PLCG1-S345F mutation
was analyzed using two independent techniques, as previ-
ously reported14 (Online Supplementary Appendix). Only
those cases found to be positive by both techniques were
considered as mutated. All experiments were carried out
blinded with respect to the clinical data. 
The PLCG1-S345F mutation was found in 12.9% of the

patients (13 of 101 PTCLs), comprising 11.7% (7 of 60) of
AITL and 14.6% (6 of 41) of PTCL-NOS patients (Table 1),
of whom 1 of 6 showed AITL-features. Interestingly, no
correlation was found between the presence of RHOA and
PLCG1 mutation in this series (data not shown). 
We analyzed the association of PLCG1 mutation with

clinical data, and found no clear association between the

PLCG1 mutation and overall survival (OS) or other prog-
nostic factors in the whole series; however, we found that
PLCG-mutated PTCL-NOSs showed a lower OS (log rank
χ2=3.81; P=0.05) (Figure 1). There was also an association
with response to treatment (P=0.08) that narrowly failed to
reach statistical significance, probably as a consequence of
the small sample (Online Supplementary Tables S1 and S2).
Tissue micro arrays (TMA) were also constructed from

FFPE samples and TMA sections were stained by the
Endvision method with a heat-induced antigen-retrieval
step for CD3, CD30, NFATc1, Ki67, p-ERK antibodies and
NF-KB subunits for the classic and alternative NF-KB path-
ways, p50 and p52, respectively. Cases were considered
positive for each marker following previously reported cut-
off values for each.6,9,14 Reactive tonsil tissue was included as
a control. The primary antibodies were omitted to provide
negative controls (Online Supplementary Appendix andOnline
Supplementary Table S3). 
Immunohistochemical studies revealed positivity for

CD3 in 87.1% (88 of 101), CD30 in 16.8% (17 of 101) and
Ki67 in 21.8% (22 of 101) of the cases. Nuclear immunos-
taining for NFATc1, p-ERK, p50 and p52 was found in
66.3% (67 of 101), 29.7% (30 of 101), 73.3% (74 of 101)
and 61.4% (62 of 101) of the cases, respectively. 
No significant correlation was found between the pres-

ence of the PLCG1-S345F mutation and NFATc1 expres-
sion, although 66.7% of the mutated cases (8 of 12) were
positive. This figure is lower than the 81.8% previously
reported for CTCLs. Overexpression of NFAT in non-
mutated cases could be explained by the presence of a pre-
served TCR/CD3 pathway in this subgroup of tumors. On
the other hand, a direct statistically significant relationship
was found between the presence of the PLCG1-S345F

haematologica 2015; 100:e26
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Figure 1. Kaplan-Meier survival curves for PLCG1 mutated and
wild-type patients. (A) Whole cohort of nodal-PTCL. (B) PTCL-NOS
subgroup.

Figure 2. Representative images corresponding to a PLCG1-mutat-
ed (A-C) and a non-mutated (D-F) case, respectively. (A and D) H&E
staining. (B and E) CD30 IHC detection showing positivity in the
mutated case (B) versus the lack of expression in the tumoral cells
in the PLCG1-wt case. Scarce CD30-positive blasts could be seen
(E). (C and F) p50 immunoreactivity. p50 shows a clear nuclear
expression in the mutated case (C) whereas its expression is
restricted to the cytoplasm in the non-mutated case (F).
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mutation and both CD30 [7 out of 13 mutated cases
(53.8%) expressed CD30 vs. 10 out of 81 [(12.3%) of the
non-mutated cases; P<0.001)] and p50 [(13 out of 13
mutated cases (100%)] showed p50 nuclear expression;
P=0.027)]  (Table 1 and Figure 2). Analyzing this in greater
depth, with respect to the histological type diagnosed, we
found that the statistical relationship with CD30 was main-
tained in the PTCL-NOS and AITL groups (Online
Supplementary Tables S1, S2 and S4). Increased signaling
from mutated PLCG1, associated with increased NF-kB
activity and CD30 expression, could theoretically replace
the survival signaling from T-cell receptor. These data are
consistent with previously published data showing that
CD30 and TCR signaling are mutually exclusive in PTCL.8,9 

These findings are of potential therapeutic relevance,
since PLC and NF-kB inhibition and CD30-targeted treat-
ments could be explored for PLCG1-mutated cases, there-
by contributing to the selection of targeted treatment based
on the molecular features of the tumors. 
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C-MYC is related to GATA3 expression and 
associated with poor prognosis in nodal peripheral 
T-cell lymphomas 

Peripheral T-cell lymphomas (PTCLs) are a heteroge-
neous group of non-Hodgkin lymphomas (NHLs), charac-
terized by aggressive clinical behavior. Nodal PTCL 
(n-PTCL) includes four disorders: angioimmunoblastic T-
cell lymphoma (AITL), peripheral T-cell lymphoma not
otherwise specified (PTCL-NOS) and anaplastic large cell
lymphoma (ALCL) (ALK-positive and ALK-negative
forms). While AITL and ALCL both have their own par-
ticular morphological and phenotypic features, n-PTCL-
NOS comprises a variety of peripheral T-cell lymphomas.
Recently, gene expression studies have identified three
subgroups of PTCL-NOS that have prognostic implica-
tions. One is characterized by the overexpression of
TBX21 and a better outcome, and the other two, which
have a worse prognosis, have either cytotoxic markers or
GATA3 overexpression.1

Iqbal et al.1 found the GATA3-positive subgroup of
tumors to be enriched in MYC and proliferation gene sig-
natures, amongst others. MYC is one of the most fre-
quently dysregulated oncogenes in cancer and is critical
to the development of mature PTCLs.2

In an attempt to validate these findings, we investigat-
ed the potential relationship between the presence of C-
MYC, GATA3 and a high level of Ki-67 expression in
paraffin-embedded tumoral tissue in a series of 128 n-
PTCL patients (including 74 AITL and 54 PTCL-NOS)
using tissue microarrays (TMAs) (Online Supplementary
Information and Online Supplementary Table S1). Cut-off
values for these three markers were based on previous
reports1,3-5 (Online Supplementary Information).
We found positivity for C-MYC in 13.3% (17/128), and

a high level of Ki-67 expression in 24.2% (31/128) of the
cases analyzed.  In this study, GATA3 expression was
observed in 21.9% (28/128) of the n-PTCL cases; 20.3%
(15/74) of the AITLs and 24.1% (13/54) of the PTCL-
NOS patients were positive (Online Supplementary Table
S2). Previous studies had reported GATA3 expression in
33%1 and 45%4 of the PTCL-NOS patients. Differences in
the percentages of positivity may have been due to the
different sources of the antibody used (ABCAM vs. Santa
Cruz Biotechnology), or to differences in case selection
criteria. 
Significant positive associations were found between

the expression of C-MYC and the presence of both Ki-67
(P<0.001) and GATA3 (P=0.010) (Table 1), but no signifi-
cant correlation was found between the expression of Ki-
67 and GATA3 (P=0.754) (Table 1). Furthermore, C-MYC
and Ki-67 expression conferred poor overall survival (OS)
on these patients, as indicated by the univariate analyses
(P=0.003 and P=0.006, respectively) (Figure 1A). C-MYC

was an independent prognostic factor in the multivariate
analysis (P=0.004).
In the present series, the International Prognostic Index

(IPI) and the Prognostic Index for T-cell lymphoma (PIT)
were both related to prognosis (data not shown). Cases
with a high IPI, PIT or Eastern Cooperative Oncology
Group (ECOG) performance status score tended to have
a higher percentage of C-MYC staining (P=0.053,
P=0.001, and P=0.008, respectively) (Online
Supplementary Table S3). On the other hand, no signifi-
cant correlation of Ki-67 and GATA3 expression was
found with any clinical characteristic analyzed (Online
Supplementary Table S4 and S5). As expected, in the mul-
tivariate analysis of the clinical (IPI and PIT) and biologi-
cal variables (C-MYC and Ki-67), the Cox regression
model identified only PIT as an independent prognostic
factor of disease-specific OS (P<0.001). 
In the present series, C-MYC was expressed in the

AITL and PTCL-NOS tumor subgroups. The correlation
between C-MYC and Ki-67 was maintained in AITL
patients (P=0.007); on the other hand, a significant posi-
tive association was found between the expression of C-
MYC and the presence of both Ki-67 (P=0.001) and
GATA3 (P=0.004) in the PTCL-NOS subgroup. In addi-
tion, the presence of C-MYC and Ki-67 conferred poor
prognosis exclusively on the AITL patient subgroup
(P=0.008 and P=0.021, respectively) (Figure 1B), while
the presence of GATA3 conferred poor prognosis on the
PTCL-NOS patients (P=0.046) (Figure 1C). In the multi-
variate analysis, the Cox regression again identified IPI as
an independent prognostic factor of disease-specific OS
in both histological tumor subtypes. 
Considering patients by separate PIT risk subgroups

indicated that only C-MYC maintained its prognostic
implication in the low-risk PIT subgroup of AITL patients
(Figure 2). Nevertheless, these results should be interpret-
ed with caution, given the very small number of cases in
this subgroup. 
MYC is known to be activated by the loss of SNF5

(SMARCB1),2 overexpression of microRNA187,5 and by
its own gene amplification or translocation, thereby
favoring the rapid appearance of T-cell neoplasms in
humans.6 Since C-MYC is involved in cell proliferation,7

the significantly positive relationship between C-MYC
expression and proliferation index is not surprising. In
the present series, the presence of C-MYC and Ki-67
were both independent prognostic markers in the uni-
variate analysis. Moreover, the significance of the 
C-MYC marker was also significant in the AITL tumor
subgroup. Their significance was not maintained when
classic clinical variables were included in the multivariate
analysis, although a poor prognosis subgroup of patients
within the low-risk PIT subgroup of AITL patients was
identified. Previous gene expression studies had identi-
fied MYC as being overexpressed in AITL, adult T-cell
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Table 1. 

n-PTCL AITL PTCL-NOS

C-MYC C-MYC C-MYC

C-MYC − Ki-67 − − Ki-67 − − Ki-67 −

Ki-67 <0.001 − GATA3 0.007 − GATA3 0.001 − GATA3

GATA3 0.010 0.754 − 0.251 0.307 − 0.004 0.111 −



leukemia/lymphoma, and ALCL cases.1,8 Moreover, 
C-MYC overexpression is known to be related to a high
proliferation index and poor clinical outcome in ALCL.9

Cuadros et al.10 identified a poor prognosis signature relat-
ed to proliferation using gene expression studies. Went et
al.11 associated a high level of Ki-67 expression with
PTCL-NOS patient outcome when associated with clini-

cal parameters in the design of a new prognostic index
called mPIT (modified Prognostic Index for T-cell lym-
phoma). Weisenburger et al.12 found that Ki-67 expression
conferred poor prognosis on PTCL-NOS patients, while
our group3 and Federico et al.13 identified this proliferation
rate as a prognostic factor in AITL patients. Recently,
gene expression studies1,4 have shown that a specific sub-
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Figure 1. Kaplan–Meier survival curves of biological marker expression in the complete series (A) of n-PTCL patients and in the AITL (B) and PTCL-NOS (C) 
histological subgroups.

A

B

C

P=0.003 P=0.006 P=0.326

P=0.575

P=0.046P=0.153 P=0.119

P=0.021P=0.008

Figure 2. Kaplan–Meier survival curves of C-MYC expression in the AITL subgroup of patients in the low-risk and high-risk PIT subgroups.

P=0.028
P=0.191



group of PTCL-NOS is characterized by a high level of
expression of GATA3 and poor prognosis.  GATA3 and C-
MYC regulate each other’s expression in a manner that is
not well understood, although they are critical to pro-
moting both proliferation and differentiation of T
cells.14,15 In this study, we used gene expression arrays to
validate the correlation between C-MYC and GATA3
expression proposed by Iqbal et al.1 The correlation was
exclusively maintained in the PTCL-NOS subgroup when
considering patients with respect to morphological and
phenotypic characteristics. GATA3 expression was of
prognostic value in the PTCL-NOS subgroup of tumors,
but not in the AITL patients. 
Together, these findings validate the relevance of

MYC2,5,6 expression in PTCLs, and suggest a specific path-
ogenic role of this protein in different subgroups of n-
PTCLs that warrants further investigation. Additionally,
C-MYC expression identifies a group of high-risk AITL
patients who would otherwise be considered to be of
low-intermediate risk on the basis of their PIT score.
However, these results require confirmation in an inde-
pendent series of n-PTCL patients.
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p-MAPK1 expression associated with poor prognosis in

angioimmunoblastic T-cell lymphoma patients

Peripheral T-cell lymphomas (PTCLs) are a heterogeneous

group of non-Hodgkin lymphomas, characterized by their

striking clinical and biological heterogeneity and non-specific

therapeutic regimens. Recent advances in our understanding

of PTCL biology have enabled the identification of novel

therapeutic targets that could lead to individualized biomar-

ker-driven therapy (Intlekofer & Younes, 2014).

Many pharmacological compounds against various pro-

teins of the RAS/RAF/MEK/MAPK1 pathway have been

developed, conferring clinical benefits for the treatment of

solid tumours (Kohno & Pouyssegur, 2006). Moreover, many

of the genes involved in extracellular signal-regulated kinase

(MAPK1) activation were mutated in a range of tumour sub-

types (Davies et al, 2002).

Furthermore, the use of conventional immunohistochemi-

cal techniques could enable us to identify the activation

pathway by visualizing nuclear localization of the phosphory-

lated MAPK1 (also termed p-ERK) protein. All these data

suggest that the RAS/RAF/MAPK1 pathway is well worth

exploring in molecularly targeted orphan tumours, such as

nodal-PTCLs (n-PTCLs). In the study reported here, we

wanted to establish whether p-MAPK1 expression was of any

biological relevance in n-PTCL.

We first analysed pathways involved in PTCL tumourigen-

esis in a series of 37 frozen n-PTCLs samples [20 peripheral

T-cell lymphomas not specified (PTCL-NOS) and 17

angioimmunoblastic T-cell lymphomas (AITL)] and 6 reac-

tive lymph nodes for control samples which were hybridized

on a Whole-Human-Genome-Oligo-Microarray. Using Gene-

Set-Enrichment-Analysis-Software, we identified 24 gene sets

significantly enriched at a false discovery rate (FDR) of

<0�250 in the n-PTCL cases compared with reactive lymph

nodes (Table SI). Pathways identified in the n-PTCL cases

included MAPK1 (P = 0�014, FDR = 0�033), amongst others.

Tissue micro arrays (TMA) were also constructed from an

independent group of 84 formalin-fixed, paraffin-embedded

PTCL patients homogeneously treated with CHOP (cy-

clophosphamide doxorubicin, vincristine, prednisolone)/

CHOP-like regimens, including 46 AITL and 38 PTCL-NOS,

and TMA sections were stained by the Endvision method

with a heat-induced antigen-retrieval step for p-MAPK1.

Cases were considered positive for p-MAPK1 when more

than 20% of tumoural cells showed nuclear staining. Interest-

ingly, p-MAPK1 was found to be positive not only in

tumoural cells but also in follicular dendritic cells, vascular

endothelium (used as internal control), and other unspecified

stromal dendritic cells. To be sure of the neoplastic condition

of the positive cells, double immunohistochemistry for p-

MAPK1/PD1 (PDCD1) and p-MAPK1/CD23 (FCER2) was

performed on TMA sections (Supplemental Information).

Reactive tonsil tissue was included as a control. The primary

antibodies were omitted to provide negative controls

(Table SII). Patient’s clinical data and GEP data have been

reported in a previous study (Manso et al, 2014).

Nuclear immunostaining p-MAPK1 was detected in

tumoural cells in 29�8% of the patients (25 of 84 PTCLs)

(Fig 1). Interestingly, nuclear p-MAPK1 expression was more

frequent in AITL (39�1%) than in PTCL-NOS (18�4%) cases

(P = 0�039). No clinical data were significantly different in

p-MAPK1-positive and p-MAPK1-negative patients in com-

parisons either of the whole series of cases or after their his-

tological subclassification (AITL vs. PTCL-NOS) (Tables

SIII–SV). In the present series, standard prognostic indices

for PTCL, such as the prognostic index for T-cell lymphomas

(A) (B)

Fig 1. (A) A nodal peripheral T-cell lymphoma

(n-PTCL) case showing PD1-positive (red)

neoplastic cells with p-MAPK1 expression

(brown). Original magnification 940. (B) A n-

PTCL case without p-MAPK1 expression in

PD1-positive cells. Original magnification 920.
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(PIT) or the International Prognostic Index (IPI), were sig-

nificant prognostic factors of disease-specific OS in the com-

plete series of patients and in solely the AITL patients

(P < 0�001 for both in the complete series; P = 0�001 and

P = 0�002, respectively, in the AITL patient subgroup; data

not shown).

We found no association between positive p-MAPK1

expression and prognosis in the complete series; however,

p-MAPK1 expression was associated with poor outcome in

the AITL patient subgroup (P = 0�046) (Fig S1). Neverthe-

less, its significance was not retained in the multivariate anal-

ysis when clinical variables (IPI and PIT) were included

(Table SVI). This finding has not previously been reported in

T-cell lymphomas; however, the presence of high MAPK1

levels is inversely correlated with survival in adenocarcinoma

(de Leon Martini et al, 2014).

We had previously reported a direct correlation between

nuclear expression of p-MAPK1 and the presence of the

RHOA gene G17V mutation (RHOA-G17V) in n-PTCL

patients (Manso et al, 2014), which is confirmed in the pre-

sent study (P = 0�002). This relationship was maintained in

the AITL subgroup of patients (P = 0�005). Nevertheless, not

all positive p-MAPK1 cases had a RHOA gene G17V muta-

tion, suggesting that there are different mechanisms of p-

MAPK1 pathway activation in AITLs. Recently, Yan et al

(2014) identified a relationship between the nuclear expres-

sion of p-MAPK1 and MIR187 overexpression in PTCL-

NOS. In other PTCL subgroups, such as anaplastic large cell

lymphomas, MAPK1 may be activated by COT (MAP3K8) or

NPM1-ALK tyrosine kinase itself (Fernandez et al, 2011).

Interestingly, when subdividing AITL cases according to

RHOA gene status and the presence/absence of nuclear

p-MAPK1 expression, we identified the RHOA-G17V wild

type/p-MAPK1-positive subgroup as the one implicated in

poor AITL outcome (P = 0�015) (Fig 2A and Fig 2B). Fur-

thermore, in multivariate analysis, the Cox regression model

identified RHOA wild type/p-MAPK1-positive as indepen-

dent prognostic factors of disease-specific OS (P = 0�001)

(Table SVII).

The presence of KRAS or NRAS mutations has been

reported in other subtypes of PTCLs, such as cutaneous

T-cell lymphoma (Kiessling et al, 2011) and T-cell acute lym-

phoblastic leukaemia/lymphoma (Shieh et al, 2013). More-

over, Choi et al (2015) have recently described a new BRAF

mutation in 2�5% of CTCL cases (1 of 40) as well as amplifi-

cation of the gene in 12�5% of them (5 of 40). We searched

for mutations in exons 2, 3 and 4 of both KRAS and NRAS

genes in p-MAPK1-positive cases (Supplemental Informa-

tion) but obtained no positive results.

Our findings suggest that p-MAPK1 expression could

identify a poor prognostic subgroup of AITL patients who

could benefit from RAS/RAF/MEK/MAPK1 pathway inhibi-

tors or from other specific chemotherapeutic regimens. How-

ever, these results require experimental and clinical

confirmation in an independent series of homogeneously

treated AITL patients.
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Mutations in the JAK/STAT pathway genes and activation of the pathway, a 

relevant finding in nodal Peripheral T-cell lymphoma. 

Peripheral T-cell lymphomas (PTCLs) are a heterogeneous group of non-

Hodgkin lymphomas (NHLs), characterized by their striking clinical and biological 

heterogeneity and non-specific therapeutic regimens.  

 JAK proteins (Janus kinases, JAK1-3 and TYK2) exhibit tyrosine kinase activity 

and are associated with cytokine receptors. After ligand binding, the JAKs bind to the 

receptors allowing their phosphorylation, which results in the activation of members of 

the STAT family (signal transducer and activator of transcription, STAT1-4, 5A, 5B 

and 6)1. Next, phospho-STAT dimers accumulate in the cell nucleus, bind to enhancer 

elements and regulate gene expression. Most of these dimers are related to proliferation, 

differentiation and survival2, 3. Alterations of the JAK/STAT pathway are frequent in 

diverse subtypes of PTCL, such as anaplastic large cell lymphoma (ALCL), 

hepatosplenic T-cell lymphoma (HSTCL), T-cell prolymphocytic leukemia (T-PLL), 

extranodal NK/T-cell lymphoma, nasal type (ENKTCL), large granular lymphocyte 

leukemia (LGL) and PTCL in immunosuppressed patients after stem cell 

transplantation4. Several studies have demonstrated that the use of JAK/STAT inhibitors 

in cell lines and/or patients with hematological malignancies and solid tumors5 causes 

inhibition of cell proliferation6, improvement of symptoms and increased survival, 

respectively. 

 The aim of this study was to analyze the activation of the JAK/STAT pathway in 

a subgroup of 98 n-PTCL-NOS comprising 57 AITL and 41 PTCL-NOS patients. 

TMAs were constructed and the expression of p-STAT3 and p-STAT6 using 

immunohistochemistry (IHC) was analyzed. Twenty-eight and 26 cases were positive 

for p-STAT3 and p-STAT6, respectively (cases were considered positive when more 

than 10% and 20%, respectively, of the tumoral cells showed nuclear staining). Next 

Generation Sequencing (NGS) was used to identify whether mutations in genes of the 

JAK/STAT pathway could be involved in its activation. Overall, 6.1% (6/98) of the 

tumors (3 AITL and 3 PTCL-NOS) showed mutations in one gene of this pathway 

(Table 1). Mutations were mutually exclusive. There were three JAK1 (G1097V, T901R 

y K696E), one STAT1 (E563K), one STAT3 (D566N) and one CCR4 (Y331*) gene 

mutations. No correlations were found between p-STAT3 or p-STAT6 expression and 
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JAK/STAT pathway gene mutations. p-STAT3 and p-STA6 expression was associated 

with the presence of AITL morphology and TFH phenotype (p=0.047 and 0.001, 

respectively). p-STAT3 expression was directly associated with the presence of ICOS 

(p=0.013), CXCL13 (p=0.005), p52 (p<0.001) and p53 (p=0.057). Moreover, p-STAT6 

expression was significantly and positively correlated with the level of Ki67 expression 

(p=0.012) and nuclear expression of p52 (p<0.001). In this series, p-STAT6 expression 

and mutations in genes of the JAK/STAT pathway were both related to shorter survival 

(p=0.008 and 0.016, respectively) (Figure 1).   

 A tendency for JAK1 and/or STAT3 mutations to be present in the cutaneous T-

cell lymphoma (CTCL) and ALK-negative ALCL subgroup, as well as the 

overrepresentation of STAT5B and/or JAK3 mutations in subgroups of epitheliotropic 

intestinal T-cell lymphoma (EATL) type II, hepatosplenic T-cell lymphoma (HPTSP), 

primary cutaneous γδ T-cell lymphoma (γδ-TCL) and NK/T-cell lymphomas, has been 

reported in previous studies 5, 7, 8. In contrast to what we have found here, a large subset 

of these tumors harbored concurrent activating mutations in two members of the same 

pathway.   

 In the present series of cases, JAK1 was the most frequently mutated gene 

(found in 1 AITL and 2 PTCL-NOS cases), with mutations taking place in the kinase 

and pseudo-kinase domains of the JAK gene, conferring a potentially harmful function 

(Supplementary Figure 1). Two patients showed mutations in the DNA binding domain 

of both the STAT1 (E563K) and STAT3 (D566N) genes. STAT1-E563K is a non-

synonymous SNV that has been reported by Palomero et al in PTCL-NOS, where it is 

associated with p-STAT6 expression and has been predicted to have a deleterious 

function9. Recently, Abate et al reported mutations in the STAT6 gene in 8.3% (5/60) of 

AITL cases10. Unfortunately, they did not correlate these mutations with protein 

phosphorylation, and this gene was not covered by our NGS design. This series features 

a single case with a STAT3 mutation, which also showed p-STAT3 nuclear expression 

and CD30-positivity. Nevertheless, it was considered PTCL-NOS-positive for TFH 

markers lacking anaplastic morphology, thus showing that STAT3 mutations can be also 

found in non-anaplastic T-cell lymphomas8. C-C chemokine receptor type 4 (CCR4) is a 

chemokine receptor belonging to the G protein-coupled receptor (GPCR) family. It has 

been frequently found mutated in ATLL patients, on whom it confers poor prognosis11 
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and whose PI3K-pathway becomes activated. It has been found mutated in a series of 

9% of PTCL-NOS cases, and is overexpressed in AITL patients with a RHOA 

mutation12. We found one AITL case with the most frequently mutated amino acid so 

far reported (Y331*). 

 The frequency of JAK/STAT mutations identified here is slightly higher than 

that found by Vallois et al (4/85)13. Furthermore, the results of this study also draw 

attention to the importance of JAK/STAT pathway activation in PTCL and AITL, 

whereby there are close associations between mutations in this pathway and a TFH 

phenotype (p<0.001), and between shorter survival for both p-STA6 expression and 

JAK-STAT pathway mutation. Additionally, a close relationship was found between p-

STAT6 expression and a high proliferation index (Ki-67), which is a feature related to 

poor outcome in this and other series14. Furthermore, p-STAT3 and p-STAT6 

expression was correlated with the presence of p52, a member of the alternative NF-kB-

pathway that plays an important role in PTCL pathogenesis.  Simultaneous activation of 

the NF-kB and JAK/STAT pathways has also been found in other T-cell lymphoma 

subtypes, such as CTCL5, 15. In the present series, which mainly comprises AITL and 

nodal PTCL-NOS, the proportion of mutated cases is lower than that of cases showing 

activation of the pathway, as indicated by the phosphorylation of either JAK or STAT 

proteins. This implies the existence of additional alternative ways of JAK/STAT-

pathway activation, a finding that is also observed in other studies performed in other T-

cell lymphoma subtypes4, 5, 7, 8. 

 Considered together, these results indicate that JAK/STAT-pathway activation in 

n-PTCL patients could be mechanistically and clinically significant, and suggest there 

may be a potential benefit from the specific inhibition of these targets. This needs 

further investigation in larger series of patients. 
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Table 1. Details of mutations identified in JAK/STAT pathway. 

Patient Diagnosis Gene Locus 

Amino acid 

change DNA change 
Coverage Mutant allele 

frequency (%) Domain Mutation type 

Functional 

prediction  

1 PTCL-NOS 
JAK1 chr1:65305426 p.Thr901Arg c.2702C>G 

1369 
27 Kinase missense Probably damaging 

24 AITL STAT1 chr2:191844538 p.Glu563Lys c.1687G>A 1999 6 DNA binding missense Probably damaging 

28 AITL CCR4 chr3:32995907 p.Tyr331* c.993C>G 1469 6   nonsense Stop gain 

40 AITL JAK1 chr1:65301158 p.Gly1097Val c.3290G>T 260 16 Kinase missense Probably damaging 

53 PTCL-NOS JAK1 chr1:65311225 p.Lys696Glu c.2086A>G 1921 9 Pseudo-kinase missense Probably damaging 

54 PTCL-NOS 
STAT3 chr17:40475330 p.Asp566Asn c.1696G>A 

1236 
7 DNA binding 

missense 
Probably damaging 
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Figure legends 

Figure 1. Kaplan-Meier survival curves for JAK/STAT mutation and p-STAT6 

expression in PTCL patients. 
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