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GENERALIDADES DEL LINFOMA FOLICULAR

» Clasificacion

La clasificacion de la OMS agrupa los linfomas en neoplasias de células
precursoras y neoplasias de células maduras. Las neoplasias de células maduras,
comprenden linfomas de células B, de células T y linfoma de Hodgkin'. Los
linfomas B, que agrupan mas de 30 entidades y subtipos, se nombran de acuerdo

con lalocalizacidn del tipo de célula implicada dentro del foliculo linfoide (Figura

1).
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Figura 1. Origen de los linfomas de células B maduras

Desde la célula B naive hasta la célula B de memoria, la mayoria de los estados de diferenciacién
se asocian con un subtipo maligno de célula B definido como célula de origen (COO) en base a la
definicién histoldgica cldsica y al perfil de expresidn génica. EIl COO asume que las neoplasias de
células B estan bloqueadas en un determinado estado de diferenciacion, procedentes de una
localizacion particular del foliculo linfatico.

MZL: linfoma de células del manto; BL: linfoma de Burkitt; FL: linfoma folicular; DLBCL: linfoma
difuso de células grandes B.

Reproducido con permiso de Carbone A et al, 20192
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Asi, el linfoma folicular (LF) es un linfoma de células B foliculares, considerado
el equivalente maligno de las células B del centro germinal (CG), siendo el
segundo subtipo mas frecuente de linfomas no-Hodgkin (LNH), después del
linfoma difuso de célula grande B (LDCGB) (Figura 2). A parte del LF clasico, se
reconocen 3 variantes: neoplasia folicular in situ, LF de tipo duodenal y LF

testicular.

® Linfoma difuso de célula grande B
= Linfoma folicular
= Linfomas MALT
Linfoma de células del manto
u [LCALLP
= Linfoma de oélula grande B primario mediastinico
= Linfoma B de alto grado, NOS
= Linfoma de Burkitt
= Linfoma esplénico de zona marginal
« Linforma de zona marginal nodal

w Linfoma linfoplasmacitico

Figura 2. Frecuencia de los linfomas de célula B en adultos
Adaptada de Swerdlow SH et al, 2017

» Epidemiologia

Los linfomas son el grupo de enfermedades hematolédgicas de mayor incidencia y
la séptima causa de cancer en paises occidentales, representados
mayoritariamente por LNH. La incidencia de LNH se estima en 2-4 por 100.000
afos-persona y en Espafia se diagnostican en torno a 5.000 nuevos casos cada
afio*’. La incidencia del LF varia segtn la etnia y region geografica, suponiendo
el 20-40% de los LNH en paises occidentales, mientras que esta incidencia puede
ser 3 veces menor en Asia y paises en desarrollo®. E1 LF es ligeramente mas comun
en hombres que en mujeres (ratio 1,2:1) y es mds comun en mayores, con un
rango de mediana de edad al diagnostico de 60-65 anos. Los casos pediatricos son
raros, y suponen una entidad diferente desde la revision de la clasificacion de la
OMS en 2016°. En cuanto a la mortalidad, los LNH ocupan el noveno puesto de
causa de muerte por tumor en ambos sexos, representando un 3% del total de

muertes por cancer®.
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» Linfomagénesis y caracteristicas bioldgicas

La linfomagénesis del LF es un proceso largo y complejo que engloba diferentes
pasos que tienen lugar a través de varias etapas de la diferenciacion de las células
B, lo que lleva a una gran heterogeneidad intratumoral y entre pacientes. La
adquisicion de la translocacion t(14;18)(q32;q21), detectada en mas del 85% de
los pacientes, tiene lugar en la médula dsea en el estado de célula pre-B y se
considera el primer hit oncogénico. Ocurre como resultado del fallo en la
reparacion durante el proceso de recombinacion VD], mecanismo genético que
recombina las regiones del loci que codifica la cadena pesada de las
inmunoglobulinas para crear el repertorio de diversidad de receptores de células
B. Este evento temprano coloca al proto-oncogén BCL2 bajo el control
transcripcional de la regidon reguladora de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (IGH), lo que conduce a la expresion constitutiva de la
proteina anti-apoptética BCL2 y favorece la adquisicion de nuevos eventos
oncogénicos’. Sin embargo, la t(14;18) no es suficiente para la progresion del
tumor, ya que hasta un 90% de individuos sanos que no desarrollan LF presentan

un bajo nimero de células B con esta translocacion®’.

Una fracciéon de las células portadoras de la t(14;18), probablemente
condicionadas por otros eventos tempranos como la desregulacion de
modificadores epigenéticos, formarian una poblacion clonal de células B atipicas
en expansion que comparten las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de las
células del LF. Esta célula B naive seria estimulada por un antigeno, lo que la
conduce a la reaccion del centro germinal (CG) en el ganglio linfatico (Figura 3).
El centro germinal (CG) aporta un contexto Unico para la adquisiciéon de
mutaciones oncogénicas que pueden llevar a la transformacion maligna, ya que
aqui las células sufren los procesos de hipermutaciéon somatica y cambio de
isotipo (que implican roturas de DNA de cadena simple y doble), combinando
una tasa muy elevada de proliferacion celular (superior a la de la mayoria de
tumores) con un estado permisivo para el dafio a DNA, por la actividad de AID
(activation-induced cytidine deaminase) y de BCL6 (B cell lymphoma 6)'. Esta
inestabilidad gendémica induciria la adquisicion de alteraciones gendmicas

adicionales y la expansién clonal'®'>",
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Figura 3. Etapas tempranas de la linfomagénesis folicular

Al ser activada por un antigeno (Ag), la célula B entra en el centro germinal (CG), diferenciandose
en centroblasto, y sufre el proceso de expansidn clonal, en la zona oscura. Durante la proliferacion,
el proceso de hipermutacion somatica (SHM) introduce modificaciones en la regidn variable de las
inmunoglobulinas (/IGHV). Los centroblastos se diferencian en centrocitos y se dirigen hacia la zona
clara. Las células B normales con inmunoglobulinas de alta afinidad se seleccionan para su
consecuente diferenciacion, sufren el proceso de cambio de clase o isotipo (CSR) y salen de la
reaccion del CG, mientras las no seleccionadas, al carecer de sefiales de supervivencia, se eliminan
por apoptosis. En cambio, las células t(14;18)*, son rescatadas por la expresidn forzada de BCL2, lo
que les permite salir de la reaccion del CG como células B de memoria slgM y pueden sufrir un
bloqueo en su desarrollo dando lugar a células LF-like (FCCLs), con activacién constitutiva de AID y
BCL6. Estas se pueden diseminar de forma extensiva y viajar entre foliculos, la médula ésea y la
sangre. Se desconoce si existe un estado pre-LF o algun paso del desarrollo necesario para la
aparicion de un LF manifiesto.

Reproducido con permiso de Huet S et al, 201810

Si bien la translocacion de IGH/BCL2 proporciona una ventaja para la
supervivencia, las evidencias indican que son necesarios otros eventos genéticos
para el desarrollo del LF. La tecnologia de secuenciacion masiva (next generation
sequencing -NGS-) ha permitido grandes avances en el conocimiento de la
diversidad genética de esta enfermedad, de forma que ahora conocemos mucho
mejor cuales son las rutas celulares implicadas en su patogénesis, que afectan
principalmente a la regulacion epigenética, vias de proliferacion y supervivencia
y de evasidon inmune. Pese a estos avances, hoy en dia apenas se han podido
establecer correlaciones certeras entre mutaciones genéticas y su impacto
prondstico o predictivo. Solamente las mutaciones y pérdidas de TP53, que
afectan al ~5% de los pacientes en el momento del diagndstico, se han validado
como factor de peor prondstico y mayor riesgo de progresion y transformacion

histologica'*'¢. Las mutaciones activadoras recurrentes o hotspot en el gen EZH2,
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que afectan aproximadamente al 20% de los pacientes, suponen en el primer
marcador molecular que pasa a formar parte de las guias de tratamiento para el
LF, tras la aprobacion a mediados del 2020 del tazemetostat, un inhibidor de la
metil-transferasa de histonas EZH2'""°. Las alteraciones moleculares implicadas
en el LF se desarrollan de forma mads extensa en el apartado “Patogénesis y

alteraciones moleculares en el linfoma folicular”.

La historia natural del LF se asocia a la progresion histoldgica en el patrén y tipo
celular. Histologicamente, el LF estd compuesto por células del centro germinal
que muestran un patrén de crecimiento folicular (nodular), que tiende a ser mas
difuso en el momento de la progresion de la enfermedad, con una proporciéon
variable de centrocitos y centroblastos. Morfoldgicamente, los centrocitos son
células de tamano pequeiio o mediano con nucleo hendido o irregular y escaso

citoplasma, mientras que los centroblastos son células de gran tamaiio, de nicleo

redondo u oval con cromatina abierta y nucleolos.

. o

Figura 4. Histologia del linfoma folicular

A: Imagen a medio aumento de un corte histolégico (H-E) de linfoma folicular, mostrando el patrén
de crecimiento nodular. B: Detalle a gran aumento de las células que componen el linfoma
folicular.

El numero de centroblastos define el grado del LF (Tabla 1). El recuento
microscopico se basa en el numero absoluto de centroblastos en 10 foliculos
neoplasicos, expresado por campo de gran aumento. Se debe incluir el porcentaje
estimado en el informe histologico, teniendo en cuenta que, si la biopsia es
pequeiia, la ausencia de foliculos puede llevar a error. La mayor parte de los casos

corresponden a LF de bajo grado (grados 1y 2) y pocos estudios han comparado
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la frecuencia del grado 3A vs 3B (alto grado). Sin embargo, los LF de grado 3B
puro son raros, y la mayoria de los casos contienen areas difusas compuestas
principalmente por centroblastos, que conforman el LDCGB, entidad de peor
prondstico. Cabe remarcar que la variacion en el grado citoldgico es un
continuum y por tanto es dificil establecer criterios morfologicos precisos para la
subclasificacion.

Tabla 1. Gradacion histoldgica del LF
Grado Centroblastos indice Observaciones citogenéticas y fenotipicas

por CGA Ki67

1 0-5 <20%  Hasta en un 90% de casos el tumor expresa CD10y BCL2 y
muestra translocacion de BCL2

2 6-15 <20%  Hasta en un 90% de casos el tumor expresa CD10y BCL2 y
muestra translocacién de BCL2

3A >15 >20%  Presencia de centrocitos. Hasta en un 75% de casos el
tumor expresa CD10 y BCL2 y muestra translocacién de
BCL2

3B >15 >20%  Presencia de dreas difusas de centroblastos. En pocos

casos el tumor expresa CD10 y BCL2 y muestra
translocacion de BCL2

CGA: campo de gran aumento

Adaptado de Swerdlow SH et al, 2017 y Choi SM et al, 201820

Es frecuente (25-60% de los casos) que, durante el transcurso de la enfermedad,
el LF se transforme en un linfoma de células grandes mas agresivo (LFt), con
caracteristicas histologicas similares a las del LDCGB, que requiere de rebiopsia
para su confirmacién®-*. El LFt se asocia con una progresiéon mas rapida de la
enfermedad, resistencia al tratamiento y peor prondstico. Conlleva la adquisicion
de alteraciones genéticas adicionales, como la translocacion de los genes MYC o

BCL6 y la desregulacion de genes supresores de tumores como TP53%2,

Mediante inmunohistoquimica (IHQ), el inmunofenotipo tipico observado en las
células tumorales del LF es BCL2*, BCL6*, CD3", CD5, CD10*, CD20*, CD23"",
CD43y ciclina D1". El indice de proliferacion Ki67 generalmente se correlaciona
con el grado histologico, asociandose un indice >30% con un comportamiento
clinico més agresivo, aunque no tiene implicacion en el manejo terapéutico®.
Otras variantes fenotipicas parecen tener significado prondstico, como el LF
CD10" y MUM1/IRF4". Estos casos suelen ser de mayor grado y carecer de la

translocacién de BCL2%.
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El background de linfocitos que constituyen la mayor parte del microambiente
muestran marcadores de células T, como CD3. Pero también el resto de células
ganglionares forman parte del microambiente tumoral del LF, incluyendo los
diferentes tipos de células linfoides inmunocompetentes, las células del estroma
y los componentes de la matriz extracelular. Asi, las células tumorales del LF
proliferan en un microambiente similar al del centro germinal, lo que permite
que, a diferencia de casi todos los linfomas y otros tumores, éstas crezcan en una
estructura tridimensional permanente (foliculos), con interacciones similares a

128, Habitualmente, los tumores seleccionan las

las de una reacciéon inmune norma
alteraciones gendmicas que promueven su crecimiento e impiden el
reconocimiento inmune de las células tumorales; sin embargo, en el LF, las células
B malignas acumulan alteraciones gendémicas que favorecen interacciones con
células inmunes pro-cancerosas para mantener su proliferacion, mientras
escapan a la vigilancia inmune. El estudio del microambiente tumoral es un
campo de interés creciente en el LF, ya que se han descrito implicaciones
pronosticas y puede revelar nuevas dianas terapéuticas que puedan usarse como

adyuvantes en inmunoterapia®-!

. Una de las principales limitaciones de estos
estudios es la ausencia de modelos funcionales, ya que existe una gran dificultad
para propagar lineas celulares de LF, al requerir de la interaccion del

microambiente incluso en el crecimiento in vitro a corto plazo.
» Manejo y pronostico

El LF se considera el prototipo de linfoma indolente. Su curso clinico se
caracteriza por remisiones y recurrencias sucesivas, cada vez mas cortas. Aunque
gracias a los nuevos tratamientos el curso clinico es prolongado, con una
supervivencia global actualmente superior a los 15 afos y una esperanza de vida
similar a la de la poblacién general, se considera una enfermedad incurable y la
mayoria de los casos mueren por linfoma. Sin embargo, este curso clinico es
ampliamente variable y dificil de predecir. Un 20-30% de casos son refractarios al
tratamiento o bien progresan en los primeros 2 anos desde el inicio del
tratamiento (POD24). Estos pacientes con fallo precoz tienen un especial mal

prondstico y presentan una supervivencia global mediana inferior a los 4 afios*"
34
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Para el estudio de extension de los LNH se utiliza el sistema de estadificacion de
Ann Arbor, que establece 4 estadios (I a IV) en funcion de la extension anatémica
de la enfermedad. Si bien tiene limitaciones para su aplicacion en LNH, permite
separar en dos categorias con impacto prondstico: enfermedad localizada o
regional (estadios I y IT) y enfermedad avanzada (estadios III y IV)*>*. El LF se
suele presentar en ganglios linfaticos supradiafragmaticos y abdominales, pero
sélo el 15-25% de casos muestran enfermedad localizada al diagndstico. La
mayoria de los pacientes presentan enfermedad diseminada que afecta a la
médula 6sea (40-70% de los casos) y, menos frecuentemente, a otros drganos

como bazo o higado. Pese a ello, habitualmente son asintomaticos'.

El manejo terapéutico de los pacientes con LF cubre desde la observacion sin
tratamiento (watch and wait) hasta el trasplante. Durante casi 40 anos, la
quimioterapia citotoxica fue el tratamiento habitual, hasta la aprobacién en
primera linea del rituximab (R), un anticuerpo monoclonal quimérico anti-
CD20, en 1997”. La introduccion del rituximab permitié mejorar de forma
significativa la tasa respuesta y la supervivencia libre de progresion. Actualmente,
el rituximab es el tratamiento m4as utilizado, s6lo o en combinacién con otros
agentes quimioterapicos (inmunoquimioterapia, IQT)*®**. Las combinaciones
méas comunes son R-CHOP (rituximab, ciclofosfamida, doxorrubicina,
vincristina y prednisona), R-CVP (rituximab, ciclofosfamida, vincristina y
prednisona) y R-B (rituximab y bendamustina). La eleccion del tratamiento es
altamente individualizada y depende de multiples factores como el estadio, grado
histologico, factores de riesgo, carga tumoral, estado general del paciente y, en
ultima instancia, la disponibilidad de acceso al farmaco en funcion de las areas

geograficas (Figura 5).

Los avances se direccionan hacia el tratamiento libre de quimioterapia. Entre las

terapias nuevas o emergentes, se encuentran nuevos anticuerpos anti-CD20

)46—48

(obinutuzumab)*~**, anticuerpos biespecificos (dirigidos a células B y T,

)*%51 inhibidores

mosunetuzumab)?, inmunomoduladores (lenalidomida
especificos (contra PI3K*, BCL2* o EZH2'"'®) e inmunoterapia (anti-PD-L1** o

células CAR T -Chimeric Antigen Receptor T-Cell Therapy->>>°).
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Figura 5. Algoritmo de tratamiento en linfoma folicular

A: Pacientes con LF de nuevo diagnodstico grado 1-3a (los pacientes de grado 3b generalmente se
tratan como LDCGB). B: Pacientes con LF recurrente.

Reproducido con permiso de Kahl et al, 201657

Debido a la marcada heterogeneidad del curso clinico y a la incorporacién de
nuevos tratamientos, existe una importante necesidad de disponer de
herramientas prondsticas que permitan identificar al diagnostico pacientes de
alto riesgo que puedan requerir un tratamiento mas agresivo y, por otro lado, para
evitar sobre-tratar a los de bajo riesgo. Se han propuesto multiples modelos para

predecir el prondstico de los pacientes. Los mas ampliamente utilizados son el
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sistema FLIPI (Follicular Lymphoma Prognostic Index) y el FLIPI 2 (actualizacion
en base al tratamiento con rituximab), que establecen 3 grupos de riesgo (bajo,
intermedio y alto) segiin factores de riesgo clinicos (Tabla 2)**%. Ante las
limitaciones de estos sistemas para predecir el riesgo, se continuan haciendo
esfuerzos por mejorar los indices pronodsticos. En 2018 se generé un modelo
prondstico simplificado a partir de los hallazgos del estudio PRIMA (PRIMA-PI),
usando los niveles de 3;-microglobulina y la afectacion de la médula dsea, aunque
adin no ha sido validado de forma generalizada en estudios prospectivos®%. En
2020 se propuso el nuevo indice FLEX (Follicular Lymphoma Evaluation Index),

que incluye 9 variables clinicas y establece 2 grupos de riesgo®.

Tabla 2. indices pronésticos FLIPI y FLIPI 2

Parametro Definicion de factores de riesgo*

FLIPI FLIPI 2
Ganglios >4 afectaciones ganglionares Didmetro del ganglio mayor de >6

cm

Edad >60 afios >60 afios
Marcador suero LDH elevada B2 microglobulina elevada
Estadio Avanzado (Ill-IV Ann Arbor) Médula ésea afectada
Hemoglobina <12g/dl <12g/dl

*0-1 factores: riesgo bajo; 2 factores: riesgo intermedio; 3-5 factores: riesgo alto
Adaptado de Solal-Céligny P et al, 2004°8; Federico M et al, 20090

Los avances en el conocimiento biologico de la enfermedad han propiciado
durante los ultimos afios el desarrollo de nuevos modelos de estratificacion del
riesgo que incluyen marcadores moleculares. La propuesta mas relevante en este
ambito es el sistema denominado m7-FLIPI, un modelo clinico-genético
publicado en 2015 que incorpora el estado mutacional de 7 genes
recurrentemente mutados en LF (EZH2, ARIDIA, MEF2B, EP300, FOXOI,
CREBBP y CARDI11) junto con el FLIPI y la escala de estado funcional en cancer
(performance status, de acuerdo a la escala ECOG -Eastern Cooperative Oncology
Group-)*. Cuatro de los factores del sistema m7-FLIPI, incluyendo el FLIPI y las
mutaciones en EZH2, EP300 y FOXOI1, forman parte también del Progression of
Disease within 24 months Prognostic Index (POD24-PI), especificamente
diseniado para predecir el POD24%. También Huet y colaboradores publicaron en
2018 un predictor de la estratificacion del riesgo basado en la expresion de 23
genes usando RNA de biopsias al diagndstico parafinadas®. Si bien estos sistemas

mejoran respecto al FLIPI la capacidad de estratificar grupos de pacientes de
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acuerdo a la respuesta clinica, encuentran dificultades para su implementacion;
no existen estudios que hayan evaluado su utilidad con caracter prospectivo ni
tampoco son utiles a la hora de tomar decisiones en cuanto a la eleccion del
tratamiento y ademads, su uso esta limitado, puesto que los marcadores
moleculares identificados no se evaliian actualmente en la prictica estindar® "2
En resumen, no existen todavia herramientas robustas que permitan predecir al
diagndstico qué pacientes se encuentran ante un mayor riesgo de progresion para

apoyar la toma de decisiones terapéuticas.
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PATOGENESIS Y ALTERACIONES MOLECULARES EN EL
LINFOMA FOLICULAR

Previo a la llegada de las técnicas de NGS, a finales de los afos 2000, el estudio del
genoma del LF se habia caracterizado mediante técnicas de menor resolucion,
como la citogenética convencional, hibridacién genémica comparada o SNP-
arrays, que llevaron a la identificacion de anomalias cromosdmicas recurrentes,
como las pérdidas de 1p36 (TNFRSF14), 3q (BCL6), 6q (TNFAIP3, SESN1) y 9q
(CDKNZ2A) y las ganancias de los cromosomas 7, 18 y X7, Tras 10 afios de
investigacion usando técnicas de NGS, actualmente tenemos una imagen casi
completa de las alteraciones que afectan al genoma de esta enfermedad. En linea
con el modelo de patogénesis multi-hit en el LF, se han podido identificar lesiones
genéticas candidatas a promover la evolucion clonal mas alla de las
translocaciones fundadoras de BCL2. Aunque algunas de las alteraciones
somaticas identificadas pueden representar alteraciones pasajeras, la complejidad
de los hallazgos genémicos sugiere que la patogénesis del LF es el resultado de

2478-82 A continuacién, se resumen las

multiples disrupciones bioldgicas
principales vias implicadas en la patogénesis del LF y sus alteraciones moleculares

mas frecuentes (presentes al menos en un 10% de casos).
» Desregulacidn epigenética

La disrupcion de enzimas que actiian como reguladores epigenéticos supone el
mecanismo central en el LF (asi como en otros linfomas del CG), detectindose
practicamente en todos los pacientes. La conformacion de la cromatina esta
determinada por un equilibrio dindmico entre marcas de activacion y represion
de histonas localizadas en regiones promotoras y enhancers de genes, que
controlan su transcripcion. En la Tabla 3 se recogen las alteraciones genéticas mas
recurrentes en esta via. Las mutaciones afectan principalmente a los genes que
codifican KMT2D (también conocida como MLL2) y EZH2 (metil-transferasas
de histonas) y CREBBP y EP300 (acetil-transferasas de histonas -homologas-).
Las mutaciones deletéreas en KMT2D, CREBBP y EP300 llevan a la pérdida de
marcas de activacion de la transcripcidon, mientras que las mutaciones activadoras
en EZH2 (hotspots Tyr646, Ala682 y Ala692, en el dominio catalitico),
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incrementan marcas que reprimen la transcripcion. La regulacion activa de estas
marcas, siguiendo sefiales internas y del entorno, permite que las células B sufran
rapidos cambios transcripcionales y fenotipicos durante el proceso de
diferenciacion. Estos cambios son pleiotropicos y favorecen el mantenimiento del
estado de célula B del CG, mientras promueven vias de supervivencia como
CDA40, NF-xB, JAK-STAT, TLR vy seiializacion a través del receptor de células B
(BCR)®-#,

Tabla 3. Genes implicados en la desregulacion epigenética

Gen Frecuencia Relevancia bioldgica Relevancia clinica

KMT2D 65-80% Descenso de la actividad metil-transferasa de Incierta
histona H3K4, descenso de expresién de genes
supresores que controlan vias de activaciéon de
células B. Alteracion de centros germinales.

Promociéon de proliferacion de células B vy
linfomagénesis.

CREBBP 60-75% Descenso de la actividad acetil-transferasa de  Componente del m7-
histonas H3K27 y H3K18. Desregulacion de genes de  FLIPI (menor SLF).
sefializacién de células B y de respuesta inmune, Asociado a menor
promoviendo escape inmune. Expresion elevada de  SLP (incierto, posible
MYC. Inactivacion funcional de TP53, activacion de  impacto clinico
BCL6. Promocidn de linfomagénesis. diferente segun el

tipo de mutacion).

Histonas 20-40% Incierta. Posible desorganizacion de la cromatina, Incierta
alteracion transcripcional.

EZH2 20% Incremento de la actividad metil-transferasa H3K27  Componente del m-
por mutaciones activadoras recurrentes. Represion  7-FLIPI (mayor SLF).
transcripcional, activacion de la via mTORCl. Asociado a mayor
Esencial para el bloqueo de la célula en estado de CG  SLP. Marcador
y promocidn de linfomagénesis. predictivo para el

tratamiento con
tazemetostat.

EP300 10-20% Estructural y funcionalmente homdlogo a CREBBP. Componente del m7-

FLIPI (menor SLF).
BCL7A 10-15% Forma parte del complejo remodelador del Incierta
nucleosoma. Relevancia de mutaciones incierta.
Posible  desorganizacion de la  cromatina.
Recientemente descrito como supresor tumoral en
LDCGB.
ARID1A 10-15% Forma parte del complejo remodelador del Componente del m-

nucleosoma. Mutaciones truncantes de relevancia
incierta. Posible desorganizacion de la cromatina,
alteracion de la reparacion del DNA y de la
transcripcion.

SLF: supervivencia libre de fallo; SLP: supervivencia libre de progresion.
ReferenciaS: 10,18,94-96,64,80,82,83,90-93

7-FLIPI (mayor SLF).

Ademas, andlisis filogenéticos de la progresion del LF destacan que las
mutaciones en KMT2D y CREBBP son probablemente eventos oncogénicos

tempranos presentes en las células precursoras pre-LF, que podrian coocurrir o



| 26

incluso preceder a la aparicién de la translocacion t(14;18)"*%%%°. En 2020 se
aprobo por la Food and Drug Administration (FDA) el tazemetostat, un inhibidor
oral de EZH2, que esta indicado en pacientes con LF en recaida o refractarios
portadores de mutaciones activadoras de EZH2, que hayan recibido dos lineas
previas de tratamiento o bien en pacientes en recaida o refractarios que no tienen
opciones alternativas de tratamiento satisfactorias'®. Asi, EZH2 pasa a ser el

primer marcador molecular predictivo en LF.

Las mutaciones en la familia de genes de histona H1 (HIST1HI B-E) y en genes
que intervienen en el complejo remodelador del nucleosoma (ARID1A/B, BCL7A
y SMARCA4) se encuentran también entre los eventos mas frecuentes. Aunque
su implicacion es menos conocida, podrian modificar la cromatina a nivel
estructural, alterando la accesibilidad de las enzimas modificadoras de histonas y
procesos como la transcripcion, replicacion y reparacion del DNA'®882%_Enp el
caso de ARIDIA, se le atribuye un papel como supresor tumoral, ya que se
encuentra afectado principalmente por mutaciones deletéreas que afectan a los
mecanismos de reparacion del DNA, provocando una elevada inestabilidad

genética’*®,

» Sefales de supervivencia y proliferacion
Via de senalizacion del receptor de células B

La via de sefalizacidon del receptor de células B (BCR) es también clave en la
patogénesis del LF. Pese a la translocacion t(14;18) y el proceso de hipermutacion
somatica aberrantemente activo durante el curso de la enfermedad, las células del
LF mantienen la expresiéon de un BCR funcional en superficie, que resulta
necesario para su supervivencia'’. El mantenimiento selectivo de la IgM de
superficie en la mayoria de casos de LF, parece explicarse por el hecho de que un
BCR constituido por IgG favorece la diferenciacion plasmacitica, mientras que la
sefalizacion IgM resulta en una sefializacion cronicamente activa del BCR, con la
consecuente activacion de multiples vias como, PI3K-AKT y MAPK, que
promueven la proliferacion y supervivencia de las células B del CG vy las

tumorales®!%

. CARDII es el gen que se encuentra mutado de forma mas
recurrente en esta via (10-20% de casos)'"". Este gen codifica una proteina scaffold

necesaria para conectar el BCR con la via NF-kB, y acumula mutaciones
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activadoras que inducen senales de proliferacion y supervivencia a través de
ésta'™'"_ El siguiente gen con mas recurrencia de mutaciones es GNA13, que
codifica la subunidad al3 de la proteina G (Gal3) (5-10% de casos)”. Las
proteinas G juegan un importante papel en la transduccion de senales
transmembranal. Gal3 esta implicada en la sefnalizacion a través de la GTPasa
Rho, antagonizando la via PI3K-AKT e inhibiendo la migracion de las células By
confinidndolas en el CG, manteniendo asi la homeostasis. Por tanto, las
mutaciones de pérdida de funcion en GNA13 causan la disrupcion de este eje,
promoviendo la diseminacién y supervivencia de las células del LF.
Recientemente también se ha descrito que Gal3 regula negativamente la
expresion de BCL2 en células de LDCGB, haciéndolas mas sensibles a inhibidores
de BCL2'".

Via de senalizacion JAK-STAT

Las mutaciones el gen STAT6 (factor de transcripcidon) se encuentran también
entre las mas frecuentes (10-20% de casos). Se ha sugerido que la incidencia de
estas mutaciones podria estar en relacion con la presion selectiva que ejerce la
estimulacion de las células Tru, que estimulan la sefializacion a través de CD40 y
secretan abundante IL4, resultando en la activacion de la via JAK-STAT' %197, Las
mutaciones el gen STAT6 dan lugar a una activacion constitutiva de la via, gracias
a que el factor de transcripcion STAT6, cuando estd mutado, permanece en el
nucleo activando sefales de proliferacion, independientemente de su
fosforilacion a través de IL-4-JAK'®. La presencia de mutaciones activadoras
recurrentes (hotspot Asp419) es mucho mas frecuente (>80% de casos) en el
subtipo de LF de predominancia difusa, asociado también con ausencia de
£(14;18)105-111,

BCL6

BCL6 es un proto-oncogén que actiia como represor transcripcional, considerado
el “director de orquesta” en la iniciaciéon y el mantenimiento de los procesos
fisioldgicos del CG. Su actividad principal consiste en reprimir genes asociados a
la reparacion del dafio a DNA, como TP53, y reclutar complejos co-represores
que catalizan amplios cambios epigenéticos. También reprime la expresion de la

proteina anti-apoptdtica BCL2, uniéndose a su regiéon promotora'”. Asi,
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mantiene en el CG un estado proliferativo y permisivo con la acumulacién de
lesiones genéticas, necesario para los procesos de SHM y cambio de isotipo, y
luego prepara a las células B del CG para su apoptosis, proceso necesario en la
seleccion de células B con inmunoglobulinas de alta afinidad. La desactivacion de
BCL6 es necesaria para salir de la reaccién del CG y permitir la diferenciaciéon
terminal de las células B. Esta desactivacion esta mediada por mecanismos auto-
regulatorios de BCL6 a través de la unién con su propias regiones génicas
reguladoras, sefiales del BCR por su interacciéon con células T y dendriticas
foliculares y la actividad represora de las metil-transferasas de histonas CREBBP
y EP300!0113114,

En el LF (y en otros linfomas del CG), esta regulacion mediada por BCL6 se
encuentra alterada por multiples vias, dando lugar a la sobreexpresion de BCL6
mas alla del CG. En primer lugar, el propio gen BCL6 (3q27) se encuentra
translocado en un 15% de casos, en mayor frecuencia en casos de alto grado,
involucrando no sélo al gen IGH sino multitud de partners distintos'>'".
También es uno de los genes diana del proceso de SHM, acumulando mutaciones
en la region 5 no codificante (mayormente sustituciones de nucledtido unico),
que aunque podrian afectar su auto-regulacion, se encuentran también en las
células normales del CG y se consideran como un marcador del paso de la célula
por el CG'"'®, Varias de las alteraciones presentes en el LF (anteriormente
explicadas), afectan también la regulacion de BCL6: BCL2 escapa a su represion
debido a la sobreexpresion resultante de la t(14:18)'"?, las frecuentes mutaciones
en CREBBP y EP300 también previenen su acetilacion e inactivacion, a expensas
de TP53°>'" y las alteraciones en la via del BCR previenen su degradacion'®. Una
ultima pieza relevante en esta via es MEF2B, un factor de transcripcion que regula
de forma indirecta a BCL6. MEF2B se encuentra mutado en un 10-20% de casos,
lo que aumenta su actividad transcripcional, resultando en un incremento de
expresion de BCL6, a la vez que desregula la migracion de las células

tumorales®* 121122,

BCL2

El gen BCL2, ademas de formar parte de la translocacion central t(14:18), presenta
mutaciones a lo largo de su secuencia en aproximadamente el 50% de los casos'>.

Durante algunos afios, estas mutaciones se asociaron a un mayor riesgo de
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transformacion y mal pronostico?'?; sin embargo, estudios posteriores no han

confirmado estos hallazgos®'**.
Via de sefializacién mTORC1

En 2016, Okosun y colaboradores identificaron mutaciones activadoras
recurrentes que afectan a la via de sefializacién mTOR complex 1 (mTORC1)™.
mTORCI induce el incremento de sintesis proteica en respuesta a factores de
crecimiento y sefiales de nutricion. La concentracién intracelular de aminoécidos
se percibe a través de un super-complejo en la superficie lisosomal y las
mutaciones en LF afectan a los genes que codifican para las proteinas que forman
este complejo, principalmente RRAGC, ATP6AP1 y ATP6V1B2, activando la via
mTORCI1#82135°127 - Jn  estudio reciente, demuestra que estas mutaciones
incrementan de forma moderada la sefializacion de nutrientes, pero, en sinergia
con las células T del microambiente, activan fuertemente la respuesta de las
células B a través del eje PI3K-AKT-mTORCI, promoviendo la linfomagénesis'*.
Curiosamente, estas mutaciones son muy infrecuentes en otros tipos de linfomas
y tumores, y la adiccion de las células del LF a esta via sugiere una interesante
oportunidad terapéutica'®®'*®. En la Tabla 4 se recogen los genes mutados mas

recurrentes implicados en estas vias.
P53 y SESTRIN1

El gen TP53 codifica para el supresor tumoral mas comtinmente alterado en
cancer, a menudo relacionado con mal prondstico'. En LF, un 5% de los casos
presentan mutaciones en TP53, que se asocian a mayor grado histoldgico, mal
prondstico y mayor probabilidad de progresion y de transformacion
histologica'*'>**1*>13  Sj bien este porcentaje es bajo, en 2017 Oricchio y
colaboradores identificaron la relevancia de otro gen supresor tumoral en el LF,
SESN1, ubicado en el cromosoma 6q, que codifica la proteina SESTRIN1". La
funciodn fisioldgica de SESTRINI, previamente caracterizada, consiste en actuar
como intermediario entre p53 y mTOR: en condiciones no tumorales, ante una
situacion de estrés genotoxico (dafio a DNA) se activa p53, que induce la
activacion de SESTRIN1, que a su vez inhibe la via mTOR, evitando la
supervivencia y propagacion de la células dafiadas'”. Un 30% de los casos con LF

presentan pérdidas de 6q, donde se ubica el gen SESN17°". En el mencionado
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estudio, identificaron que SESNI se encuentra directamente reprimido por la
sobre-activacion del regulador epigenético mutado EZH2"**. Esto provoca la
disrupcion del control mediado por p53 sobre la via mTORCI, e implica que

EZH2 también ejerce un importante papel en la regulacién de este mecanismo'*.

Tabla 4. Genes implicados en seiales de supervivencia y proliferacion

Mutaciones: promueven el crecimiento de las
células B y su diseminacién. Promocion de
linfomagénesis.

Gen Frecuencia Relevancia bioldgica Relevancia clinica

BCL2 50% Proteina anti-apoptdtica desregulada en el 85%  Incierta.
de casos por translocacion IGH/BCL2.

Mutaciones de implicacidn incierta.

MEF2B 10-20% Factor de transcripcién. Las mutaciones Componente del m-
provocan desregulacion de la expresién de  7FLIPI (mayor SLF).
BCL6 y de la migracidn celular.

STAT6 10-20% Factor de transcripcion. Mutaciones Incierta.
activadoras hotspot en dominio de unién al
DNA. Aumento de sefializacion JAK-STAT a
través de IL4.

CARD11 10-15% Link entre BCR y NF-kB. Las mutaciones Incierta. Posiblemente
provocan activacion constitutiva de la via NF-  asociado a resistencia a
KB. inhibidores de BTK.

RRAGC 10-15% Miembro de la familia Rag GTPasa, esencial Incierta. Posible diana
para la activacion de la via metabdlica de terapéutica ante
mTORC1. Mutaciones: activacion del eje PI3K-  inhibidores de mTOR.
AKT-mTORC1, promocidn de linfomagénesis.

ATP6VIB2 10% Forma parte del complejo V-ATPasa, esencial Incierta. Posible diana
para la activacion de la via metabdlica de terapéutica ante
mTORC1. Mutaciones: activacion del eje PI3K-  inhibidores de mTOR.
AKT-mTORC1, promocidn de linfomagénesis.

ATP6AP1 10% Forma parte del complejo V-ATPasa, esencial Incierta. Posible diana
para la activacion de la via metabdlica de terapéutica ante
mTORC1. Mutaciones: activacion del eje PI3K-  inhibidores de mTOR.
AKT-mTORC1, promocion de linfomagénesis.

FOXO1 5-10% Factor de transcripcion efector de la via PI3K- Componente del m-
AKT. Retencién nuclear de FOXO1 por efectode ~ 7FLIPI  (menor  SLF).
mutaciones activadoras, manteniendo sefiales  Posiblemente afecta a la
de supervivencia y proliferacién. sensibilidad de

inhibidores de PI3K.

CD79A/B 5-10% Forma parte del receptor BCR. Mutaciones: Incierta. Posiblemente
incrementa la expresién de BCR en la superficie  asociado a sensibilidad
de la célula. Contribuye a la activacion crénica  incrementada a
de la sefializacion BCR. inhibidores de BTK.

GNA13 5-10% Proteina-G que antagoniza la via PI3K-AKT. Incierta. Posiblemente

asociado a sensibilidad
ante inhibidores de
PI3K/AKT y de BCL2.

SLF: supervivencia libre de fallo.
ReferenciaS: 10,64,80,82,90,101,102,108,128,130
» Evasion inmune

El LF no esta dirigido solo por la proliferacion de células B, sino que también se

sustenta en el microambiente que lo envuelve, a diferencia de otros tumores.
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Mantiene una organizacién similar a la de los centros germinales, apoyada por las
células que lo rodean, como las células dendriticas foliculares y las células T helper
foliculares (Tra), CD4". El microambiente del LF promueve su crecimiento a
través de 1) la activacion del BCR por la interaccion con las células dendriticas y
macréfagos'”, 2) la secrecion de citocinas pro-tumorales, como la IL-4, por parte
de las células Try'* y 3) la capacidad de crear un entorno que promueve el escape

inmune!',
TNFRSF14

Aproximadamente el 50% de los pacientes con LF presentan mutaciones y/o
deleciones (dellp36) inactivadoras en el gen TNFRSF14 (miembro 14 de la
superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral, también conocido
como HVEM)"®. TNFRSF14 es un receptor ubicado en la superficie de las células
B que proporciona sefiales que inhiben las células T y la sefializacion del BCR, a
través de su interaccion con el atenuador de células By T (BTLA), presente en la
superficie de las células Tr'*’. De manera que la inactivacion de TNFRSF14 tiene
un efecto oncogénico, lo que ha llevado a considerarlo un supresor tumoral.
Ademas, la deficiencia de TNFRSF14 induce la activacion de citocinas que crean
un entorno favorable al tumor, a través del incremento de células Ty secretoras
de IL-4 (entre otras)'®. Cabe destacar que TNFRSFI4 es el unico gen
frecuentemente mutado tanto en LF cldsico como en el subtipo pediatrico, donde
supone la alteraciéon mas recurrente'®'. Si bien algunos estudios habian asociado
las alteraciones de TNFRSF14 con un prondstico adverso, esto no se ha

confirmado en estudios mas recientes®:14>143,

CTSS

Otro gen que ha tomado relevancia recientemente es CTSS, que codifica para la
catepsina S, de la familia de las cisteina-proteasas, con un importante rol en el
proceso de presentacion de antigenos en las células B y el desarrollo del CG'*. Un
5-10% de casos con LF presentan mutaciones activadoras en este gen (hotspot
Tyr132, exclusivas del LF), que también puede encontrarse sobreexpresado’®"%.
Si bien hace anos que se conoce tanto su papel fisioldgico en la respuesta humoral
y la expansion de las células B como la presencia de esta mutacidn recurrente,

hasta hace muy poco no se habia estudiado su actividad en neoplasias
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hematoldgicas. Ahora sabemos que, en el linfoma, CTSS regula el procesamiento
de antigenos y la comunicaciéon con las células Try, mientras que limita el
reconocimiento por parte de las células T citotoxicas CD8*, promoviendo el
escape inmune del tumor. Asi, la inhibicion de CTSS diversifica el repertorio de
antigenos presentados y promueve su reconocimiento por parte de las células T

citotdxicas, lo que supone una atractiva estrategia de tratamiento para aumentar

145,146

la inmunogenicidad del tumor*>'*. Los principales genes mutados en los

procesos de evasion inmune se recogen en la Tabla 5.

Tabla 5. Genes implicados en la evasion inmune
Gen Frecuencia Relevancia bioldgica Relevancia clinica
TNFRSF14 40-50% Miembro de la familia de receptores TNF. Su Incierta. Posiblemente
disrupcién por mutaciones o delecion de 1p36  relacionado con mal
promueve la linfomagénesis e induce un prondstico.
microambiente pro-tumoral.

CTSS 5-10% Procesamiento de antigenos y regulacion de la  Incierta. Posiblemente
comunicacién con las células T. Promueve asociado con menor
evasion inmune. probabilidad de

progresion temprana.
Referencias: 647881,138,140,142,145,146

Papel de los reguladores epigenéticos

Algunos de los principales reguladores epigenéticos (Tabla 3) también tienen una
importante implicacidon en el proceso de evasion inmune en el LF. Las acetil-
transferasas de histonas CREBBP y EP300 controlan la expresion del compuesto
mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC clase II), inhibiéndolo cuando se
encuentran mutadas, de forma que reducen su capacidad de estimulacion de las
células T*. Por otra parte, las mutaciones en el gen que codifica la acetil-
transferasa EZH2 se han asociado a un mecanismo hasta ahora desconocido en
regulacion inmune: provocarian que las células B del CG no requieran tanto de la
ayuda de las células T, se expandan lentamente en el CG y pasen a depender de
las células dendriticas. Es decir, parece que EZH2 reprograma epigenéticamente
a las células B para formar un nicho inmunoldgico aberrante, que explicaria como

estos tumores surgen de las células B del CG'".

Este capitulo recoge los principales mecanismos y alteraciones genéticas
implicados en la patogénesis y el desarrollo del LF. Gracias a los métodos de NGS,
durante la tltima década se ha producido un enorme salto en el conocimiento de

estos aspectos, demostrando la elevada heterogeneidad molecular en estos
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tumores, que afecta multiples vias de forma intricada. La Figura 6 muestra un
esquema de los mecanismos y alteraciones descritos, que refleja la complejidad

molecular de esta entidad.
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Figura 6. Vias moleculares de patogénesis en linfoma folicular

La complejidad genética del linfoma folicular se caracteriza por A: alteraciones en modificadores
epigenéticos como EZH2, KMT2D, CREBBP y EP300, junto con alteraciones en diversas vias
celulares clave, incluyendo B: BCL6, C: mTOR, D: TNFRSF14 y E: JAK-STAT. Las alteraciones
genéticas activadoras e inactivadoras se muestran en cada una de estas vias, asi como sus
respectivos efectos.

Reproducido con permiso de Lackraj T et al, 2018197
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APLICACION CLINICA DE LA NEXT GENERATION SEQUENCING
EN LINFOMAS

» Situacidn actual

Desde el punto de vista clinico, las técnicas de secuenciacion masiva (Next
Generation Sequencing -NGS-), permiten interrogar un gran numero de
biomarcadores moleculares de forma simultanea en varios pacientes y a un coste
asequible. La NGS se hay ido implementando durante los ultimos 10 afios en la
practica clinica rutinaria, aunque de forma desigual segun el tipo de aplicacién y
cada pais. Desde la European Society of Molecular Oncology (ESMO)
actualmente se recomienda el uso de NGS como método de rutina para el analisis
de diferentes tipos de tumores sélidos. El ejemplo paradigmatico de su utilidad es
el carcinoma de pulmoén de célula no pequeiia, por el elevado numero de dianas
moleculares abordables con terapias dirigidas, lo que hace que estos analisis sean
coste-efectivos'®®. La aplicabilidad de la NGS en estos tumores se sustenta,
ademas, en una variada oferta de paneles de genes comerciales validados dirigidos
a estas alteraciones diana, unidos a sofwares de analisis genético dedicados
especificamente a este ambito, asi como sistemas de clasificacion e interpretacion
de variantes dedicados a la oncologia de precision, bases de datos y guias clinicas

especificas y un importante trabajo de informacién y educacion al respecto'-"'.

En el ambito de la onco-hematologia, la implementacion de la NGS en la rutina
clinica se ha llevado a cabo sobre todo en la leucemia mieloide aguda, donde
podemos encontrar alteraciones moleculares con implicaciones diagnosticas,
pronodsticas y terapéuticas, aunque se desaconseja explicitamente su uso en el
estudio de enfermedad minima residual, por no ofrecer suficiente sensibilidad de
deteccion®>'*, En sindromes mielodisplasicos, pese a que actualmente no existe
indicacion de tratamientos dirigidos contra dianas moleculares, el uso de la NGS
ha demostrado ser de gran utilidad en el diagndstico, por su elevado valor
predictivo negativo y en la deteccion de casos con predisposicion germinal, asi
como en el pronostico™ . En el caso de las neoplasias mieloproliferativas, el uso

de la NGS se recomienda de forma mas restringida, para evaluar el riesgo de
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transformacién en la mielofibrosis o demostrar clonalidad en casos sin

mutaciones driver®®!¥,

En linfomas, la aplicacion clinica de la NGS esta limitada por el limitado nimero
de mutaciones clinicamente relevantes y, sobre todo, por el restringido numero
de tratamientos dirigidos contra alteraciones moleculares especificas'®'®.
Gracias a los esfuerzos de los ultimos afos por descifrar la biologia de los
linfomas, se han desarrollado multiples agentes dirigidos contra receptores de
superficie, vias de transduccion de sefiales y modulaciones epigenéticas, asi como
estrategias inmunes. Algunos de estos tratamientos se han implementado con
éxito en linfomas no-Hodgkin, mejorando el prondstico de los pacientes, como
los inhibidores del proteasoma (linfoma del manto), inhibidores de la tirosina-
cinasa de Bruton (BTK; linfoma del manto, leucemia linfocitica crénica,
macroglobulinemia de Waldenstréom), inhibidores de PI3K (linfoma folicular,
leucemia linfocitica crénica, linfoma de la zona marginal), inhibidores de
deacetilasas de histonas (linfoma T cutédneo) o células CAR-T (LDCGB y leucemia
linfoblastica B). Sin embargo, no se requiere de estudio molecular para estos
tratamientos, mas alla de las alteraciones en TP53 (del 17p y mutaciones) en el
tratamiento con inhibidores de BTK en leucemia linfatica crénica y las
mutaciones de MYD88 en macroglobulinemia de Waldenstrom'®-'%. Como se ha
explicado con anterioridad, el unico tratamiento dirigido contra una alteracion
molecular especifica es el tazemetostat, recientemente aprobado por la FDA,
indicado en pacientes con LF portadores de mutaciones con ganancia de funciéon
del gen EZH2 (Y646X, A682G o A692V). Aunque en los ensayos clinicos estas
mutaciones se evaluaron mediante NGS, el test aprobado actualmente por la FDA
estd basado en la deteccidn cualitativa mediante PCR alelo-especifica en tiempo
real (cobas® EZH2 Mutation Test, Roche)'®’.

Hasta el momento, pocas publicaciones han analizado la utilidad clinica del uso
de la NGS en neoplasias linfoides. Un estudio retrospectivo del Moores Cancer
Center (Universidad de California) exploro la aplicabilidad terapéutica de la NGS
analizando 60 casos con diferentes neoplasias linfoides (incluyendo 5 pacientes
con LF), con el objetivo de detectar alteraciones accionables con farmacos
aprobados por la FDA y/o en ensayo clinico, mediante el panel FoundationOne

168

Heme'®. Este panel incluye 405 genes relacionados con cancer y permite detectar
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todo tipo de alteraciones, incluyendo sustituciones de nucleétido tnico (SNV),
inserciones y deleciones (indels), alteraciones del nimero de copias (CNA),
reordenamientos génicos concretos y la carga mutacional tumoral (TMB). El 88%
de casos mostraron alteraciones, de los cuales sélo el 5% tenian indicacion
terapéutica (on label), pero el 77% presentaban alguna alteracién en una via
potencialmente tratable con farmacos aprobados en otra patologia (off label) o en

ensayo clinico.

En los ultimos meses, 3 centros han descrito su experiencia en la aplicacion clinica
de la NGS en linfomas, con diferentes resultados, pero conclusiones similares. En
primer lugar, el University Hospital Basel refleja su experiencia de 3 afios, con 80
casos analizados, el 56% de ellos referidos para consulta desde otros centros'®. Es
remarcable la discusion y seleccion de casos en comité de tumores previa al
estudio mediante NGS, de forma que los 80 casos analizados suponian solamente
un 1% del total de casos inicialmente considerados. Esta cohorte de 80 casos
consistia en neoplasias de células B maduras (56% -8 casos con LF-), neoplasias T
y NK (21%), neoplasias de precursores linfoides (9%) y otras entidades (14%). Se
utilizo un panel Ampliseq (Ion Torrent) personalizado con 68 genes (20
cubriendo secuencia codificante completa y posiciones de splicing, 48 solo
hotspots), que permitia detectar SNVs e indels, con un limite de deteccion del 3%
de frecuencia alélica (VAF) para variantes hotspot y del 5% para el resto. Se
obtuvieron resultados en el 100% de casos, aunque 2 fueron sub6ptimos por baja
cantidad de DNA. En el 79% de los casos se obtuvieron resultados con potencial
valor diagnoéstico, prondstico o predictivo, aunque ninglin paciente se pudo
beneficiar directamente de una terapia dirigida. Aun asi, la informacion obtenida
fue relevante sobre todo para el refinamiento del diagndstico y en el 40% de casos

tuvo implicaciones en la toma de decisiones terapéuticas.

Un segundo estudio de University of Michigan Health Systems, incluy6 92
pacientes seleccionados, principalmente casos en recaida o refractarios, con el fin
de evaluar nuevas opciones terapéuticas'’’. Un caso quedd excluido por
insuficiente contenido tumoral. Los 91 casos restantes estaban representados por
linfomas B agresivos (43%), linfomas indolentes (37%, -25 casos con LF-) y
linfomas T (20%), que se secuenciaron con un panel de desarrollo propio para

estudio del exoma completo y RNA-seq (1700 genes) que permitia detectar SNV,
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indels, CNAs y reordenamientos, con un limite de deteccién del 5% de VAF,
ademas de estudiar la expresion génica. Se detectaron alteraciones accionables en
60 casos (65%), en 11 de los cuales (12%) se siguié una recomendacién de
tratamiento basada en los resultados de la secuenciacion. Uno de los pacientes
alcanzo respuesta completa (LDCGB estadio IV refractario a 3 lineas previas,
tratado con lenalidomida, bortezomib y dexametasona tras detectarse mutacion
de TNFAIP3), los otros 10 discontinuaron el tratamiento por toxicidad,

progresion o paro clinico del ensayo.

En el tercer estudio, el Hospital of the University of Pennsylvania recoge la
experiencia de la aplicaciéon de la NGS en el diagndstico de 598 casos con
neoplasias linfoides maduras (518 pacientes) analizados en el periodo de 1 afio,
lo que suponia el 55% de casos totales'”’. El panel utilizado fue TruSight
Lymphoma 40 kit, que cubre la secuencia codificante completa y posiciones de
splicing en 9 genes y s6lo hotspots en 32, y permite detectar SNVs e indels. En
64/598 casos (11%) se cancel6 el analisis antes de llevarlo a cabo por errores y/o
revision del caso. De los 534 que fueron procesados, 40 no se secuenciaron por
insuficiente cantidad o calidad del DNA y otros 23 se excluyeron por no
representar neoplasias linfoides, dando un total de 471 muestras analizadas. Estos
casos estaban representados mayoritariamente por neoplasias de células B (75%,
-43 casos con LF-) y de células T (9%). En un 51% de muestras analizadas se
detectaron variantes asociadas a la enfermedad, mientras que en el 18% se
detectaron sélo variantes de significado incierto y en el 31% no se detectaron
variantes. La deteccion de mutaciones afecté al diagnostico en 26/471 casos
analizados (5,5%); la mayoria (21/26, 80,8%) resultaron en un refinamiento del
diagnostico ante la necesidad de resolver un diagnostico diferencial, mientras que
en el resto el diagndstico fue facilitado con mayor confianza en caso de duda
(3/26, 11,5%) o bien implicé un cambio de diagnostico (2/26, 7,7%). En el articulo
se sefiala que los resultados en cuanto al valor prondéstico y terapéutico de estos

datos se abordaran en un estudio aparte (ain no publicado).

Estos estudios reflejan una utilidad clinica limitada de la NGS en el contexto
actual de las neoplasias linfoides. Aun asi, recogen datos técnicos, carencias y
evidencias utiles para su futura implementacion “universal”, que se considera

proxima. Pese a que muchos de los ensayos en el desarrollo de nuevos farmacos
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en linfomas todavia no incluyen el estudio mutacional (lo que podria ayudar a
predecir las respuestas clinicas y la toxicidad), la identificacion de biomarcadores
predictivos junto al desarrollo de terapias dirigidas es un campo que asegura el

interés y necesidad de aplicar la secuenciaciéon masiva en estas enfermedades.

» Retos en la implementacion clinica

Como se ha discutido en el apartado anterior, actualmente la principal limitacion
en la aplicacién clinica de las técnicas de NGS en el LF y el resto de linfomas no-
Hodgkin, es la escasez actual de terapias dirigidas aprobadas. Esto hace que la
caracterizacion del espectro mutacional en estas enfermedades, si bien puede ser
util en el diagnoéstico y aportar informacidén prondstica de valor, en la gran
mayoria de casos no resulta esencial para el manejo de los pacientes, aunque es de
esperar que este salto se dé en un futuro préximo con la evolucidon de nuevos

paradigmas diagndsticos y terapéuticos'®.

Desde el punto de vista técnico, cada paso puede influir en los resultados de NGS:
el método de extraccidn de los dcidos nucleicos, las técnicas de construccion de
librerias y enriquecimiento de las regiones génicas de interés, las tecnologias de
secuenciacion, el tratamiento bioinformatico de los datos y la interpretacion
biolégica. La existencia de multiples abordajes, hace que la estandarizaciéon y
harmonizacion sean indispensables para obtener resultados fiables y homogéneos

para todos los pacientes'

. A continuacidn, se abordan aspectos de caracter mas
técnico, focalizados en las necesidades para la implementacion de la NGS en el

ambito de los linfomas.
Eleccion del panel

La eleccién del grupo de genes a estudiar (panel) es un paso crucial. La
secuenciacion de genomas y/o exomas completos permiten una amplia
caracterizacion genética. Sin embargo, analizar tal cantidad de datos implica un
tiempo y unos costes elevados y, al abarcar un gran nuimero de genes, la
profundidad de lectura (numero de veces que se lee cada posicion nucleotidica)
es menor, lo que no permite detectar variantes con baja frecuencia alélica con
confianza. Por esto, aunque son técnicas cada vez mas accesibles, habitualmente
172,173

se aplican en investigacion o en el screening de enfermedades genéticas raras

Los paneles de genes dirigidos (o targeted-NGS) se focalizan en genes o regiones
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génicas con una fuerte asociaciéon en la patogénesis de la enfermedad y/o
relevancia clinica. De esta forma, permiten optimizar la calidad de los resultados
(profundidad y uniformidad de lecturas, sensibilidad de deteccion y tiempos de
respuesta) asi como los costes, y son una opcion pragmatica actualmente y en un
futuro previsible. Un panel optimo debe responder a los requerimientos
diagnosticos (positivo y diferencial), prondsticos y teragnosticos de los diferentes
subtipos de linfoma, manteniendo la simplicidad suficiente como para su

aplicacion uniforme.

Como en la mayoria de tumores, las mutaciones patognomdnicas son
extremadamente raras en los linfomas, aunque si una alteraciéon es mucho mas
frecuente en ciertos subtipos, puede representar un marcador diagnodstico util
cuando se suma a las evidencias clinicas, histoldgicas/citologicas e
inmunofenotipicas. La influencia del perfil mutacional en la evaluacion
pronodstica y teragnostica es un campo que evoluciona rapido, lo que ilustra la
necesidad de actualizar este tipo de paneles de forma regular. En 2019, los grupos
cooperativos franceses LYSA (LYmphoma Study Association) y GBMHM
(Groupe de Biologistes Moléculaires des Hémopathies Malignes) publicaron un
panel consenso minimo de genes a incluir en el estudio de linfomas B (33 genes)
y T (11 genes)'". Sin embargo, esta propuesta incluye los genes incluidos en el
modelo m7-FLIPI como de “impacto prondstico confirmado” en LF, mientras
que estudios posteriores no han validado dicho valor pronéstico bajo los

esquemas de tratamiento actuales®

. Las opciones de paneles comerciales
disponibles actualmente son muy limitadas en el caso de los linfomas, frente a la
oferta muy superior de paneles validados y/o certificados para el diagndstico in
vitro en tumores solidos y neoplasias mieloides. Aunque los paneles
personalizados son una opcidn, implican un trabajo de validacion por parte del
laboratorio y no siempre se alcanzan resultados dptimos (tras una inversion

sustanciosa), lo que genera incertidumbre y puede obstaculizar esta eleccion'’*'”.

Mas alla de los genes a incluir, la eleccion de un panel de NGS implica otros
elementos mads técnicos, como el enriquecimiento mediante amplicones versus
captura de hibridos con sondas, o el tipo de alteraciones que se pueden detectar.
Es comun que los paneles de NGS se limiten a la deteccion de SNV e indels, ya

que tanto la deteccion de translocaciones cromosdmicas como de alteraciones del
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numero de copias suponen un reto anadido bajo las tecnologias actuales. Sin
embargo, éstas alteraciones son frecuentes y relevantes en los linfomas, por lo que

seria deseable que se incluyeran en los analisis'’*"”

. Algunos estudios han
evaluado la deteccion de translocaciones mediante NGS en linfomas, obteniendo
en algunos casos una elevada concordancia con los estudios mediante hibridacién
in situ fluorescente (FISH), aunque muestra ciertas deficiencias en casos con baja
carga tumoral o cuando implican alos genes MYCy BCL6 (promiscuos en cuanto
a partners)'77'7®, Cabe mencionar que el estudio de los reordenamientos de los
receptores By T supone otra aplicacion de la NGS en neoplasias linfoides, aunque

se aleja del foco de este trabajo!”*'®..

Factores preanaliticos

En primer lugar, para un uso apropiado y coste-efectivo de los analisis de NGS,
son necesarios un triaje y seleccion de los casos a analizar. Esto se pone de
manifiesto en los estudios previamente comentados, donde la utilidad diagnostica
se dio en un 70% de casos cuando se habian revisado previamente en un comité
tumoral multidisciplinar (resultando en un 1% de casos elegibles), frente al 5,5%
de utilidad cuando no se anticip6 el valor diagndstico'®'”!. Esta seleccion debe
tener en cuenta las dificultades diagnosticas, la evaluacion del prondstico o una

intencidn teragnostica'®.

El espécimen a analizar es relevante para la tasa de éxito. Se pueden obtener
resultados de NGS satisfactorios en linfomas independientemente de si se usa de
tejido fijado o en fresco (tanto de exéresis ganglionares como de biopsias por
puncidn), citologias o aspirados medulares, aunque si se asocia una mayor tasa de
fallo en las muestras provenientes de centros externos, donde algunas condiciones
preanaliticas quedan fuera de control'”. Las condiciones de fijacion son clave,
pues los fijadores mercuriales (como el B5, ampliamente usado en tejido
hematopoyético) o con un pH demasiado dcido (como algunos descalcificadores),
no conservan adecuadamente los acidos nucleicos, haciéndolos inservibles para
el estudio molecular'®. Para la conservacion del material genético, los fijadores
alcohdlicos suponen la mejor opcion, pero no resultan 6ptimos para mantener la
arquitectura tisular'®*'®. El formol neutro tamponado es el fijador universal, pese
a que reacciona directamente con los nucledtidos y las histonas, causando

artefactos que pueden afectar a los resultados. La consecuencia mas limitante es



INTRODUCCION |41

la desaminacidn de citosinas, que convierte las citosinas en uracilos dando lugar
a cambios artefactuales en el DNA (C:G>T:A), siendo una fuente de falsos

positivos'®

. Para reducir estos artefactos, se recomienda minimizar el tiempo de
fijacion en formol (3-6 horas). Ademas, este efecto continta durante el tiempo de
archivo de la pieza, por lo que es recomendable extraer los acidos nucleicos lo

antes posible'®"',

Otro de los principales factores asociados al fallo de la NGS es la baja
representacion tumoral en la muestra, que puede dar lugar a falsos negativos'”'.
Esto cobra mayor importancia en el seguimiento y la evaluacion de la enfermedad
minima residual, donde se recomienda el uso de técnicas mas sensibles,
especificas para un marcador, como la PCR cuantitativa en tiempo real. Es
necesario que el hematopatdlogo seleccione una region tisular representativa del
tumor (con un minimo del 25% de células tumorales) en base a la hematoxilina-
eosina y/o tinciones inmunohistoquimicas, descartando posibles areas necroticas.
Disponer del valor del porcentaje tumoral permite ademds una mejor
interpretaciéon de los resultados y puede ser indispensable para analizar

alteraciones del nimero de copias.

Para abordar la heterogeneidad espacial (remarcable en LF) y temporal, propias
de la evolucién clonal en el cancer, actualmente podemos estudiar el DNA
tumoral libre circulante (ctDNA)''. Pese a que el LF se encuentra entre el grupo
de linfomas con una baja liberacién de ctDNA, varios trabajos han demostrado
su impacto pronostico, y puede ser de gran valor en la recaida de pacientes no

192-194

biopsiables
Anadlisis y clasificacion de variantes

Un punto clave para el correcto manejo del paciente en base a los resultados de
NGS es asignar a cada variante detectada su contribucién biolégica a la
enfermedad y su subsecuente impacto clinico. La clasificacion bioldgica y clinica
de las variantes somaticas actualmente no esta estandarizada y depende en gran

parte de los andlisis subjetivos en cada laboratorio'®.

Idealmente, los resultados de la secuenciacion tumoral deben ser comparados con
los de un material de referencia germinal (obtenido de sangre, saliva, foliculos

pilosos, unias o fibroblastos cutaneos), para discriminar las variantes relacionadas
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con el tumor. Esto supone un reto debido alos costes de secuenciacion adicionales
y lalimitada disponibilidad de material de referencia, especialmente en neoplasias
hematoldgicas, donde la sangre no supone una buena opcion. En ausencia de
material de referencia, se puede usar la frecuencia alélica de la variante (VAF)
para distinguir su origen germinal. Las variantes de origen germinal suelen
presentar una VAF cercana al 50% (heterocigosis) o al 100% (homocigosis),
mientras que una variante somatica suele presentarse con una VAF menor, al no
estar presente en todas las células. Sin embargo, otros factores pueden afectar a la
VAF, como un elevado contenido tumoral (que dé lugar a VAFs en torno al 50%),
el sesgo introducido por la PCR o la presencia de alteraciones genémicas, como
las alteraciones del nimero de copias o la pérdida de heterocigosis, aunque en la
practica rutinaria no es comdn que se usen estos datos para corregir la VAF"°.
Recientemente, se han identificado variantes germinales asociadas a la
predisposicion del desarrollo de linfomas no-Hodgkin, haciendo que la
identificacion de éstas resulte relevante, por lo que no deben descartarse de

entrada'®®1%8,

Para la interpretacion de variantes, las bases de datos poblacionales y somaticas
suponen la principal herramienta informativa. En cuanto a variantes
poblacionales, gnomAD representa actualmente la meta-base de datos de
referencia, con informacion (exomas y genomas) de mas de 140.000 individuos'”.
Sin embargo, debe tenerse en cuenta que estos datos se han obtenido en gran parte
de muestras de sangre, por lo que contiene variantes patogénicas asociadas a
neoplasias hematoldgicas, de forma que las variantes incluidas en gnomAD no
pueden considerarse per se como benignas. En cuanto a las bases de datos de
variantes somaticas en cancer, pueden ser ttiles cuando la variante en cuestion ha
sido descrita con anterioridad. Actualmente no existen bases de datos especificas
de neoplasias linfoides ni proyectos dedicados a este fin, al contrario de lo que
ocurre en otros tipos de tumores'”. El proyecto TCGA (The Cancer Genome
Atlas), una de las principales fuentes de informacion sobre variantes genéticas en
cancer, recogid informacion de 11.000 pacientes de 33 tipos diferentes de cancer;
sin embargo, las inicas entidades hematoldgicas representadas fueron la leucemia
mieloide aguda y el LDCGB*®. Con el objetivo de proveer datos de calidad y

harmonizar la interpretaciéon de variantes, desde la American Society of
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Hematology (ASH) se ha creado el ASH Somatic Working Group, pero hasta el
momento, trabaja Unicamente con alteraciones de patologias mieloides. La
escasez de informacion en las bases de datos acerca de variantes genéticas en
linfomas, hace que su clasificacion e interpretacion sea todavia una “tarea

monumental”?!,

Ante la identificacion de una variante somatica, debemos establecer su
patogenicidad y accionabilidad. Este término se acuind en 2016 por parte de
Sukhai y colaboradores para describir variantes que afectan al manejo del

paciente*”

. Cuando la NGS llegé a su momento como herramienta diagndstica,
la falta de guias para la clasificacion e interpretacion de variantes somaticas en
cancer se hizo obvia muy rapido. Hasta ese momento, ante la falta de alternativas,
muchos laboratorios habian adoptado las guias ACMG-AMP (American College
of Medical Genetics and Genomics-Association for Molecular Pathology),
actualizadas en 2015, basadas en el analisis de patogenicidad de variantes
germinales, donde se busca establecer causalidad de la variante ante una
enfermedad hereditaria (Figura 7A)*”. En 2017, se publicaron unas nuevas
recomendaciones consensuadas entre AMP-ASCO-CAP (Association for
Molecular Pathology-American Society of Clinical Oncology-College of American
Pathologists), que proponen un sistema de clasificacion dirigido a las variantes
somaticas en cancer, focalizado en su impacto clinico o accionabilidad (Figura
7B)'®. Es destacable que en los tltimos afios se han publicado més de 10 sistemas

similares a éste, por lo que no existe consenso**

. La definicién de patogenicidad
y accionabilidad no es trivial, y depende en gran manera del contexto. Las
neoplasias linfoides estan estrechamente relacionadas, por lo que las mutaciones
que presentan no son exclusivas de una entidad. Como consecuencia, si se aplican
las guias actuales para variantes en cancer somatico de forma estricta, ninguna
variante en linfomas B tiene la sensibilidad o especificidad de ser cualificada como
diagnostica®®. Otra dificultad anadida, es que las células hematopoyéticas se
encuentran fuertemente afectadas por la continua acumulaciéon de cambios
somaticos como consecuencia de su proliferacion a lo largo de la vida, fenémeno
conocido como hematopoyesis clonal, aunque podria afectar a todo tipo de

células®?%, Finalmente, la coocurrencia de mutaciones, frecuente en el LF, y su
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orden de adquisicion, pueden ejercer una gran influencia en la biologia del tumor

y en la respuesta al tratamiento, aspectos aun por desentrafar®”-"2

A. Clasificacion de variantes basada en patogenicidad bioldgica

1 2 3 4 3
VARIANTE DE
BENIGNA Pﬂo:‘:::‘::‘:NTE SIGNIFICADO FR:::)BGLE::E:“ PATOGENICA
INCIERTO (VUS)
_fuentele‘”denﬂa Clammentaro Patogenicidad Patogenicidad Patoasnicidad
terapias aprobadas por la FDA e improbable, incierta. No gb 5 Patogénica,
guias profesionales Lt il diagndstico no confirma ni pRE— confirma el
polimorfismo - consistente con el B ik
bases de datos : confirmado excluye el d st diagndstico
estudios de expertos con consenso comén molecularmente diagnéstico A

terapias investigacionales
ensayos pre-clinicos
casos publicados
estudios funcionales 1 n n v
predictores in-silico

B. Clasificacion de variantes basada en accionabilidad clinica

Benigna o
probablemente
benigna

Fuerte significado Potencial Significado clinico
clinico significado clinico desconocido

|
DIAGNOSTICO - PRONOSTICO - TRATAMIENTO

Figura 7. Clasificacion de variantes genéticas

A: Clasificacién de variantes basada en patogenicidad bioldgica, comunmente utilizada en el
estudio de enfermedades hereditarias (incluyendo el cancer)203213, B: Clasificacion de variantes
basada en accionabilidad clinica, creada para ser aplicada en cancer somatico®. En color rojo se
representan las categorias clinicamente accionables.

La implementacion de los sistemas de clasificacion para variantes en cancer ha
establecido un marco que permite mejorar la supervivencia de los pacientes en
base a la aplicacion de los resultados de NGS en algunos tipos tumorales, como el
cancer de pulmon de célula no pequeiia, donde disponemos de multiples dianas
moleculares con tratamientos dirigidos y afios de experiencia®**". Otros tipos
tumorales con menor numero de evidencias siguen sujetos a una gran
subjetividad interpretativa, como se evidencia en multiples estudios
intercomparativos que ponen de manifiesto las discrepancias de resultados al
aplicar estas guias, que potencialmente darian lugar a decisiones clinicas dispares
bajo un mismo resultado de secuenciacion, incluso después de ser discutido en

un comité de tumores molecular?'¢?",

Para dirigir estos retos en la clasificacion e interpretacion de variantes en
linfomas, las bases de datos suponen la piedra angular. Requiere de sumar fuerzas
entre centros, que acumulan resultados de gran valor en sus colecciones
privadas®'. La informacién bien documentada y de diferentes momentos de la
enfermedad puede ser de gran utilidad en el corto plazo. A medio plazo, la
inteligencia artificial podria utilizar esos datos para capturar la complejidad que

no puede ser capturada por un grupo de reglas aplicadas manualmente®*>*',
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS






Durante la tltima década se han identificado multiples mutaciones genéticas en
los pacientes con linfoma folicular (LF), aunque todavia se desconoce en gran
parte su influencia sobre el comportamiento clinico y en la respuesta al
tratamiento. Aunque la supervivencia mediana de los pacientes con LF ha
mejorado significativamente con la adicién de rituximab a los esquemas cldsicos
de quimioterapia, al menos un 20-30% de casos no responden o progresan en los
2 primeros aiios desde el inicio del tratamiento (POD24). Estos pacientes con fallo
precoz tienen un especial mal pronéstico y presentan una supervivencia global
mediana inferior a los 4 afos. Nuestra hipotesis es que el perfil de mutaciones
genéticas en el momento del diagndstico podria influenciar la agresividad clinica
de la enfermedad y la respuesta al tratamiento y, por tanto, la determinacion del
perfil mutacional al diagndstico de cada paciente con LF podria ayudar en la
identificacion de aquellos pacientes con bajas probabilidades de respuesta a un
tratamiento convencional de inmunoquimioterapia (IQT) y asi poder seleccionar
otro tratamiento convencional alternativo que pueda ser mas efectivo para el
perfil mutacional presente. Ademas, la caracterizacion molecular podria ayudar
a identificar aquellos pacientes de mayor riesgo de fallo precoz al tratamiento,
para asi poder realizar un tratamiento mas agresivo y/o incorporar la adicion de

los nuevos farmacos diana-especificos en la primera linea de tratamiento.
Los objetivos de esta tesis doctoral son:

1. Estudiar la prevalencia de mutaciones en genes involucrados en la
patogénesis del LF en una cohorte de pacientes con LF procedentes de la

rutina diagnostica.

2. Establecer correlaciones clinico-histologicas de las mutaciones

detectadas.

3. Evaluar el impacto de dichas mutaciones en la respuesta al tratamiento
de primera linea y en la duraciéon de la misma, analizando si existen
diferencias en funcién del tratamiento de IQT convencional
administrado (R-CHOP/ R-CVP o R-B).
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PACIENTES Y CRITERIOS DE INCLUSION

El Servicio de Hematologia Clinica del Hospital del Mar dispone de un registro
informatizado de pacientes con linfoma, que en el momento de inicio del estudio
(2015) incluia 1160 pacientes, de los cuales un 19% correspondian a casos con LF
y 145 habian sido tratados con inmunoquimioterapia (IQT) en primera linea.
Estos pacientes firman durante su primera visita el documento de
Consentimiento Informado del Banco de Tumores y del Biobanco del Parc de
Salut Mar (MARBiobanc), donde autorizan el uso de muestras excedentes de su
biopsia para investigacion. En el presente estudio se incluyeron muestras de

pacientes que cumplian los siguientes criterios:

- Diagnéstico de LF de grado 1-3a.

- Tratamiento con intencién de remision.

- Regimenes de IQT: rituximab-CHOP/rituximab-CHOP-like (rituximab-
miniCHOP o rituximab-CMyOP), rituximab-CVP o rituximab-
bendamustina.

- Disponer de material suficiente de tejido incluido en parafina para el

estudio.

Los criterios de exclusion fueron:

- Tratamiento paliativo.
- Otros regimenes de quimioterapia, inmunoterapia o IQT (p. ej:
rituximab en monoterapia, rituximab-FC, etc)

- Infeccién por VIH.

Con el objeto de responder al segundo objetivo de evaluar si existen variaciones
en la respuesta y/o en la duraciéon de las misma en funcién del esquema de
inmunoquimioterapia utilizado y la presencia de mutaciones especificas, se
solicitd colaboracion con el Hospital Universitario Son Espases (Palma de
Mallorca) y del MD Anderson Cancer Center (Madrid), que disponian de una
poblacién de pacientes tratada con rituximab-bendamustina en primera linea, en

el mismo periodo de tiempo. Este régimen de IQT es altamente eficaz y seguro
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como tratamiento de induccién del LF**, pero en el momento de inicio del
estudio se encontraba pendiente de aprobacion por la Agencia Europea del

Medicamento (EMA) como tratamiento en primera linea del LF.

ESTUDIO MUTACIONAL

» Preparacion de la muestra

Las muestras de LF al diagndstico consistian en exéresis ganglionares o bien
biopsias por tru-cut, fijadas en formol y procesadas en parafina. Todas las
biopsias fueron revisadas por el hematopatdlogo, junto con al menos dos
miembros del equipo investigador, para confirmar el diagndstico de LF de grado
1-3a y registrar las caracteristicas histoldgicas. En las biopsias con zonas no
tumorales se llevd a cabo macrodiseccion del tejido, seleccionando aquellas
regiones mas ricas en células del LF, asegurando una representacién tumoral en
la muestra de estudio como minimo del 25%. El DNA se purific6 mediante
QIAamp DNA Mini Kit en el sistema de extraccion automatizado QIAcube
(QIAgen, Hilden, Germany). El DNA obtenido se cuantifico mediante Qubit
dsDNA HS Assay Kit en el fluorimetro Qubit 3.0 (ThermoFisher, Foster City, CA,
USA).

El tratamiento para la correccion de los artefactos del DNA derivados de la
fijacion con formol se realiz6 a modo de prueba usando NEBNext FFPE DNA
Repair Mix (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA), de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. Este reactivo consiste en un mix de enzimas para
corregir la desaminacion de citosinas, nicks, gaps, bases oxidadas y extremos 3’
bloqueados en el DNA.

» Diseiio del panel

Para este estudio, se realizo una revision bibliografica extensiva con el fin de
incluir los genes mas frecuentemente mutados en el LF (>5%), si bien se
incluyeron algunos menos frecuentes por su potencial interés en la respuesta al

tratamiento o en la transformacion. Se seleccionaron un total de 64 genes (Tabla



| 54

6) para la elaboracion de un panel personalizado con la tecnologia QIAseq
targeted DNA custom panel (QIAgen). Este panel permite identificar con
confianza variantes de nucledtido unico e indels <25 pares de bases (no se
analizan grandes inserciones o deleciones, alteraciones del nimero de copias ni
reordenamientos). El sistema estd basado en enriquecimiento por amplicones y
cubre todas las regiones codificantes (exones) asi como las regiones intrénicas

flanqueantes.

Tabla 6. Listado de genes incluidos en el panel de NGS

Regulacion epigenética 'y

- Supervivencia celular Sefializacion BCR

transcripcional
Gen RefSeq Gen RefSeq Gen RefSeq
ARID1A NM_006015.4 ATM NM_000051.3 BTK NM_000061.2
ARID1B NM_020732.3 BCL2 NM_000633.2 CARD11 NM_032415.4
BCL6 NM_001706.4 CCND3 NM_001760.3 CD79B NM_001039933.1
BCL7A NM_020993.3 DTX1 NM_004416.2 CXCR4 NM_001008540.1
CREBBP NM_004380.2 EEF1A1 NM_001402.5 FOX01 NM_002015.3
EBF1 NM_024007.3 FAS NM_000043.4 IRF4 NM_002460.3
EP300 NM_001429.3 JAK2 NM_004972.3 IRF8 NM_002163.2
EZH2 NM_004456.4 JAK3 NM_000215.3 KLF2 NM_016270.2
HISTIH1IB NM_005322.2 MCL1 NM_021960.4 KLHL6 NM_130446.2
HISTIH1C NM_005319.3 MYC NM_002467.4 MS4A1 NM_021950.3
HISTIHID NM_005320.2 NOTCH1 NM_017617.3 MYD88 NM_001172567.1
HISTIH1IE NM_005321.2 NOTCH2 NM_024408.3 PIK3CA NM_006218.2
KMT2C NM_170606.2 PIM1 NM_001243186.1 PIK3CD NM_005026.3
KMT2D NM_003482.3 SGK1 NM_001143676.1 PIK3R1 NM_181523.2
MEF2B NM_001145785.1 SOCS1 NM_003745.1 PLCG2 NM_002661.3
PAX5 NM_016734.2 ST6GAL1 NM_173216.2 TNFAIP3 NM_006290.3
SMARCA4 NM_001128849.1 STAT6 NM_003153.4
TET2 NM_001127208.2 TNIK NM_015028.2

TP53 NM_000546.5
Respuesta inmune Seializacion mTORC1 Migracion celular
Gen RefSeq Gen RefSeq Gen RefSeq
B2M NM_004048.2 ATP6AP1 NM_001183.4 GNA13 NM_006572.4
CD58 NM_001779.2 ATP6AP2 NM_005765.2 GNAI2 NM_002070.2
CTSS NM_004079.4 ATP6V1iB2 NM_001693.3
IGLL5 NM_001178126.1 RRAGC NM_022157.3

TNFRSF14 NM_003820.2
Genes y su correspondiente secuencia de referencia, agrupados segun la via implicada.

Este panel implementa 2 caracteristicas técnicas sobre los paneles de amplicones

clasicos que permiten superar algunas de sus limitaciones (Figura 8):
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1) Unique molecular identifiers (UMIs): los UMIs son fragmentos de DNA
formados por la combinacién de 12 nucleétidos al azar, que se unen a cada
molécula de DNA de la muestra al inicio de la preparacion de la libreria. De
esta forma, cada molécula tiene un marcaje propio y tnico, lo que permite
que en el andlisis bioinformatico subsecuente se obtenga un resultado
consenso de las diferentes lecturas con el mismo marcaje (que provienen de
la replicacion por PCR de una misma molécula). Asi se pueden discriminar
y eliminar los errores introducidos durante la PCR y la secuenciacion,
mejorando la sensibilidad y especificidad. También la cuantificacion de la
frecuencia alélica resulta mas exacta, gracias a que se elimina el sesgo
introducido por los duplicados de PCR. Esto hace que la implementacion de

UMIs se considere “secuenciacion digital”.

2) Single primer extension: Aunque el enriquecimiento de las regiones génicas
de interés se produce por PCR, este sistema combina primers especificos de
secuencia con un primer universal. Esto permite una profundidad de lectura
mas uniforme, evitando que se obtengan regiones no amplificadas o
infrarrepresentadas (como suele ocurrir en las regiones génicas ricas en

citosinas y guaninas cuando se usan paneles de amplicones convencionales).

» Preparacion de la libreria y secuenciacion

La preparacion de la libreria de DNA se realizé a partir de 120 ng de DNA,
siguiendo el protocolo del fabricante, que establece 3 reacciones de PCR
separadas por pasos de purificacion mediante bolas magnéticas (Figura 8). En un
primer paso, se realiza la ligacion de los indices, que permitiran la identificacion
de cada muestra y que a su vez incorporan los UMIs. A continuacion, se realiza
una PCR de enriquecimiento usando un pool de 2597 primers especificos de los
genes de interés. En la altima reaccion, se re-amplifican estas regiones de interés
con el primer universal, afadiendo un segundo identificador de muestra en el otro
extremo. Las librerias de DNA generadas se secuenciaron bien en MiSeq o
NextSeq (Illumina, San Diego, CA, USA), procurando una profundidad de

lectura minima de 3000x.
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Figura 8. Esquema del procedimiento de preparacion de librerias

» Analisis y clasificacidn de variantes

Los datos obtenidos de la secuenciacién se analizaron mediante QIAgen

GeneGlobe Data Analysis Center (https://geneglobe.qiagen.com/es/analyze/) con

smCounterl, un variant caller creado para el andlisis de librerias con UMIs*”.

Debido a las limitaciones de calidad de las muestras fijadas en formol, el limite de
deteccidn se establecid en una frecuencia alélica (VAF) del 10% y del 4% sélo para
alteraciones recurrentes (hotspots) o bien conocidas previamente. Las muestras
con una profundidad media de lectura inferior a 150 UMIs se consideraron no
valorables. Todas las variantes detectadas fueron analizadas y clasificadas
manualmente en base a criterios de patogenicidad (Figura 7A) segun las guias
ACMG del 2015 usando el programa VariantStudio v3.0 (Illumina) asi como
multiples bases de datos de variantes poblacionales y somaticas, herramientas de
prediccion in-silico y bibliografia relacionada. Se usé la herramienta Integrative
Genomics Viewer 2.8.9 para la inspeccion visual de los alineamientos en los casos
necesarios. Unicamente las variantes patogénicas o probablemente patogénicas se
incluyeron en los analisis subsecuentes. Para los analisis globales se utilizaron
GraphPad Prism 6, Microsoft Excel y el paquete maftools con R v3.6.2%%. En la
Figura 9 se resumen los procedimientos generales aplicados para el estudio

mutacional.


https://geneglobe.qiagen.com/es/analyze/
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Figura 9. Esquema global del estudio mutacional mediante NGS
BAM: Binary Alignment Map, VCF: Variant call format.

METODOS ESTADISTICOS

Los datos clinicos, histologicos y genéticos de los pacientes incluidos en el estudio
se recogieron en una base de datos. Los genes se analizaron de forma individual y
global segun la via de sefializacion implicada (Tabla 6). Las comparaciones de
parametros categdricos se realizaron mediante Chi-cuadrado de Pearson o test
exacto de Fisher y para las variables continuas se utilizo el test Mann-Whitney U.
Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas ante un valor de
p<0,05. Las curvas de supervivencia se calcularon desde el momento de inicio del
tratamiento mediante el método Kaplan-Meier y las diferencias entre dos grupos
se compararon mediante el test log-rank. Los andlisis uni- y multi-variados se
realizaron con el modelo de riesgo proporcional de Cox. La significancia
estadistica se determiné con el test de Wald. Estos analisis se llevaron a cabo con

SPSS 25, STATA v13y Rv3.6.2.
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» Caracteristicas de los pacientes

En la cohorte de este estudio se incluyeron un total de 191 pacientes con LF al
diagnostico: 123 del Hospital del Mar (Barcelona), 46 del Hospital Universitario
de Son Espases (Palma de Mallorca) y 9 del MD Anderson Cancer Center
(Madrid). El numero final de casos con datos clinicos y biopsia caracterizada
mediante NGS fue de 109 casos. La mediana de edad al diagndstico fue de 58 afos
(rango 24-90) y el 56% fueron hombres. La mayoria de casos (93,6%) presentaban
estadio de Ann Arbor ITI-IV y el indice de riesgo FLIPI fue de 0-1 en el 16,5% de
los casos, 2-3 en el 68,8% y 4-5 en el 11%. Los tratamientos administrados fueron
R-CHOP o R-CHOP-like (65,1%), R-CVP (7,3%) y R-B (27,5%). La respuesta
global fue del 98,2% y un 83,5% de casos alcanzaron respuesta completa. Con una
mediana de seguimiento de 96 meses, la supervivencia libre de progresién (SLP)
fue de 94 meses y la SLP a 5 afos fue del 54% en los casos tratados con R-CHOP

y del 81% en los casos tratados con R-B.

» Calidad de los datos de secuenciacion

Con el objetivo de minimizar los artefactos sobre el DNA derivados de la fijacion
en formol y el procesado en parafina, especialmente la desaminacion de citosinas
que da lugar a cambios artefactuales en el DNA (C:G>T:A), se realiz6 una prueba
de reparacién con un reactivo que contiene la enzima reparadora uracilo-DNA
glicosilasa (UDG). Esta prueba se realizé sobre 2 muestras, de 2 y 10 afos de
antigiiedad al momento de la extraccion del DNA. Al comparar los resultados de
secuenciaciéon con y sin tratamiento, se observd una leve disminucién en el
porcentaje de variantes C:G>T:A sobre el total de variantes detectadas (Figura
10), pero sdlo afectaban de forma significativa en el rango de frecuencia alélica
inferior al 4%, por lo que se descartd el uso de este tratamiento para el resto de

muestras.

Se secuenciaron un total de 164 casos, de los cuales 38 (23,2%) resultaron no
valorables por obtenerse una calidad de secuenciacion subdptima. Al momento
de la extraccion del DNA, las biopsias tenian una antigiiedad desde su fecha de
obtencién de 6,1 afos (rango 0,6-14,9). Los casos fallidos eran significativamente

mas antiguos (8,4 vs 6,7 afios, p=0,039). En los casos valorables, la antigiiedad de
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las biopsias influy6 negativamente sobre la calidad de los resultados obtenidos,

dando lugar a un limite de deteccién mas alto (Figura 11).

100
0,3
13 0,0
18,2 g
80 2,0
13,7
® 60 VAF 520
b VAF 10-20
&
" 74 VAF 4-10
& 37 L 69,8
. 6,9 5 VAF 1-4
7.4 34
20 13,8
259
13,8
0
2 afios UDG - 2 afios UDG + 10 afios UDG - 10 afios UDG +

Figura 10. Efecto del tratamiento del DNA con uracilo-DNA glicosilasa (UDG)
Porcentaje de variantes C:G>T:A sobre el total de variantes detectadas en cada muestra y
distribucién de acuerdo a su frecuencia alélica.
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Figura 11. Efecto de la antigliedad de la biopsia sobre el limite de deteccion
LOD: limite de deteccién (percentil 95 de la fraccidén alélica minima detectable) expresado en
porcentaje de frecuencia alélica.

El nimero promedio de lecturas totales por amplicén (profundidad de lectura)
fue de 3936 (rango 526-15122) (Figura 12). El promedio de UMIs leidos por
amplicon fue de 810 (rango 150-4189), de forma que cada lectura se obtuvo en

promedio del consenso de 5 copias de PCR.
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Figura 12. Profundidad de lectura
Las lineas punteadas representan los promedios. Muestras ordenadas de mayor a menor
antigiiedad.

» Variantes detectadas

Para la cohorte final de 109 muestras, tras filtrar los artefactos, las variantes
sindnimas (fuera de las posiciones de splicing) y las variantes benignas (frecuencia
poblacional igual o superior al 1%), se obtuvieron un total de 933 variantes, que
se clasificaron segun se representa en la Figura 13. Para los analisis subsecuentes,
se descartaron las variantes probablemente benignas y las de significado incierto,
quedando un total de 865 variantes patogénicas o probablemente patogénicas (el

listado completo de las variantes incluidas en el analisis se recoge en el Anexo).

33%
Probablemente benigna
Variante de significado Incierto
6% 43% Probablemente Patogénica
Patogénica
18%

Figura 13. Distribucién de la clasificacion de variantes

Todos los casos presentaron alteraciones, con un promedio de 7,9 variantes por
paciente (rango 2-23) y de 6 genes mutados (rango 1-14). De los 64 genes

analizados, 30 presentaron una frecuencia superior al 5% en nuestra serie (Figura
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14), en 24 se observo una frecuencia menor al 5% (mutados en 5 pacientes o
menos: ATM, ATP6AP2, B2M, BCL6, BTK, CCND3, CD79B, CXCR4, DTX1, FAS,
HISTIHIC, IRF4, MYC, NOTCH1, NOTCH2, PAX5, PIK3CA, PLCG2, SGK1,
SMARCA4, ST6GALI, TET2, TNFAIP3 y TP53) y en 10 genes no se detectaron
mutaciones (CD58, JAK2, JAK3, KLF2, MCL1, MS4A1, MYD88, PIK3CD, PIK3R1
y TNIK). Las frecuencias de mutacion obtenidas fueron muy similares a las

descritas previamente en la literatura.

Tanto el numero de genes afectados como el numero de mutaciones detectadas
por paciente se correlacionaron con la presencia de la translocacion t(14;18)
(p=0,031 y p=0,007, respectivamente), reflejando el efecto de la inestabilidad
genética producida por la sobreexpresion de BCL2. Asimismo, ambos recuentos
se asociaron con una LDH elevada (p=0,015 y p=0,011, respectivamente), lo que
indicaria una mayor tasa metabolica de las células tumorales con mas
acumulacion de alteraciones. Estos recuentos no se asociaron significativamente

a otros parametros analizados ni a la supervivencia de los pacientes.

Figura 14. Genes con una frecuencia de mutacion observada superior al 5%

El andlisis de coocurrencia entre genes mutados (Figura 15) mostré una fuerte
asociacion entre las mutaciones en los genes FOXOI y GNA13 (OR 17,99,
p<0,001). Ambos genes regulan la via PI3K-AKT, siendo GNA13 un regulador
negativo, que, al adquirir mutaciones de pérdida de funcion, estimula esta via.
Esta concomitancia de alteraciones reflejaria una redundancia en las sefales
activadoras de la via linfomagénica PI3K-AKT. No se detectaron mutaciones en
los genes que codifican para PIK3CA (subunidad a), PIK3CD (subunidad §) o el
receptor PIK3R1. El resto de relaciones observadas mostraron un bajo numero de

eventos.
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Figura 15. Coocurrencia o exclusion mutua entre los 25 genes mas frecuentes

» Mutaciones en la via de regulacion epigenética y transcripcional

Todos los pacientes mostraron al menos una mutacion en los genes que codifican

para reguladores epigenéticos y transcripcionales, puesto que se trata de la via

caracteristicamente alterada en el LF. En la Figura 16 se muestran las frecuencias

y tipos de alteraciones detectadas en estos genes.
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Figura 16. Frecuencia mutacional en los genes de la via de regulacion epigenética y

transcripcional

De los siete genes incluidos en el modelo de prediccion prondstico m7-FLIPI,

cinco forman parte de este grupo: CREBBP y EP300, asociados a mal prondstico,
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y EZH2, MEF2B y ARIDIA, asociados a buen prondstico segun el modelo. En
nuestra serie, estos genes no mostraron una asociacion significativa en cuanto a
la supervivencia (Figura 17), aunque MEF2B si mostr6 una tendencia a
relacionarse con una mejor supervivencia y también a un menor riesgo de
progresion en los primeros 24 meses (POD24). Las mutaciones de ARIDIA, al
contrario de lo descrito en el modelo m7-FLIPI, mostraron una tendencia a
asociarse con un peor pronostico en la serie global y en los casos tratados con R-
CHOP/CHOP-like, aunque mostraron una tendencia invertida en los casos
tratados con R-B (Figura 17, ultimo panel); estas mutaciones eran en su mayoria
truncantes, y se encuentran descritas en las bases de datos de cancer somatico
(Figura 18), puesto que ARIDIA se halla mutado en varios tipos de tumores

sélidos.

Tampoco se encontraron diferencias en cuanto a supervivencia o probabilidad de
progresion en funcidn del resto de genes en esta via. Sin embargo, al analizar el
subgrupo de pacientes caracterizado por una larga supervivencia libre de
progresion (14 pacientes con SLP superior a 110 meses, que alcanzaron una
meseta de supervivencia), se observé que dicho subgrupo estaba enriquecido en
mutaciones de MEF2B (p=0,013) y presentaba con menor frecuencia mutaciones
en KMT2D (p=0,022). En la serie completa, las mutaciones de MEF2B se
asociaron a una mayor frecuencia de afectacion de la médula 6sea (OR: 6,89,
p<0,001).
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FLIPI

# ARID1A Mutations

R0 BAF250.C.

00 800 1200 1600 2000 22858

@ Oncoks -a . . . . . .

Figura 18. Distribucion de las mutaciones detectadas en ARID1A

Se representan en color negro las mutaciones truncantes (nonsense, indels frameshift y en posicion
de splicing) y en color verde las mutaciones missense. En color azul se representan las alteraciones
que constan en la base de datos mutacional OncoKB10,

» Mutaciones en la via de supervivencia y proliferacién celular

Las frecuencias mutacionales obtenidas para los genes implicados en la via de
supervivencia y proliferacion celular se muestran en la Figura 19. Salvo BCL2
(46,8%), y STAT6 (21,1%), el resto de genes presentaron una baja frecuencia, de
acuerdo a lo descrito en la literatura. No se detectaron asociaciones pronodsticas
significativas de forma global ni asociadas a un tnico gen, incluido BCL2, para el

que se han descrito hasta el momento resultados contradictorios (Figura 20).
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Las mutaciones de BCL2 se asociaron de forma significativa a la presencia de la
translocacion t(14;18) (p=0,036), que presentaban el 85,7% de los pacientes. La
mayoria (87%) correspondian a mutaciones missense (Figura 21B), que se
distribuian a lo largo de toda la secuencia, llegando a acumularse hasta 6
mutaciones distintas en un mismo paciente. En el 73,2% de los casos se trataba de
transiciones (sustitucion de una base purica o pirimidinica por otra del mismo
tipo -A<>G/C<4>T-, Figura 21B), reflejando el efecto de la enzima AID en el

proceso de hipermutacién somatica aberrante.

200 23%aa
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Otras

71%

Figura 21. Mutaciones detectadas en el gen BCL2

A: Se representan en color negro las mutaciones truncantes (nonsense, indels frameshift y en
posicidn de splicing) y en color verde las mutaciones missense. En color azul se representan las
alteraciones que constan en la base de datos mutacional OncoKB%0, B: Distribuciéon de las
mutaciones en funciéon del tipo de cambio (transiciones vs transversiones u otras).

Las mutaciones de TP53 se asociaron a un mayor grado histoldgico (grado 3A vs
1-2, p= 0,005), aunque su baja frecuencia (5/109 casos -4,6%-) no permite
establecer una correlacion con el prondstico. La mediana de VAF observada en

estas mutaciones fue baja, del 5,7%.

Las mutaciones de STAT6 se correlacionaron con un bajo grado histologico
(p=0,013) y mostraron también una tendencia a asociarse con un menor indice
proliferativo (Ki67<30%, p=0,06 -no significativo-). A diferencia lo que ocurre en

el LF de tipo difuso, las mutaciones de STAT6 no se asociaron con ausencia de
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t(14;18), mutaciones de TNFRSF14 ni de CREBBP. De las 24 mutaciones
detectadas en este gen, todas ellas mutaciones missense y ubicadas en el dominio
de unién al DNA, 14 correspondian a mutaciones activadoras en el hotspot
Asp419 (Figura 22A). Los pacientes afectados por esta mutacion hotspot (12,84%)
presentaron una peor SLP, al limite de la significancia estadistica (p=0,063)
(Figura 22B). Dentro de los genes de la via JAK-STAT, se detectaron mutaciones
de SOCSI en el 11,9% de los pacientes, sin asociarse a otras alteraciones o

caracteristicas, mientras que no se hallaron mutaciones en los genes JAK2/3.
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Figura 22. Distribucion de mutaciones y curvas de supervivencia para el gen STAT6
A: Distribucién de las mutaciones de STAT6. B: Supervivencia libre de progresién en pacientes
portadores de mutaciones hotspot en el aminoacido Asp419.

» Mutaciones en la via de respuesta inmunoldgica

La siguiente via con mayor frecuencia de mutaciones es la de respuesta
inmunoldgica (Figura 23). Las mutaciones detectadas en TNFRSF14 eran en su
mayoria truncantes (72,2%) y se distribuian a lo largo de todo el gen. Todos los
pacientes mutados eran portadores de la translocacion t(14;18) (p=0,001). Se
detectaron 7 casos (6,4%) con mutacion del gen CTSS (catepsina S), todos ellos

portadores de la alteracion recurrente Y132D, en el dominio peptidasa (Figura
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24A). Ninguno de ellos presentaba afectacion de la médula dsea al diagnéstico
(p=0,031). Estos casos mostraron una tendencia a presentar un mejor prondstico
(Figura 24B), con una SLP alos 10 afios del 86% vs 44% en los no mutados, si bien

el bajo numero de casos no permitié alcanzar la significancia estadistica
(p=0,069).
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Figura 23. Frecuencia mutacional en los genes de la via de respuesta inmunoldgica
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» Mutaciones en la via de sefializacion BCR

Las mutaciones en los genes implicados en la via de sefalizacion BCR estan
mayoritariamente representadas por los genes CARDII (16,5%) y FOXOI
(10,1%), mientras que el resto presentan una frecuencia inferior al 6%, como se
muestra en la Figura 25. Ambos genes forman parte del modelo de prediccion
prondstico m7-FLIPI, asociados a mal prondstico. Sin embargo, en esta cohorte
no se detectaron diferencias significativas ni tendencias en cuanto a la

supervivencia de los pacientes (Figura 26) ni se han hallado correlaciones clinicas,

si bien el nimero de casos afectados es bajo.
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Figura 25. Frecuencia mutacional en los genes de la via de sefalizacion BCR
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» Mutaciones en la via de sefializacion mTORC1

El 32% de los pacientes (35/109) mostraron mutaciones en uno o mas genes de
los cuatro analizados implicados en esta via (Figura 27). Los pacientes con
mutaciones en el gen ATP6VIB2 eran significativamente mas jovenes al

diagnostico (51,9 vs 58,7; p=0,017).
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Figura 27. Frecuencia mutacional en los genes de la via de sefalizacion mTORC1

El estado mutacional al diagndstico de la via mTORC1 mostré un impacto
prondstico diferencial en funcidn del tratamiento administrado: los pacientes
mutados que habian sido tratados con R-CHOP/CHOP-like mostraban una peor
SLP, mientras que los pacientes mutados que habian sido tratados con R-B
presentaban una SLP superior (p=0,0021) (Figura 28A). De forma individual,
ninguno de los cuatro genes alcanzd significancia estadistica en esta comparativa
(Figura 28B).
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Figura 28. Curvas de supervivencia libre de progresion de la via mTORC1
A. SLP analizando globalmente los cuatro genes de la via mTORC1. B. SLP individual de cada gen.
WT: wild-type (no mutado).

» Mutaciones en la via de migracion celular

Los genes GNA13 y GNAI2 forman parte de la via de sefializacion del BCR como

transductores de sefiales hacia la via PI3K-AKT, y se analizaron conjuntamente



| 74

debido a su concreto papel en la migracion celular. La frecuencia mutacional
observada en estos genes es inferior al 10%, como se muestra en la Figura 29. En
global, un 16% de casos presentaban mutaciones en alguno de los dos genes (1

caso con coexistencia de ambos).
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Figura 29. Frecuencia mutacional en los genes de la via de migracién celular

Para el gen GNA13 se observo una tendencia de buen prondstico, sin resultar

significativas las diferencias de supervivencia (Figura 30).

5G SLP
GNaT3 GNAT3
0 o et 10 o hutan
5 o o wr
N
08 S 08 - \L
5 H s
Zos 0
- 2 Y
8 g L
] ] ‘L
£ 04 £ o4 L
a a
02 0z
oo - 00 -
- r |
o 50 100 150 200 250 o 50 100 150 200 250
Povalye: 0.175; HA: 1.34e-08 Pvalue: 0106 HR: 0224
anaiz aNAlz
10 - ~+ hutant 10+ - Mutant
’:l,kx - wr H - wr
-
e
o8 Y o
= L 2 g
= 08 = 08 -
H £ 1
s £ g
g H |
504 £ 04
a a L
02 4 2
00 J 00
r . - - - - - - - 1
o 50 100 150 200 250 o 50 100 150 200 250
Pvalue: 0.456; HR: 0474 Pvaluo:0521: HA:0.682

Figura 30. Curvas de supervivencia de los genes GNA13 y GNAI2
SG: supervivencia global; SLP: supervivencia libre de progresion.
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Figura 31. Representacion global (oncoplot) de las alteraciones detectadas

Genes mutados y sus frecuencias en la cohorte. En la parte baja de la figura se representan los

tratamientos administrados, el indice FLIPI y el POD24. Codificacion FLIFI: score 1: 0-1 (bajo), score

2: 2 (intermedio), score 3: 3-5 (alto).
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» Papel pronéstico de la infeccidn por el virus de la hepatitis B

Como hallazgo adicional del estudio de esta cohorte, se observaron varios
parametros asociados a la infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB). La
infeccion por VHB se ha asociado en estudios epidemioldgicos a linfomas B no-
Hodgkin, especialmente LDCGB y LF, con indicios de peor pronodstico en los
casos con LDCGB, mientras que no se conoce el impacto en LF. Para este analisis
se incluyeron 121 pacientes de la cohorte, de los cuales 16 (13,2%) presentaban
infeccion oculta por el VHB (presencia de DNA del virus en higado y/o suero, sin
antigeno de superficie detectable -HBsAg~en los que se detecta proteina del core
-anti-HBc*-). Estos casos presentaban mayor edad al diagnostico (68,1 vs 57,2
anos, p=0,007), una B2-microglobulina mas elevada (56,3% vs 28,9%, p=0,04) y
un peor prondstico, con una SLP a 10 aflos del 12,9% vs 58,3% (p<0,0001; Figura
32A) y una SG de 22,0% vs 86,2% (p<0,0001; Figura 32B). Genéticamente,
mostraron mayor frecuencia de mutaciones en el gen ARIDIA (37,5 vs 12,4%,
p=0,02) y ausencia de mutaciones en EP300 (0% vs 29,1%, p=0,04), dos

importantes reguladores epigenéticos en el LF (Figura 32C).
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En este trabajo se analiza una cohorte retrospectiva de 191 pacientes con LF al
diagnostico. De los 191 pacientes iniciales, finalmente se incluyeron 109, que
cumplian los criterios de inclusién y tratamiento (R-CVP, R-CHOP/R-CHOP-
like o R-B), se disponia de material sobrante de su biopsia diagndstica y se

pudieron analizar satisfactoriamente mediante NGS.

El 23% de las biopsias secuenciadas se descartaron por resultar no valorables,
detectadas gracias a que se utilizé un panel que incorpora la tecnologia de los
UMIs. Esta tecnologia permitié detectar aquellos resultados que, si bien
obtuvieron un nimero de lecturas totales suficiente, éstas suponian en realidad
réplicas de PCR obtenidas a partir de un bajo nimero de moléculas iniciales de
DNA, por lo que la sensibilidad real para la deteccion de mutaciones era
deficiente. Los casos fallidos correspondian a biopsias significativamente mas
antiguas, si bien la antigiiedad media de las biopsias estudiadas en la serie global
era superior a los 3 afios, tiempo maximo de archivado recomendable para los
estudios de NGS en biopsias parafinadas®'**. Ademas, se desconocian algunas
condiciones pre-analiticas relevantes, como el tiempo de fijaciéon en formol, el
tipo de formol utilizado (tamponado o no) o las condiciones de almacenamiento
de los bloques. Para minimizar los efectos de las condiciones pre-analitcas sobre
los resultados, se establecio un punto de corte del 10% de VAF, en base al
porcentaje de alteraciones C:G>T:A (artefacto caracteristico derivado de la
fijacion en formol), y del 4% de VAF para aquellas alteraciones bien conocidas o
recurrentes. Una gran cantidad de estudios se han centrado en las estrategias para
minimizar los efectos perjudiciales de la fijacion en los estudios de NGS. Las
principales practicas recomendadas incluyen minimizar el tiempo de fijacion,
archivar los bloques de tejido a 4°C y limitar en lo posible la exposicion al calor
durante el procesado de la muestra y en la extraccién de los dcidos nucleicos****.
También el sistema de extraccion resulta relevante, puesto que cada método
permite obtener diferentes grados de rendimiento y pureza; en este sentido, cada
vez existe una mayor oferta de kits de extraccion especificos para NGS, que
incluyen tratamientos enzimaticos para corregir la fragmentacion, la
desaminacién de citosinas y otros artefactos’”. Un estudio piloto del 100.000
Genomes Project exploré la viabilidad de las muestras fijadas en formol y

parafinadas para ser analizadas mediante secuenciacion del genoma (WGS),
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mostrando que la correlacion entre el tejido congelado y el fijado en formol era
s6lo del 0,44. Sin embargo, estos resultados mejoraron disminuyendo la
temperatura de incubacion durante el proceso de purificacion del DNA a 65°C 'y
se pudieron detectar el 98% de las variantes clinicamente accionables*. El uso de
algoritmos bioinformaticos especificos para tejido parafinado, permite también
mejorar los resultados®. En general, se asume que aunque existen claramente
errores detectables cuando se usan biopsias parafinadas para el estudio mediante
NGS, éstos son negligibles en la practica clinica, dada la practicidad de su
utilizacion®****>%, Sin embargo, debe tenerse en cuenta que puede resultar

limitante en otro tipo de anélisis, como RNA-seq o analisis de metilacion®*.

En nuestro estudio, todos los pacientes analizados mostraron variantes
interpretadas como relacionadas con el tumor, aun con un limite de deteccion del
10% de VAF y del 4% para alteraciones bien conocidas o recurrentes. Un
contenido tumoral insuficiente en la muestra, puede dar lugar a falsos negativos,
un problema recurrente en los estudios de NGS, especialmente en la deteccion de
CNA y genes de fusion®'>*. La revision histoldgica para la seleccion del material
previa a la extraccion del ADN, fue clave para obtener unos resultados adecuados,

con representacion tumoral en todos los casos.

Una tercera parte de las variantes incluidas en los andlisis fueron clasificadas
como probablemente patogénicas. Estas variantes corresponden a mutaciones
missense que no se encontraban descritas en las bases de datos mutacionales, algo

201205 En este caso, deben usarse criterios de

que es comun en los linfomas
patogenicidad con un nivel de evidencia menos robusto, como la agregacion de
mutaciones regiones proximas, la relevancia funcional del dominio afectado en la
proteina y los algoritmos predictivos in-silico, criterios sujetos a una mayor
subjetividad®®. A ello se suma el proceso de hipermutacién somética aberrante
que afecta las células del LF y que introduce mayoritariamente mutaciones

missense, que pueden ser o0 no patogénicas™*

. Bajo estas condiciones, es posible
que algunas de las variantes incluidas en los analisis representen en realidad
alteraciones irrelevantes para el desarrollo de la enfermedad'”’. Pese a esto, las
frecuencias mutacionales observadas fueron muy similares a las descritas en la
literatura y de hecho, aunque las mutaciones genéticas se consideran a menudo

de forma binaria, como eventos conductores o driver (alteraciones que
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promueven directamente el desarrollo o la progresion del tumor), o bien como
eventos pasajeros (alteraciones con poco o ningtn efecto en la biologia de la
enfermedad), el LF no resulta de un unico driver dominante, sino de la

adquisicion seriada de alteraciones genéticas que cooperan en la linfomagénesis'.

Bajo esta complejidad molecular, hasta ahora apenas se han establecido
coocurrencias significativas entre genes mutados, mas alla de las mutaciones de
STAT6'y TNFRSF14, caracteristicas del LF de subtipo difuso t(14;18) negativo con
expresion de CD23'. En este estudio se identifico una elevada probabilidad de
co-mutacion entre los genes GNA13 y FOXO1I; ambos genes activan la via de
seflalizacion PI3K-AKT cuando se encuentran mutados, siendo Gal3 una
proteina G implicada en la transduccion de sefiales transmebranal y FOXO1 una
proteina efectora principal al final de la via. mTOR se encuentra también en este
eje de sefalizacion, aunque puede actuar de forma independiente a PI3K-AKT>".
La redundancia de alteraciones en vias de proliferacion es comun en los tumores
y tiene una gran importancia en la estrategia terapéutica. Recientemente se ha
descrito que el estado mutacional de FOXOI podria suponer un factor
determinante en la respuesta a inhibidores de esta via, como los anticuerpos
CD20 (rituximab y otros), inhibidores de BTK y de Pi3K y en LDCGB se esta
testando la combinacion de algunos de estos tratamientos con inhibidores de
Aurora cinasa, para sobrepasar este mecanismo®***®. En nuestra serie, 11/109
casos portaban mutaciones de FOXOI, 5 de ellos con coexistencia de mutaciones
en GNAI3, lo que remarca la potencial relevancia del estado mutacional de
FOXO1I como mecanismo de resistencia primaria recurrente ante inhibidores que

actian sobre proteinas upstream en esta via.

Las alteraciones moleculares en reguladores epigenéticos y transcripcionales
suponen el sello molecular del LF y se vieron representadas en nuestra serie
acorde con las frecuencias descritas con anterioridad. Aunque ninguno de los
genes implicados se asocid de forma significativa con el prondstico de los
pacientes, las curvas de supervivencia paralos genes ARIDIA y MEF2B mostraron
tendencias al borde de la significancia estadistica. Es remarcable que los pacientes
con mutacion de ARIDIA tendian a un peor prondstico en la serie global y en
aquellos tratados con R-CHOP/CHOP-like, mientras que en indice m7-FLIPI se

asocian a una mayor supervivencia libre de fallo®. Dos estudios publicados el
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pasado afio evaluaron la validez del indice prondstico m7-FLIPI en pacientes de
LF tratados con rituximab (R). En el primer estudio, las mutaciones en ARIDIA
se asociaron a una peor supervivencia global en pacientes tratados con R o R-
interferon-a2a®. En el segundo, que analizaba casos exclusivamente tratados con
R-CHOP, se hall6 una tendencia a una peor supervivencia libre de fallo®.
Nuestros resultados se encuentran en linea con estos hallazgos, apoyando que el
modelo m7-FLIPI para la prediccion del riesgo en LF, no resulta reproducible
bajo estos tratamientos. Sin embargo, detectamos que los pacientes tratados con
R-bendamustina (R-B) y mutaciones de ARIDIA si tendian a un mejor
prondstico. Las mutaciones en ARIDIA, que son predominantemente
disruptivas, dando lugar una pérdida de funciéon de la proteina, causan
deficiencias en la reparacion del danio a DNA y una consecuente elevada
inestabilidad genética®™. Se ha sugerido que esto podria sensibilizar las células del
LF ante la radiacion y ante agentes anticancerigenos que dafien el DNA*®. La
bendamustina es un agente alquilante y antimetabolitico, con un mecanismo de
accion particular respecto a otros agentes alquilantes, que se caracteriza por
inducir un extensivo dafio al DNA. Asi, estos resultados suponen un primer
indicio de que los pacientes con mutaciones de ARIDIA podrian beneficiarse del

tratamiento preferencial con R-B.

Para las mutaciones de MEF2B, se detect6 una tendencia hacia el buen prondstico
y a un menor riesgo de POD24 y también se encontraron enriquecidas en el
subgrupo de pacientes con mejor respuesta, en linea con los estudios previos®*®.
Ademas, hallamos una fuerte asociacion entre estas mutaciones y la afectacion de
la médula 6sea. Esta relacion no se habia descrito hasta la fecha, aunque uno de
los principales estudios en modelos murinos sobre el papel linfomagénico de las
mutaciones de MEF2B, sugiere que éstas se asociarian a una enfermedad

diseminada, implicando médula 6sea, multiples ganglios y bazo'*.

El gen BCL2 es clave para la patogénesis del LF, puesto que la t(14;18) (IGH/BCL2)
supone el primer evento oncogénico conocido en esta enfermedad. Sin embargo,
el impacto de las mutaciones de BCL2 en el prondstico de los pacientes continta
siendo controvertido®*****!>*, Las mutaciones de BCL2 se asocian a una mayor
expresion de la enzima AID'®. La actividad de AID es necesaria para los procesos

fisiologicos de hipermutacion somatica y cambio de isotipo en el especializado
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contexto del CG, permitiendo generar anticuerpos de alta afinidad. Aunque esta
actividad esta predominantemente restringida a los genes de las
inmunoglobulinas, la actividad aberrante de AID en el LF induce mutaciones
también en otros loci, incluido BCL2, y contintia durante el desarrollo de la
enfermedad, llevando a inestabilidad genética y heterogeneidad clonal en el
LF'>*%21 En nuestro estudio, la frecuencia, el tipo y la distribucién de las
mutaciones de BCL2, concordaron con el patrén previamente descrito asociado a
la hipermutacion somatica aberrante mediada por AID en el contexto de la
t(14;18): predominio de SNVs distribuidas a lo largo de toda la secuencia
codificante, que en su mayoria corresponden a transiciones. Es posible que BCL2
acumule mutaciones durante el transcurso de la enfermedad como consecuencia
del proceso de hipermutacion somatica aberrante, a menudo silenciosas o de bajo
impacto patogénico, que se detectarian en mayor nimero en una rebiopsia
posterior (al momento de la transformacién), sin implicar un riesgo anadido.
Aunque las evidencias mas recientes, incluido este estudio, sugieren que las
mutaciones de BCL2 no tienen un rol en el prondstico del LF por si mismas, esta
por ver hasta qué punto interfieren en la enfermedad como fuente de

heterogeneidad genética intratumoral.

Las mutaciones del gen STAT6 se han asociado sobre todo al LF de tipo difuso,
caracterizado por la ausencia de t(14;18), pérdida de 1p36 y/o mutaciones en
TNFRSF14, una elevada frecuencia de mutaciones en CREBBP y expresion de
CD23">!1% En el LF convencional, un 10-20% de pacientes presentan mutaciones
activadoras de STAT6, que afectan al dominio de unién al DNA, promoviendo la
via de sefalizacion IL4-JAK-STAT, sin haberse asociado hasta la fecha con
caracteristicas clinicas o bioldgicas '®®. En el presente estudio, las mutaciones de
STAT6 se asociaron con un grado histoldgico e indice de proliferacion bajos,
mientras que los pacientes con mutacion del aminoacido Asp419 (12,8% del total
de casos) mostraron una marcada tendencia hacia una peor supervivencia libre
de progresion. Actualmente se encuentran en fase de reclutamiento varios
ensayos que analizan la eficacia de los inhibidores de JAK en LNH, incluyendo el
LF'%5#2253_Sin embargo, cabe remarcar que STAT6 es el factor de transcripcion
que actiia como ultimo efector de la via y las mutaciones inducen su actividad

constitutiva, con independencia de las senales de fosforilacion upstream a través
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de IL4-JAK (Figura 6E); por tanto, las mutaciones activadoras de STAT6 podrian
significar un mecanismo de resistencia en aquellos firmacos que ejercen

inhibicion a nivel de las proteinas JAK.

Las mutaciones en el gen supresor TP53, aunque infrecuentes (5% de casos)
suponen un marcador de mal prondstico, asociadas también a progresion
temprana y transformacién histologica'>**®. En nuestra serie, un 4,6% de casos
presentaban mutacién de TP53, la mayoria subclonales, pero no se pudieron
establecer correlaciones prondsticas, probablemente debido a un ntimero
insuficiente de pacientes estudiados, aunque si se asociaron a un mayor grado
histologico. En este sentido, Burack y colaboradores detectaron hasta un 23% de
casos de con mutaciones patogénicas en TP53 usando métodos de elevada
sensibilidad, obteniendo una frecuencia alélica mediana del 2%; pese a que la
mayoria de las mutaciones eran subclonales (VAF inferior al 10% en el 81% de
casos), se asociaron a peor supervivencia global y libre de progresion en el grupo

>, Estos resultados estan en linea con hallazgos

tratado con radio-inmunoterapia
similares en otras neoplasias hematoldgicas, como la leucemia linfatica crénica o
la leucemia mieloide aguda, poniendo de manifiesto la importancia de estudiar
las alteraciones de TP53 mediante técnicas de alta sensibilidad, en especial en
pacientes bajo tratamientos que causan dafio extensivo en el DNA**>** Pese a que
el papel prondstico de TP53 en el LF se conoce desde principios de los afios 90,
no se encuentra incluido en los sistemas de prediccion del riesgo, aunque es de
esperar que esto cambie en los proximos afos, con el desarrollo de nuevos scores
prondsticos, en el contexto de la incorporacion de técnicas de NGS de alta

sensibilidad al 4mbito de la rutina clinica.

El LF depende en gran manera de las interacciones que establecen las células
tumorales con el microambiente que las rodea, formado principalmente por
células inmunoldgicas y del estroma®. En los ultimos afos, las terapias que
reclutan y fortalecen el sistema inmunitario del paciente para atacar los tumores
han cobrado una enorme importancia, como la inmunoterapia y las células CAR-
T. Por tanto, la caracterizacion de las interacciones entre las células tumorales con
el microambiente ha ganado relevancia, ya que puede revelar nuevos
conocimientos sobre la patogénesis de la enfermedad, asi como nuevas

oportunidades terapéuticas. TNFRSFI4 es uno de los principales genes
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involucrados en la interaccion con el microambiente y ademads se encuentra entre
los mas comunmente alterados, aunque las consecuencias funcionales de estas
alteraciones no se han caracterizado en profundidad. En nuestra cohorte, un 43%
de los pacientes mostraron mutaciones de TNFRSF14, todos ellos portadores de
la t(14;18) (a diferencia del LF difuso, comentado anteriormente) y no se hallaron
diferencias en cuanto a la supervivencia. Los estudios iniciales en este gen, habian
correlacionado las mutaciones disruptivas de TNFRSF14 con un peor prondstico

y un mayor riesgo de transformacién en el LF*"'¥

. Sin embargo, estudios
posteriores no han confirmado esta relacion, incluso recientemente se ha descrito
que la pérdida de expresion de TNFRSF14 estaria asociada a un mejor prondstico,

por lo que su papel prondstico continua siendo incierto'.

Las alteraciones en el gen CTSS han ganado relevancia recientemente, gracias a
que varios estudios han caracterizado su relevante papel en la comunicacién con
las células T del microambiente, que favorecen el escape inmune del tumor'*>'.
Las alteraciones activadoras recurrentes en el aminodcido Tyr132 (domino
peptidasa), aunque infrecuentes, parecen estar restringidas al LF. En el presente
estudio, se identificaron 7 pacientes con la mutacién Tyr132Asp (6,4%), que
mostraron una notable mejor supervivencia, aunque sin alcanzar la significancia
estadistica. Hasta la fecha, inicamente Bararia y colaboradores han reportado el
papel prondstico de las alteraciones de CTSS en LF, que en su serie de pacientes
tratados con R-CHOP se relaciond con una mejor supervivencia libre de fallo, si
bien se analizaron conjuntamente los casos con la mutacion Y132D y aquellos que
presentaban un aumento de expresion de la proteina, contra los pacientes no

mutados o con baja expresion'*®

. Esta alteracion supone un interesante marcador
terapéutico en el LF, puesto que el bloqueo de la proteina CTSS hiperactivada,
podria convertir estos tumores en reconocibles para las células T citotoxicas.
Dicho bloqueo podria llevarse a cabo, por ejemplo, a través de moléculas anti-
PD1/PD-L1 o inhibidores especificos de cisteina proteasas, un campo de estudio

asegurado en un futuro préximo®-**.

Los estudios de secuenciacion del exoma en LF han revelado multiples genes
mutados en la via de sefalizacion del receptor de células B (BCR), aunque la
mayoria afectan a una baja proporcion de casos®”**%2. CARDII (16,5%) y

FOXO1 (10,1%) fueron los 2 genes mas frecuentemente alterados en nuestra serie
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dentro de este grupo, ambos incluidos en el indice prondstico m7-FLIPI,
asociados a una menor supervivencia libre de fallo®. Sin embargo, no observamos
correlacién entre el estado mutacional de estos genes y el prondstico de los
pacientes, como tampoco en los estudios mas recientes que reevaluaron la validez

de este indice®”,

Una tercera parte de los pacientes en nuestra serie presenté mutaciones en uno o
mas de los cuatro genes analizados que forman parte del complejo de sefnalizacion
mTORCI1 (RRAGC, ATP6AP1, ATP6AP2 y ATP6V1B2). La via mTOR integra
senales intra- y extracelulares, actuando como regulador central del metabolismo,
proliferacién y supervivencia. Las mutaciones en estos genes, potencian la
activacion autonoma de las células B, alterando el control paracrino positivo por
parte de las células T del microambiente a través del eje PI3K-AKT'®. Estas
mutaciones son muy infrecuentes en otros linfomas o neoplasias sélidas, por lo
que parece que tendrian un efecto particular en la fisiopatologia del LF. En
nuestro estudio, identificamos una respuesta diferencial en los pacientes con
mutaciones en los genes del complejo mTORCI1 en funcién del tratamiento
administrado, observando una SLP muy superior en aquellos pacientes tratados
con R-B, mientras que los pacientes tratados con R-CHOP mostraban una peor
SLP. Estos hallazgos, sugieren que el andlisis de mutaciones en los genes del
complejo mTORCI1 al diagndstico en el LF, permitiria identificar un subgrupo de
pacientes que se beneficiaria del tratamiento con R-B. Ademas, se ha descrito que
estas mutaciones sensibilizan in vitro las células del LF ante los inhibidores de
mTOR o inhibidores bi-funcionales de PI3K/mTOR™®. Estos inhibidores han
mostrado excelentes respuestas en una fracciéon de pacientes con LF, que podrian
estar causadas, al menos en parte, por la presencia de estas mutaciones****. Otras
alteraciones comunes en el LF, como las mutaciones recurrentes de EZH2 y la
delecion de SESN1I (del6q), juegan un importante papel en la regulacion de la via
mTOR, por lo que también podrian tener impacto en la respuesta a estos

tratamientos'**

. Conjuntamente, los hallazgos de nuestro estudio y las evidencias
previas, resaltan la potencial relevancia de analizar al diagndstico los marcadores

que afectan a la regulacion de la via mTOR en el manejo de los pacientes con LF.

Finalmente, identificamos que los pacientes con infecciéon oculta o resuelta de

VHB, presentaban una SG y una SLP muy inferiores al resto, independientemente
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de otros factores de riesgo clinico bien conocidos. Aunque la infecciéon por VHB
se habia asociado a un mal prondstico en LDCGB, el impacto en el LF era hasta

ahora desconocido®%-2%?

. Estos casos presentaban una mayor frecuencia de
mutaciones en ARIDIA y ausencia de mutaciones en EP300, sugiriendo una
regulacion epigenética diferencial. La ausencia de mutaciones en EP300 se ha
descrito también en casos con LDCGB asociados al VHB*'. Es sabido que las
modificaciones epigenéticas que ocurren durante el curso de la infeccién, tanto
en el DNA del virus como en el del huésped, modulan la actividad viral y
probablemente contribuyen al desarrollo neoplasico, si bien todavia no se

conocen en detalle cudles son los mecanismos implicados*”.
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Las conclusiones de esta tesis son:

1. La secuenciaciéon masiva permite analizar el perfil mutacional de los
pacientes con linfoma folicular a partir de la biopsia diagndstica de
rutina. La mayoria de pacientes muestran mutaciones en reguladores
epigenéticos y transcripcionales y una elevada heterogeneidad de
diferentes alteraciones implicadas en otras vias de sefnalizacion, sin
hallarse patrones o coexistencias que definan subgrupos, por lo que la
secuenciacion masiva supone un enfoque técnico apropiado para el

estudio de esta enfermedad.

2. Los genes que presentan alteraciones concretas recurrentes muestran un
impacto pronostico mas definido. Los pacientes con mutaciones de
STAT6** presentan mal prondstico y aquellos con la mutacion de
CTSS™™¥A4% muestran una supervivencia muy superior y ausencia de
afectacion de la médula 6sea, con potenciales implicaciones en el manejo

y el tratamiento.

3. Los pacientes con mutaciones en el gen ARIDIA y aquellos con
mutaciones en los genes que codifican para las proteinas del complejo
mTORCI, mostraron una mejor supervivencia en los casos bajo terapia
con rituximab-bendamustina, por lo que la deteccion de estas
alteraciones al diagnostico del LF podria ser relevante en la eleccion del

tratamiento.
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» Listado de mutaciones detectadas

Gen

ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1A
ARID1B
ARID1B
ARID1B
ARID1B
ARID1B
ARID1B
ARID1B
ARID1B
ARID1B
ARID1B
ATM
ATP6AP1
ATP6AP1
ATP6AP1
ATP6AP1
ATP6AP1
ATP6AP1
ATP6AP1
ATP6AP1
ATP6AP1
ATP6AP1
ATP6AP1
ATP6AP1
ATP6AP1
ATP6AP1

Posicion
cromosomica
chr1:27023405
chr1:27023405
chr1:27023447
chr1:27023525
chr1:27023525
chr1:27023525
chr1:27023525
chr1:27023525
chr1:27023545
chr1:27023549
chr1:27057661
chr1:27057661
chr1:27057976
chr1:27087889
chr1:27088638
chr1:27088648
chr1:27099947
chr1:27099947
chr1:27101626
chr1:27101631
chr1:27106649
chr1:27106982
chr6:157099414
chr6:157099511
chr6:157099761
chr6:157100388
chr6:157100465
chr6:157100606
chr6:157222615
chr6:157469925
chr6:157521945
chr6:157528557
chr11:108115566
chrX:153657081
chrX:153657081
chrX:153657081
chrX:153657081
chrX:153661982
chrX:153661982
chrX:153662783
chrX:153663715
chrX:153664076
chrX:153664076
chrX:153664076
chrX:153664107
chrX:153664108
chrX:153664108

Cambio
nucleétido
c.511C>T
c.511C>T
c.553C>T
c.631C>T
€.631C>T
c.631C>T
€.631C>T
c.631C>T
c.653del
€.655C>T
¢.1369C>T
c.1369C>T
c.1684C>T
€.2178_2193del
€.2252-5A>G
c.2257A>G
c.3826C>T
c.3826C>T
¢.4909del
c.4913A>G
€.6260G>A
c.6595del
c.351_354delinsACA
c.448C>T
C.698A>T
€.1328_1329del
c.1402C>T
c.1542+1G>T
€.1882C>T
€.2720_2723dup
c.4217A>G
c.6284dup
c.716del
c.43CT
c.43C>T
c.43CT
c.43C>T
c.600T>A
c.600T>A
c.914C>T
¢.1067T>C
¢.1252T>G
¢.1252T>G
c.1252T>G
c.1283T>G
c.1284G>A
c.1284G>A

Cambio proteina

GIn171Ter)
GInl71Ter)
GIn185Ter)
GIn211Ter)
GIn211Ter)
GIn211Ter)
GIn211Ter)
GIn211Ter)
p.(Asn218ThrfsTer14)
p.(Arg219Cys)
p.(GIn457Ter)
p.(GIn457Ter)
p.(GIn562Ter)
p.(Arg727SerfsTer10)

p.(
p.(
p.(
p.(
p.(
p.(
p.(
p.(

p.(Met753Val)
p.(Argl276Ter)
p.(Argl276Ter)
p.(Argl637GlyfsTerl7)
p.(Asp1638Gly)
p.(Gly2087Glu)
p.(Leu2199Ter)
p.(GIn118HisfsTer62)
p.(Pro150Ser)
p.(Tyr233Phe)
p.(Pro443GInfsTer91)
p.(GIn468Ter)

p.(GIn628Ter)
p.(Phe909ThrfsTer34)
p.(GIn1406Arg)
p.(Asn2095LysfsTer12)
p.(Phe239SerfsTer16)
p.(Argl5Ter)
p.(Argl5Ter)
p.(Argl5Ter)
p.(Argl5Ter)
p.(Asp200Glu)
p.(Asp200Glu)
p.(Ser305Phe)
p.(Phe356Ser)
p.(Cys418Gly)
p.(Cys418Gly)
p.(Cys418Gly)
p.(Met428Arg)
p.(Met428lle)
p.(Met428lle)

Consecuencia

stop_gained
stop_gained
stop_gained
stop_gained
stop_gained
stop_gained
stop_gained
stop_gained
frameshift_variant
missense_variant
stop_gained
stop_gained
stop_gained
frameshift_variant
splice_region_variant
missense_variant
stop_gained
stop_gained
frameshift_variant
missense_variant
missense_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
missense_variant
missense_variant
frameshift_variant
stop_gained
splice_donor_variant
stop_gained
frameshift_variant
missense_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
stop_gained
stop_gained
stop_gained
stop_gained
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant

missense_variant



Gen

ATP6AP1
ATP6AP2
ATP6AP2
ATP6AP2
ATP6V1B2
ATP6V1B2
ATP6V1B2
ATP6V1B2
ATP6V1B2
ATP6V1B2
ATP6V1B2
ATP6V1B2
ATP6V1B2
ATP6V1B2
B2M

B2M

B2M

B2M

B2M

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

BCL2

Posicion
cromosomica
chrX:153664108
chrX:40458890
chrX:40464849
chrX:40464941
chr8:20068098
chr8:20073957
chr8:20073957
chr8:20074768
chr8:20074768
chr8:20074768
chr8:20074768
chr8:20074768
chr8:20074768
chr8:20074768
chr15:45003764
chr15:45003764
chr15:45003779
chr15:45003785
chr15:45007672
chr18:60985307
chr18:60985307
chr18:60985308
chr18:60985308
chr18:60985308
chr18:60985308
chr18:60985308
chr18:60985308
chr18:60985308
chr18:60985308
chr18:60985311
chr18:60985311
chr18:60985311
chr18:60985361
chr18:60985361
chr18:60985361
chr18:60985406
chr18:60985406
chr18:60985407
chr18:60985418
chr18:60985436
chr18:60985458
chr18:60985472
chr18:60985472
chr18:60985472
chr18:60985508
chr18:60985508
chr18:60985508
chr18:60985508
chr18:60985508

Cambio
nucleétido
c.1284G>A
c.635A>C
c.895T>G
c.987G>A
c.404C>T
c.1112A>G
c.1112A>G
c.1199G>A
c.1199G>A
c.1199G>A
c.1199G>A
¢.1199G>A
€.1199G>C
c.1199G>A
c.20T>C
¢.20T>G
c.35T>C
c.45_48del
c.119C>A
¢.585+8C>T
c.585+8C>T
c.585+7G>A
c.585+7G>A
c.585+7G>A
c.585+7G>A
c.585+7G>A
c.585+7G>A
c.585+7G>A
c.585+7G>A
c.585+4G>A
c.585+4G>A
c.585+4G>A
C.539A>T
c.539A>T
c.539A>T
c.494A>G
¢.493_494delinsAG
c.493G>A
c.482G>A
c.464G>C
c.442G>C
c.428A>G
c.428A>G
c.428A>G
€.392C>T
c.392C>G
€.392C>T
c.392C>T
c.392C>T

Cambio proteina

.(Met428lle)
(Tyr212Ser)
.(Tyr299Asp)
(Trp329Ter)

p.(Arg400Pro)
p.(Arg4d00GIn)
p.(Leu7Ser)
p.(Leu7Ter)
p.(Leul2Pro)
p.(Serl6AlafsTer27)
p.(Ser4QTer)

p.(Tyr180Phe)
p.(Tyr180Phe)
p.(Tyr180Phe)
Glu165Gly)
Glul65Arg)
Glul65Lys)
Ser161Asn)
Gly155Ala)
Val148Leu)
Asn143Ser)
Asn143Ser)
Asn143Ser)
Alal31Val)
Alal131Gly)
Alal31Val)
Alal31val)

p-(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(Ala131Val)

p-
p.
p-
p.
p-
p.
p-
p.
p-
p.
P-
p.
p.
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Consecuencia

missense_variant
missense_variant
missense_variant
stop_gained
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
stop_gained
missense_variant
frameshift_variant
stop_gained
splice_region_variant
splice_region_variant
splice_region_variant
splice_region_variant
splice_region_variant
splice_region_variant
splice_region_variant
splice_region_variant
splice_region_variant
splice_region_variant
splice_region_variant
splice_region_variant
splice_region_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant

missense_variant
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Gen

BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2

Posicion
cromosomica
chr18:60985514
chr18:60985514
chr18:60985542
chr18:60985549
chr18:60985562
chr18:60985563
chr18:60985566
chr18:60985578
chr18:60985632
chr18:60985644
chr18:60985644
chr18:60985644
chr18:60985644
chr18:60985644
chr18:60985719
chr18:60985719
chr18:60985719
chr18:60985719
chr18:60985721
chr18:60985721
chr18:60985721
chr18:60985721
chr18:60985724
chr18:60985724
chr18:60985725
chr18:60985743
chr18:60985743
chr18:60985743
chr18:60985743
chr18:60985743
chr18:60985743
chr18:60985753
chr18:60985760
chr18:60985760
chr18:60985760
chr18:60985760
chr18:60985760
chr18:60985761
chr18:60985764
chr18:60985803
chr18:60985803
chr18:60985809
chr18:60985809
chr18:60985813
chr18:60985813
chr18:60985813
chr18:60985840
chr18:60985861
chr18:60985866

Cambio
nucleétido
c.386G>A
€.386G>A
€.358C>G
c.351C>A
€.338C>G
€.337G>C
€.334T7>C
€.322T7>C
€.268C>T
c.256C>T
c.256C>T
€.256C>T
€.256C>T
c.256C>T
c.181G>T
c.181G>A
c.181G>A
c.181G>A
c.179C>T
c.179C>A
c.179C>T
c.179C>T
c.176C>T
c.176C>T
c.175C>G
c.157C>T
c.157C>T
c.157C>T
c.157C>T
c.157C>T
c.157C>T
c.147C>G
c.140G>A
c.140G>A
c.140G>A
c.140G>A
¢.140G>A
c.139G>A
¢.136C>G
c.97G>A
c.97G>A
c.91G>A
c.91G>A
c.87G>C
c.87G>C
c.87G>C
c.60T>A
€.39G>C
c.34C>T

Cambio proteina

Arg129His)
Arg129His)
His120Asp)
Serl17Arg)
Alal13Gly)

Z
o
-
[
w
o
=
o

X

i

{

it

o

i
.(Phel12Leu)
.(Tyr108His)
.(Pro90Ser)
.(Leu86Phe)
.(Leu86Phe)
.(Leu86Phe)
(Leu86Phe)
(Leu86Phe)
p.(Alab1Ser)

(

(
p.(Ala61Thr)
(Alab1Thr)
p.(Ala61Thr)
p.(Ala60Val)
p.(Ala60Asp)
p.(Ala60Val)
p.(Ala6OVal)
p.(Pro59Leu)
p.(Pro59Leu)
p.(Pro59Ala)
p.(Pro53Ser)
p.(Pro53Ser)
p.(Pro53Ser)
p.(Pro53Ser)
p.(Pro53Ser)
p.(Pro53Ser)
p.(Phe49Leu)
p.(Gly47Asp)
p.(Gly47Asp)

p.(Gly47Asp)
Gly47Asp)
Gly47Asp)
Gly47Ser)
Pro46Ala)
Gly33Arg)
Gly33Arg)
Asp31Asn)
Asp31Asn)
Glu29Asp)
Glu29Asp)
Glu29Asp)
His20GIn)
Glul3Asp)

p-(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(Argl12Trp)

p-
p.
p-
p.
p-
p.
p-
p.
p-
p.
P-
p.
p.

Consecuencia

missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant

missense_variant



Gen

BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL2
BCL6
BCL6
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BCL7A
BTK
BTK
BTK
BTK
BTK
BTK

Posicion
cromosémica
chr18:60985876
chr18:60985877
chr18:60985877
chr18:60985880
chr18:60985880
chr18:60985880
chr18:60985880
chr18:60985880
chr18:60985881
chr18:60985883
chr18:60985883
chr18:60985887
chr18:60985890
chr18:60985890
chr18:60985890
chr18:60985893
chr18:60985896
chr3:187442786
chr3:187443324
chr12:122460007
chr12:122460008
chr12:122460024
chr12:122460029
chr12:122460029
chr12:122460029
chr12:122460029
chr12:122460030
chr12:122460030
chr12:122460037
chr12:122460040
chr12:122460052
chr12:122460078
chr12:122460085
chr12:122460085
chr12:122460088
chr12:122460089
chr12:122460090
chr12:122460090
chr12:122460090
chr12:122460090
chr12:122460090
chr12:122460090
chr12:122460094
chrX:100609668
chrX:100613340
chrX:100613340
chrX:100613408
chrX:100613669
chrX:100629548

Cambio
nucleétido
c.23_24delinsTA
c.23G>A
€.23G>C
c.20C>T
c.20C>T
c.20C>T
c.20C>T
c.20C>T
c.19A>G
c.17G>A
c.17G>C
¢.13G>C
¢.10G>A
c.10G>T
c.10G>A
c.7C>T
c.4G>A
¢.1914_1919del
¢.1800_1801dup
¢.10A>G
c.12_23del
c.27G>C
c.32G>T
c.32G>A
c.32G>A
c.32G>C
c.33G>C
c.33G>T
c.40G>C
c.43A>T
c.55A>T
c.83_86del
c.88A>G
c.89_92+11del
¢.92+1dup
€.92_92+1delinsTA
c.92+1G>T
c.92+1G>A
c.92+1G>A
c.92+1G>A
c.92+1G>A
c.92+1G>T
c.92+5G>A
c.1581T>G
c.1060A>C
¢.1060A>C
€.987_991del
€.910T>C
c.215dup

Cambio proteina

p.(Ala4Thr)
p.(Ala4Ser)
p.(Ala4Thr)
p.(His3Tyr)
p.(Ala2Thr)
p.(Phe639_Arg640del)
p.(Pro601ArgfsTer46)
p.(Arg4Gly)
p.(Arg4_Ala8delinsSer)
p.(Glu9Asp)
p.(Argl1Met)
p.(ArgllLys)
p.(ArgllLys)
p.(Argl1Thr)
p.(Argl1Ser)
p.(ArgliSer)
p.(Alal4Pro)
p.(Lys15Ter)
p.(Lys19Ter)
p.(Val28AlafsTer8)
p.(Lys30Glu)

.(Cys527Trp)
.(Thr354Pro)
.(Thr354Pro)
.(Val330ThrfsTer17)
.(Phe304Leu)
.(Asn72LysfsTer13)

T T T T T T
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Consecuencia

missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
inframe_deletion
frameshift_variant
missense_variant
inframe_deletion
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
stop_gained
stop_gained
frameshift_variant
missense_variant
splice_donor_variant
splice_region_variant
splice_donor_variant
splice_donor_variant
splice_donor_variant
splice_donor_variant
splice_donor_variant
splice_donor_variant
splice_donor_variant
splice_region_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
frameshift_variant
missense_variant

frameshift_variant
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Gen Posicion Cambio Cambio proteina Consecuencia
cromosémica nucleétido
BTK chrX:100630214  c.58del p.(Thr20HisfsTer4) frameshift_variant
CARD11 chr7:2977614 c.1070A>T p.(Asp357Val) missense_variant
CARD11 chr7:2977614 c.1070A>T p.(Asp357Val) missense_variant
CARD11 chr7:2977614 c.1070A>T p.(Asp357Val) missense_variant
CARD11 chr7:2977614 c.1070A>T p.(Asp357Val) missense_variant
CARD11 chr7:2977614 c.1070A>T p.(Asp357Val) missense_variant
CARD11 chr7:2977614 c.1070A>T p.(Asp357Val) missense_variant
CARD11 chr7:2977614 c.1070A>T p.(Asp357Val) missense_variant
CARD11 chr7:2977614 c.1070A>T p.(Asp357Val) missense_variant
CARD11 chr7:2979495 €.752T>C p.(Leu251Pro) missense_variant
CARD11 chr7:2979499 c.748T>C p.(Ser250Pro) missense_variant
CARD11 chr7:2979499 c.748T>C p.(Ser250Pro) missense_variant
CARD11 chr7:2979499 c.748T>C p.(Ser250Pro) missense_variant
CARD11 chr7:2979499 c.748T>C p.(Ser250Pro) missense_variant
CARD11 chr7:2979501 c.746A>C p.(GIn249Pro) missense_variant
CARD11 chr7:2979513 c.734T>C p.(Leu245Pro) missense_variant
CARD11 chr7:2984153 c.377G>A p.(Gly126Asp) missense_variant
CARD11 chr7:2984162 c.368G>A p.(Gly123Asp) missense_variant
CARD11 chr7:2984163 c.367G>A p.(Gly123Ser) missense_variant
CARD11 chr7:2985462 c.349A>C p.(Thr117Pro) missense_variant
CARD11 chr7:2985465 c.346T>C p.(Ser116Pro) missense_variant
CARD11 chr7:2985465 c.346T>C p.(Ser116Pro) missense_variant
CARD11 chr7:2985519 €.292T>G p.(Tyr98Asp) missense_variant
CARD11 chr7:2985519 €.292T>G p.(Tyr98Asp) missense_variant
CCND3 chr6:41903709 c.848C>T p.(Thr283lle) missense_variant
CCND3 chr6:41903844 c.713A>G p.(Asp238Gly) missense_variant
CD79B chrl7:62006836  c.553-1G>A splice_acceptor_variant
CD79B chrl7:62007128  ¢.552+2T>A splice_donor_variant
CREBBP chr16:3777960 c.7088C>T p.(Pro2363Leu) missense_variant
CREBBP chr16:3778567 c.6481A>G p.(Met2161Val) missense_variant
CREBBP chr16:3778728 ¢.6307_6319del p.(GIn2103SerfsTer36) frameshift_variant
CREBBP chr16:3781322 ¢.5040_5042del p.(Leul681del) inframe_deletion
CREBBP chr16:3781323 ¢.5039_5041del p.(Ser1680del) inframe_deletion
CREBBP chr16:3781323 ¢.5039_5041del p.(Ser1680del) inframe_deletion
CREBBP chr16:3781323 ¢.5039_5041del p.(Ser1680del) inframe_deletion
CREBBP chr16:3781323 ¢.5039_5041del p.(Ser1680del) inframe_deletion
CREBBP chr16:3781323 ¢.5039_5041del p.(Ser1680del) inframe_deletion
CREBBP chr16:3781323 ¢.5039_5041del p.(Ser1680del) inframe_deletion
CREBBP chr16:3781323 ¢.5039_5041del p.(Ser1680del) inframe_deletion
CREBBP chr16:3781323 ¢.5039_5041del p.(Ser1680del) inframe_deletion
CREBBP chr16:3781323 ¢.5039_5041del p.(Ser1680del) inframe_deletion
CREBBP chr16:3781323 ¢.5039_5041del p.(Ser1680del) inframe_deletion
CREBBP chr16:3781329 ¢.5033_5035del p.(Phel678del) inframe_deletion
CREBBP chr16:3781805 c.4862T>G p.(Leul621Arg) missense_variant
CREBBP chr16:3786035 c.4728+2T>C splice_donor_variant
CREBBP chr16:3786035 c.4728+2T>C splice_donor_variant
CREBBP chr16:3786137 c.4628A>T p.(Asp1543Val) missense_variant
CREBBP chr16:3786146 c.4619T>C p.(Phel1540Ser) missense_variant

CREBBP chr16:3786205 c.4561-1G>A splice_acceptor_variant
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Gen Posicion Cambio Cambio proteina Consecuencia
cromosémica nucleétido

CREBBP chr16:3786703 c.4508A>T p.(Tyr1503Phe) missense_variant
CREBBP chr16:3786703 c.4508A>T p.(Tyr1503Phe) missense_variant
CREBBP chr16:3786703 c.4508A>G p.(Tyr1503Cys) missense_variant
CREBBP chr16:3786703 c.4508A>T p.(Tyr1503Phe) missense_variant
CREBBP chr16:3786704 c.4507T>A p.(Tyr1503Asn) missense_variant
CREBBP chr16:3786704 c.4507T>A p.(Tyr1503Asn) missense_variant
CREBBP chr16:3786704 c.4507T>A p.(Tyr1503Asn) missense_variant
CREBBP chr16:3786704 c.4507T>A p.(Tyr1503Asn) missense_variant
CREBBP chr16:3786704 c.4507T>G p.(Tyr1503Asp) missense_variant
CREBBP chr16:3786704 c.4507T>C p.(Tyr1503His) missense_variant
CREBBP chr16:3786704 c.4507T>C p.(Tyr1503His) missense_variant
CREBBP chr16:3786704 c.4507T>A p.(Tyr1503Asn) missense_variant
CREBBP chr16:3786704 c.4507T>C p.(Tyr1503His) missense_variant
CREBBP chr16:3786704 c.4507T>A p.(Tyr1503Asn) missense_variant
CREBBP chr16:3786704 c.4507T>C p.(Tyr1503His) missense_variant
CREBBP chr16:3786704 c.4507T>C p.(Tyr1503His) missense_variant
CREBBP chr16:3786704 c.4507T>C p.(Tyr1503His) missense_variant
CREBBP chr16:3786704 c.4507T>C p.(Tyr1503His) missense_variant
CREBBP chr16:3786706 c.4505G>T p.(Trp1502Leu) missense_variant
CREBBP chr16:3786715 c.4496T>G p.(Leu1499Arg) missense_variant
CREBBP chr16:3786740 c.4471C>A p.(GIn1491Lys) missense_variant
CREBBP chr16:3786748 c.4463C>T p.(Pro1488Leu) missense_variant
CREBBP chr16:3786748 c.4463C>T p.(Pro1488Leu) missense_variant
CREBBP chr16:3786761 c.4450T>G p.(Phel1484Vval) missense_variant
CREBBP chrl6:3786764 c.4447A5T p.(lle1483Phe) missense_variant
CREBBP chr16:3786767 C.4444T>A p.(Tyr1482Asn) missense_variant
CREBBP chr16:3786767 C.4444T>A p.(Tyr1482Asn) missense_variant
CREBBP chr16:3786767 c.4444T>A p.(Tyr1482Asn) missense_variant
CREBBP chr16:3786787 c.4424C>T p.(Pro1475Leu) missense_variant
CREBBP chr16:3786787 c.4424C>T p.(Pro1475Leu) missense_variant
CREBBP chr16:3786797 c.4414T>A p.(Trp1472Arg) missense_variant
CREBBP chr16:3786797 c.4414T>A p.(Trpl472Arg) missense_variant
CREBBP chr16:3786797 c.4395-6_4413del splice_acceptor_variant
CREBBP chr16:3786810 ¢.4397_4400del p.(Tyr1466Ter) frameshift_variant
CREBBP chr16:3788606 c.4348T>G p.(Tyr1450Asp) missense_variant
CREBBP chr16:3788606 c.4348T>A Tyr1450Asn) missense_variant
CREBBP chr16:3788606 c.4348T>G Tyr1450Asp) missense_variant

CREBBP chr16:3788606 c.4348T>G
CREBBP chr16:3788606 c.4348T>G
CREBBP chr16:3788606 c.4348T>A
CREBBP chr16:3788606 c.4348T>G
CREBBP chr16:3788606 c.4348T>G

p-
p.(Tyr1450Asp) missense_variant
p-
p-
p-
p-
CREBBP chr16:3788606 €.4348T>C p.
p-
p-
p-
p-
p-
p-

Tyr1450Asp) missense_variant
Tyr1450Asn) missense_variant
Tyr1450Asp) missense_variant
Tyr1450Asp) missense_variant
Tyr1450His) missense_variant
CREBBP chr16:3788617 c.4337G>A
CREBBP chr16:3788617 c.4337G>A
CREBBP chr16:3788617 c.4337G>A
CREBBP chr16:3788617 c.4337G>T
CREBBP chr16:3788618 c.4336C>T
CREBBP chr16:3788618 c.4336C>T

Argl446His) missense_variant
Argl446His) missense_variant
Argl446His) missense_variant
Argl4a46leu) missense_variant
Arg1446Cys) missense_variant

p.(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

Argl446Cys) missense_variant
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Gen

CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CREBBP
CTSS

CTSS

CTSS

CTSS

CTSS

CTsS

CTSS

Posicion
cromosomica
chr16:3788618
chr16:3788618
chr16:3788618
chr16:3788618
chr16:3788618
chr16:3788618
chr16:3788618
chr16:3788620
chr16:3788639
chr16:3788645
chr16:3788646
chr16:3788646
chr16:3788649
chr16:3788649
chr16:3788656
chr16:3788657
chr16:3789627
chr16:3789627
chr16:3789627
chr16:3789627
chr16:3789628
chr16:3790457
chr16:3790512
chr16:3799626
chr16:3807305
chr16:3807894
chr16:3817814
chr16:3819357
chr16:3820612
chr16:3823756
chr16:3831208
chr16:3831252
chr16:3832851
chr16:3842020
chr16:3842042
chr16:3843433
chr16:3900328
chr16:3900363
chr16:3900363
chr16:3900800
chr16:3929837
chr16:3929895
chr1:150727482
chr1:150727482
chr1:150727482
chr1:150727482
chr1:150727482
chr1:150727482
chr1:150727482

Cambio
nucleétido
c.4336C>T
c.4336C>T
c.4336C>T
c.4336C>T
c.4336C>T
c.4336C>T
c.4336C>T
c.4334T>C
¢.4300_4314del
c.4309A>T
c.4308T>G
c.4308T>A
¢.4305T>G
c.4305T>A
c.4298A>G
c.4297T7>C
c.4232G>A
c.4232G>A
c.4232G>A
c.4232G>A
c.4231G>C
c.4076T>A
c.4021C>T
c.3836+2T>G
c.3682T>G
c.3525T>A
€.3152_3156del
€.2881-3C>T
€.2839C>T
€.2457_2458dup
c.1673C>T
c.1628dup
¢.1397_1406dup
€.1292T>C
c.1270C>T
¢.1169dup
€.766_767dup
c.733C>T
c.733C>T
c.295delC
c.77_80dup
c.16_22del
€.394T>G
€.394T>G
€.394T>G
€.394T>G
€.394T>G
€.394T>G
€.394T>G

Cambio proteina

.(Arg1446Cys)
(Arg1446Cys)
(Arg1446Cys)
(Arg1446Cys)
(Arg1446Cys)
(Arg1446Cys)
(Argl1446Cys)
(Leu1445Pro)
(
(1le1437Phe)
(Ser1436Arg)
(Ser1436Arg)
p.(Asp1435Glu)
p.(Asp1435Glu)
p.(Tyr1433Cys)
p.(Tyr1433His)
p.(Gly1411Glu)
p.(Gly1411Glu)
p.(Gly1411Glu)
Gly1411Glu)
Gly1411Arg)
Val1359Asp)
Argl341Ter)

T T T T BT VDT B T DT

p.(
p.(
p.(
p.(

p.(Tyr1228Asp)
p.(Tyr1175Ter)
p.(Lys1051ThrfsTer2)

p.(GIn947Ter)
p.(Ser820CysfsTer30)
p.(Thr558lle)
p.(Asn544LysfsTer27)
p.(Leu470CysfsTer6)
p.(Leud31Pro)
p.(Arg424Ter)
Asn390LysfsTer37)
Asn257Ter)
GIn245Ter)
GIn245Ter)
Leu99TrpfsTer25)
Ser27ArgfsTer10)
Leu6AspfsTer37)
Tyr132Asp)
Tyr132Asp)
Tyr132Asp)
Tyr132Asp)
Tyr132Asp)
Tyr132Asp)

p-(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(Tyr132Asp)

p-
p.
p-
p.
p-
p.
p-
p.
p-
p.
P-
p.
p.

Leu1434_His1438del)

Consecuencia

missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
inframe_deletion
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
stop_gained
splice_donor_variant
missense_variant
stop_gained
frameshift_variant
splice_region_variant
stop_gained
frameshift_variant
missense_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
missense_variant
stop_gained
frameshift_variant
frameshift_variant
stop_gained
stop_gained
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant

missense_variant



Gen

CXCR4
CXCR4
CXCR4
CXCR4
DTX1
DTX1
DTX1
DTX1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EBF1
EEF1A1
EEF1A1
EEF1A1
EEF1A1
EEF1A1
EEF1A1
EEF1A1
EEF1A1
EEF1A1
EP300
EP300
EP300
EP300
EP300
EP300
EP300
EP300
EP300
EP300
EP300
EP300
EP300
EP300
EP300
EP300
EP300
EP300
EP300

Posicion
cromosomica
chr2:136872520
chr2:136872528
chr2:136872537
chr2:136872842
chr12:113496059
chr12:113496146
chr12:113496239
chr12:113515336
chr5:158204483
chr5:158500444
chr5:158500474
chr5:158511678
chr5:158523374
chr5:158523981
chr5:158523997
chr5:158524071
chr5:158524075
chr5:158524082
chr5:158526348
chr5:158526348
chr5:158526397
chr6:74227563
chr6:74227625
chr6:74228229
chr6:74228503
chr6:74228688
chr6:74229178
chr6:74229179
chr6:74229602
chr6:74229634
chr22:41523522
chr22:41545790
chr22:41546158
chr22:41546158
chr22:41556727
chr22:41564866
chr22:41565529
chr22:41565529
chr22:41565570
chr22:41565575
chr22:41565575
chr22:41566459
chr22:41566459
chr22:41566522
chr22:41566522
chr22:41566522
chr22:41566522
chr22:41566523
chr22:41568577

Cambio
nucleétido
€.987_990del
c.959_981del
c.971_972del
C.668A>T
c.62A>C
c.149A>G
C.242A>T
c.367A>T
c.974T>C
c.514A>G
c.486-2A>T
c.481T>C
c.332G>A
€.291+1G>C
c.275del
€.2027>C
c.198C>G
c.191A>T
c.134+5G>A
c.13445G>A
c.90G>A
€.1359G>C
c.1297G>A
c.877G>A
¢.660_689del
¢.588G>A
¢.195_205del
€.205C>T
c.144+4T>G
c.116T>C
€.938C>T
€.2405C>T
c.2773C>A
c.2773C>A
c.3671+1G>A
c.4167C>A
c.4195G>A
c.4195G>A
c.4237_4242dup
c.4241A>G
c.4241A>G
c.4336T>A
c.4336T>A
€.4399T>C
€.4399T>C
c.4399T>A
€.4399T>C
c.4400A>G
c.4527G>A

Cambio proteina

p.(Ser329ArgfsTer4)
p.(Ala320ValfsTer20)
p.(Val324GlufsTer23)
p.(Tyr223Phe)
p.(Asn21Thr)
p.(Asn50Ser)
p.(GIn81Leu)
p.(Met123Leu)
p.(Val325Ala)
p.(Asn172Asp)
p.(Cys161Arg)
p.(Arg111Gin)

p.(Phe92SerfsTer29)
p.(Phe68Leu)
p.(Asn66Lys)
p.(Lys64lle)

Trp30Ter)
Lys453Asn)
(Val433lile)
p.(Glu293Lys)
p.(Asp220_Leu229del)
p.(Trp196Ter)
p.(Glu66TrpfsTer5)
p.(Arg69Cys)

p.(
p.(
p.

p.(l1e39Thr)

p.(Pro313Leu)
p.(Pro802Leu)
p.(Pro925Thr)
p.(Pro925Thr)

.(Asn1389Lys)
Asp1399Asn)
Asp1399Asn)
Val1413_Tyr1414dup)
Tyr1414Cys)
Tyr1414Cys)
Tyr1446Asn)
Tyrl1446Asn)
Tyrl467His)
Tyr1467His)
Tyrl1467Asn)
Tyrl467His)
Tyr1467Cys)

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(Trp1509Ter)

p
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.

ANEXOS |127

Consecuencia

frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
splice_acceptor_variant
missense_variant
missense_variant
splice_donor_variant
frameshift_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
splice_region_variant
splice_region_variant
stop_gained
missense_variant
missense_variant
missense_variant
inframe_deletion
stop_gained
frameshift_variant
missense_variant
splice_region_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
splice_donor_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
inframe_insertion
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant

stop_gained
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Gen

EP300
EP300
EP300
EP300
EP300
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
EZH2
FAS
FAS
FAS
FAS
FAS
FOX01
FOX01
FOX01
FOX01
FOX01
FOX01
FOX01
FOX01
FOX01
FOX01

Posicion
cromosomica
chr22:41568591
chr22:41574340
chr22:41574340
chr22:41574510
chr22:41574510
chr7:148504773
chr7:148506437
chr7:148506467
chr7:148508714
chr7:148508714
chr7:148508714
chr7:148508727
chr7:148508727
chr7:148508727
chr7:148508727
chr7:148508727
chr7:148508727
chr7:148508727
chr7:148508727
chr7:148508727
chr7:148508727
chr7:148508728
chr7:148508728
chr7:148508728
chr7:148508728
chr7:148508728
chr7:148508728
chr7:148508728
chr7:148508728
chr7:148508728
chr7:148508728
chr7:148508728
chr7:148508728
chr10:90768666
chr10:90771810
chr10:90773947
chr10:90773948
chr10:90774001
chr13:41239733
chr13:41240265
chr13:41240279
chr13:41240279
chr13:41240279
chr13:41240285
chr13:41240288
chr13:41240288
chr13:41240288
chr13:41240288

Cambio
nucleétido
c.4541A>G
€.6627_6638del
€.6627_6638del
¢.6798_6800del
¢.6798_6800del
€.2221T>A
c.2075C>T
€.2045C>G
c.1947+3A>G
c.1947+3A>G
c.1947+3A>G
c.1937A>T
c.1937A>T
c.1937A>C
c.1937A>G
c.1937A>C
c.1937A>G
c.1937A>T
c.1937A>C
c.1937A>C
c.1937A>C
c.1936T>A
€.1936T>C
c.1936T>A
c.1936T>A
€.1936T>C
€.1936T>C
c.1936T>C
c.1936T>A
c.1936T>A
c.1936T>A
c.1936T>A
€.1936T>C
c.355_357delinsCTA
c.625del
c.748C>T
€.749G>A
c.802C>T
c.617C>T
c.76_84del
c.71CT
c.71CT
c.71C>T
c.65C>G
c.62G>A
c.62G>A
c.62G>A
€.62G>C

Cambio proteina

Glu1514Gly)
Asn2209_GIn2213delinsLys)
Asn2209_GIn2213delinsLys)
GIn2268del)

GIn2268del)

Tyr741Asn)

Ala692Val)

(
(
(
(
(
(
(
(Ala682Gly)

T ©® T T T T T T

p.(Tyr646Phe)
p.(Tyr646Phe)
p.(Tyr646Ser)
p.(Tyr646Cys)
p.(Tyr646Ser)
p.(Tyr646Cys)
p.(Tyr646Phe)
p.(Tyr646Ser)
p.(Tyr646Ser)
Tyr646Ser)
Tyr646Asn)
.(Tyr646His)
p.(Tyr646Asn)
p.(Tyr646Asn)
p.(Tyr646His)
p.(Tyr646His)
p.(Tyr646His)
p.(Tyr646Asn)
p.(Tyr646Asn)
p.(Tyr646Asn)
p.(Tyr646Asn)
p.(Tyr646His)
p.(Cys119Leu)
p.(Ser209LeufsTer7)
p.(Arg250Ter)
(Arg250GIn)
(GIn268Ter)
(Ser206Leu)
(Pro26_Pro28del)
(Thr24lle)
(Thr24lle)
(
(
(
(
(
(

(
(
(
(

Thr24lle)

Ser22Trp)
Arg21His)
Arg21His)
Arg21His)

p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.(Arg21Pro)

Consecuencia

missense_variant
inframe_deletion
inframe_deletion
inframe_deletion
inframe_deletion
missense_variant
missense_variant
missense_variant
splice_region_variant
splice_region_variant
splice_region_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
frameshift_variant
stop_gained
missense_variant
stop_gained
missense_variant
inframe_deletion
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant

missense_variant



Gen

FOX01
FOX01
GNA13
GNA13
GNA13
GNA13
GNA13
GNA13
GNA13
GNA13
GNA13
GNA13
GNA13
GNA13
GNA13
GNA13
GNAI2
GNAI2
GNAI2
GNAI2
GNAI2
GNAI2
GNAI2
GNAI2
HIST1IH1B
HIST1H1B
HIST1IH1B
HIST1IH1B
HIST1IH1B
HIST1H1B
HIST1IH1B
HIST1IH1C
HIST1IH1D
HIST1IH1D
HIST1IH1D
HIST1H1D
HIST1H1D
HIST1H1D
HISTIH1E
HIST1IH1E
HISTIH1E
HISTIH1E
HIST1IH1E
HIST1IH1E
HISTIH1E
HIST1IH1E
HIST1IH1E
HISTIH1E
HISTIH1E

Posicion
cromosomica
chr13:41240289
chr13:41240289
chr17:63010633
chr17:63010737
chrl7:63010781
chrl7:63010844
chr17:63010845
chr17:63010948
chrl7:63014381
chr17:63049837
chr17:63049838
chr17:63052431
chr17:63052432
chr17:63052525
chr17:63052528
chr17:63052633
chr3:50293695
chr3:50293703
chr3:50294169
chr3:50294199
chr3:50294396
chr3:50294432
chr3:50294455
chr3:50295080
chr6:27834997
chr6:27835000
chr6:27835006
chr6:27835074
chr6:27835074
chr6:27835074
chr6:27835074
chr6:26056356
chr6:26234629
chr6:26234759
chr6:26234857
chr6:26234876
chr6:26234928
chr6:26234938
chr6:26156744
chr6:26156744
chr6:26156744
chr6:26156866
chr6:26156872
chr6:26156926
chr6:26156929
chr6:26156929
chr6:26156929
chr6:26156929
chr6:26156937

Cambio
nucleétido
c.61C>T
c.61C>T
¢.876G>C
c.772G>A
€.728T>C
C.665A>T
€.664G>A
c.562-1G>T
¢.551T>C
€.293T>A
€.292G>A
c.281A>C
€.280A>G
c.187A>T
c.184T7>C
c.79C>T
c.536G>A
c.544A>G
€.608G>A
C.638T>A
c.751T>A
c.788del
c.814_816del
€.1027_1029del
c.311C>G
€.308G>A
c.302G>A
c.234G>C
c.234G>C
c.234G>C
c.234G>C
c.301G>A
c.533T>A
c.403G>C
€.305C>T
€.286C>T
€.234C>G
c.224A>C
c.126G>C
c.126G>C
c.126G>C
€.248G>A
€.254A>C
¢.308G>C
c.311C>T
c.311C>T
c.311C>T
c.311C>T
c.319C>G

Cambio proteina

p.(Arg21Cys)
p.(Arg21Cys)
p.(Lys292Asn)
p.(Glu258Lys)
p.(lle243Thr)
p.(Asp222Val)
p.(Asp222Asn)

p.(Thré3Ser)
p.(Ser62Pro)
p.(GIn27Ter)
p.(Argl79His)
p.(Thri82Ala)
p.(Gly203Asp)
p.(lle213Asn)
p.(Phe251lle)
p.(Thr263SerfsTer22)
p.(Lys272del)
p.(Val343del)
p.(Ala104Gly)
p.(Gly103Asp)
p.(Gly101Asp)
p.(Lys78Asn)
p.(Lys78Asn)
p.(Lys78Asn)
p.(Lys78Asn)
p.(Alal01Thr)
p.(Val178Glu)
p.(Alal35Pro)
p.(Alal02Val)
p.(GIn96Ter)
p.(Asn78Lys)
.(Glu75Ala)
(Glu4d2Asp)
.(Glu42Asp)
(Glu4d2Asp)
.(Gly83Asp)
.(Lys85Thr)
.(Gly103Ala)
.(Ser104Phe)
.(Ser104Phe)
.(Ser104Phe)
.(Ser104Phe)
.(Leu107Val)

T T T T T T T T T T T T
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Consecuencia

missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant

missense_variant

splice_acceptor_variant

missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
stop_gained
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
frameshift_variant
inframe_deletion
inframe_deletion
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
stop_gained
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant

missense_variant
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Gen Posicion Cambio Cambio proteina Consecuencia
cromosomica nucleétido
HIST1IH1E chr6:26156976 c.358G>A p.(Ala120Thr) missense_variant
HIST1H1E chr6:26156985 c.367G>A p.(Ala123Thr) missense_variant
HIST1H1E chr6:26157031 c.413C>G p.(Pro138Arg) missense_variant
HIST1IH1E chr6:26157057 c.439C>T p.(Pro147Ser) missense_variant
HIST1H1E chr6:26157109 c.491C>T p.(Alal64Vval) missense_variant
HIST1H1E chr6:26157159 c.541C>T p.(Pro181Ser) missense_variant
HIST1IH1E chr6:26157198 c.580G>A p.(Val194ile) missense_variant
HIST1IH1E chr6:26157204 c.586C>T p.(Pro196Ser) missense_variant
IGLL5 chr22:23230253  ¢.20_21delinsCG p.(GIn7Pro) missense_variant
IGLL5 chr22:23230254  c.21A>T p.(GIn7His) missense_variant
IGLL5 chr22:23230254  c.21A>T p.(GIn7His) missense_variant
IGLL5 chr22:23230254  c.21A>T p.(GIn7His) missense_variant
IGLL5 chr22:23230254  c.21A>T p.(GIn7His) missense_variant
IGLL5 chr22:23230258  ¢.25G>C p.(Gly9Arg) missense_variant
IGLL5 chr22:23230267  c.34A>C p.(Thri2Pro) missense_variant
IGLL5 chr22:23230267 c.34A>C p.(Thr12Pro) missense_variant
IGLL5 chr22:23230267  c.34A>C p.(Thri2Pro) missense_variant
IGLL5 chr22:23230267  c.34A>C p.(Thri2Pro) missense_variant
IGLL5 chr22:23230278  ¢.45G>C p.(Glu1l5Asp) missense_variant
IGLL5 chr22:23230315  c.82C>A p.(Leu28Met) missense_variant
IGLL5 chr22:23230315 c.82C>A p.(Leu28Met) missense_variant
IGLL5 chr22:23230319  ¢.86T>G p.(Leu29Arg) missense_variant
IGLL5 chr22:23230327  ¢.94G>T p.(Ala32Ser) missense_variant
IGLL5 chr22:23230347  ¢.116_117insACT p.(Leu39dup) inframe_insertion
IGLL5 chr22:23230347  ¢.116_117insACT p.(Leu39dup) inframe_insertion
IGLL5 chr22:23230373  ¢.142_149del p.(Gly48ArgfsTer41) frameshift_variant
IGLL5 chr22:23230388  ¢.155C>G p.(Pro52Arg) missense_variant
IGLL5 chr22:23230394  c.161C>T p.(Ala54Val) missense_variant
IGLL5 chr22:23230394  c¢.161C>T p.(Ala54Val) missense_variant
IGLL5 chr22:23230394  c¢.161C>T p.(Ala54Val) missense_variant
IGLL5 chr22:23230397  ¢.164C>G p.(Ser55Ter) stop_gained
IGLL5 chr22:23230415  ¢.182C>G p.(Ser61Cys) missense_variant
IGLL5 chr22:23230415  ¢.182C>G p.(Ser61Cys) missense_variant
IGLL5 chr22:23230432  ¢.202_203dup p.(Arg69AlafsTer41) frameshift_variant
IGLL5 chr22:23230434  c.201G>A p.(Trp67Ter) stop_gained
IGLL5 chr22:23230439  ¢.206G>A p.(Arg69Lys) missense_variant
IGLL5 chr22:23230440  ¢.206+1G>A splice_donor_variant
IGLL5 chr22:23230440  ¢.206+1G>C splice_donor_variant
IRF4 chr6:393206 c.49_54delinsATGAGA  p.(Vall7_Ser18delinsMetArg) missense_variant
IRF4 chr6:393324 c.172_173delinsAA p.(Gly58Asn) missense_variant
IRF4 chr6:393341 c.189C>A p.(Asn63Lys) missense_variant
IRF4 chr6:394899 €.295T>C p.(Cys99Arg) missense_variant
IRF8 chr16:85942671  ¢.250T>C p.(Cys84Arg) missense_variant
IRF8 chr16:85942674  c.253G>A p.(Alag85Thr) missense_variant
IRF8 chr16:85954865  c.1262del p.(Asn421ThrfsTer32) frameshift_variant
IRF8 chr16:85954882  ¢.1275_1276insTG p.(Val426TrpfsTer28) frameshift_variant
IRF8 chr16:85954883  ¢.1276G>A p.(Val426lle) missense_variant
IRF8 chr16:85954887  c.1280A>C p.(Terd27SerextTer24) stop_lost
KLHL6 chr3:183210327  c.1519A>G p.(Lys507Glu) missense_variant



Gen

KLHL6

KLHL6

KLHL6

KLHL6

KLHL6

KLHL6

KLHL6

KMT2C
KMT2C
KMT2C
KMT2C
KmMT2C
KmMT2C
KMT2C
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D

Posicion
cromosomica
chr3:183210419
chr3:183211915
chr3:183273161
chr3:183273174
chr3:183273228
chr3:183273248
chr3:183273257
chr7:151879276
chr7:151879448
chr7:151882659
chr7:151882659
chr7:151970884
chr7:151970884
chr7:152027693
chr12:49415846
chr12:49416088
chr12:49416111
chrl2:49416416
chr12:49416443
chr12:49416500
chr12:49418394
chr12:49418394
chr12:49419963
chr12:49420073
chr12:49420098
chr12:49420622
chr12:49420670
chr12:49421628
chr12:49421822
chr12:49422612
chr12:49422842
chr12:49422877
chr12:49423253
chr12:49424062
chr12:49424172
chrl2:49424442
chr12:49424494
chr12:49424494
chr12:49424494
chr12:49424681
chr12:49424709
chr12:49424990
chr12:49425239
chr12:49425446
chr12:49425473
chr12:49425473
chr12:49425498
chr12:49425509
chr12:49425787

Cambio
nucleétido
c.1427G>A
c.1302A>T
c.280_281delinsTA
€.268C>G
¢.210_213dup
c.194T>C
c.185T>C
¢.5669G>A
c.5497C>T
c.5065del
c.5065del
c.918T>G
c.918T>G
c.382A>T
¢.16501C>T
¢.16383_16386del
c.16363del
c.16295G>A
c.16268T>G
c.16211C>T
¢.16019G>C
¢.16019G>C
c.15784+2T>G
¢.15671_15675dup
c.15651G>A
c.15127A>T
¢.15079C>T
c.14601T>A
c.14485G>T
c.14381A>G
c.14251+2T>A
c.14217del
¢.14006C>G
c.13999+1G>A
c.13889del
¢.13780dup
€.13727_13728del
€.13727_13728del
€.13727_13728del
¢.13666A>T
¢.13636_13637del
€.13498C>T
€.13249C>T
€.13040_13041del
¢.13011_13014del
c.13011_13014del
€.12983_12989del
¢.12978dup
c.12701G>C

Cambio proteina

.(Gly476Glu)
.(Argd34Ser)
.(Ser94Tyr)
.(Leudg0Val)
(Thr72SerfsTer40)
.(Leub5Pro)
.(Leu62Pro)
.(Arg1890GIn)
.(GIn1833Ter)
.(Glu1689LysfsTer28)
.(Glu1689LysfsTer28)
.(Tyr306Ter)
(Tyr306Ter)
.(Lys128Ter)
p.(Arg5501Ter)
p.(lle5461MetfsTer4)
p.(lle5455Ter)
p.(Arg5432GIn)
p.(Val5423Gly)
p.(Ser5404Phe)
p.(Arg5340Pro)
p.(Arg5340Pro)

T T T T T T T T T T T T T T

p.(Cys5226ValfsTer19)
p.(Trp5217Ter)
p.(Thr5043Ser)
p.(Arg5027Ter)
p.(Tyr4867Ter)
p.(Glu4829Ter)
p.(Lys4794Arg)
p.(Val4740SerfsTer57)
p.(Ser4669Ter)

p.(Pro4630HisfsTer10)
p.(Ala4594GlyfsTer12)
p.(Phe4576CysfsTer29)
(Phe4576CysfsTer29)
(Phe4576CysfsTer29)
(Lys4556Ter)
(Arg4546GlyfsTer28)
(GIn4500Ter)
(GIn4417Ter)
(GIn4347ArgfsTer24)
(Thrd339llefsTer44)
(Thr4339llefsTer44)
(Ser4328PhefsTer54)
(Ser4327GInfsTer7)
(

p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.
p.(Serd234Thr)
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Consecuencia

missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
frameshift_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
stop_gained
frameshift_variant
frameshift_variant
stop_gained
stop_gained
stop_gained
stop_gained
frameshift_variant
frameshift_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
splice_donor_variant
frameshift_variant
stop_gained
missense_variant
stop_gained
stop_gained
stop_gained
missense_variant
splice_donor_variant
frameshift_variant
stop_gained
splice_donor_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
stop_gained
frameshift_variant
stop_gained
stop_gained
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant

missense_variant
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Gen

KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D

Posicion
cromosomica
chr12:49426832
chr12:49426955
chr12:49427243
chrl2:49427243
chr12:49427453
chr12:49427564
chr12:49427654
chr12:49427919
chr12:49428364
chr12:49428364
chr12:49428445
chr12:49428450
chr12:49431178
chr12:49431178
chr12:49431178
chr12:49431401
chr12:49431628
chr12:49431763
chr12:49431885
chr12:49432000
chr12:49432281
chr12:49432281
chr12:49432341
chr12:49432341
chr12:49432341
chr12:49432341
chr12:49432358
chr12:49432396
chr12:49432408
chr12:49432742
chr12:49432774
chr12:49433311
chr12:49433343
chr12:49433370
chr12:49433524
chr12:49433524
chr12:49433650
chr12:49433745
chr12:49433782
chr12:49433786
chr12:49433786
chr12:49434075
chr12:49434136
chr12:49434307
chr12:49434353
chr12:49434567
chr12:49434818
chr12:49434957
chr12:49434957

Cambio
nucleétido
¢.11656C>T
c.11533C>T
¢.11245G>T
¢.11245G>T
c.11035C>T
€.10924C>T
€.10834C>T
c.10670del
¢.10440+1G>A
c.10440+1G>A
¢.10360C>T
¢.10356-1G>A
c.9961C>T
€.9961C>T
€.9961C>T
€.9733_9737del
c.9510del
€.9376G>T
c.9253del
c.9139T>A
c.8853_8857del
c.8853_8857del
c.8796_8797del
c.8796_8797del
€.8796_8797del
¢.8796_8797del
¢.8776_8780del
c.8743C>T
¢.8727_8730del
c.8397T>A
c.8367-2A>C
€.8132_8135del
€.8104C>T
c.8076del
€.8027_8028del
€.8027_8028del
€.7903C>T
¢.7807dup
¢.7769_7770dup
c.7766del
c.7766del
c.7478G>A
c.7417C>T
c.7246C>T
¢.7199dup
€.6985_6986insA
c.6734del
c.6595del
c.6595del

Cambio proteina

GIn3886Ter)
GIn3845Ter)
Gly3749Ter)
Gly3749Ter)
GIn3679Ter)
GIn3642Ter)
GIn3612Ter)
Pro3557GInfsTer101)

T T T T T T T T

p.(GIn3454Ter)

p.(Arg3321Ter)
p.(Arg3321Ter)
p.(Arg3321Ter)
p.(Leu3245ProfsTer4)
p.(Pro3172HisfsTer25)
p.(Gly3126Ter)
p.(Leu3085CysfsTer34)
p.(Phe3047Ile)
p.(His2951GInfsTer20)
p.(His2951GInfsTer20)
p.(Lys2933ThrfsTer8)
p.(Lys2933ThrfsTer8)
p.(Lys2933ThrfsTer8)
p.(Lys2933ThrfsTer8)
p.(Val2926ArgfsTer14)
Arg2915Ter)
Ser2910ArgfsTer32)

(
-
it
(Tyr2799Ter)

p
P
P

Ala2711GlufsTer21)
GIn2702Ter)
.(GIn2693SerfsTer40)
p.(Glu2676AlafsTer47)
p.(Glu2676AlafsTer47)
p.(Arg2635Ter)
p.(Glu2603GlyfsTer52)
p.(Gly2591ArgfsTer101)
p.(Pro2589HisfsTer102)
p.(Pro2589HisfsTer102)
p.(Gly2493Glu)
p.(GIn2473Ter)
p.(GIn2416Ter)
p.(Arg2401SerfsTer33)
p.(Ala2329AspfsTer48)
p.(Leu2245ProfsTer19)
p.(Tyr21991lefsTer65)
p.(Tyr21991lefsTer65)

p.(
p.(
P

Consecuencia

stop_gained
stop_gained
stop_gained
stop_gained
stop_gained
stop_gained
stop_gained
frameshift_variant
splice_donor_variant
splice_donor_variant
stop_gained
splice_acceptor_variant
stop_gained
stop_gained
stop_gained
frameshift_variant
frameshift_variant
stop_gained
frameshift_variant
missense_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
stop_gained
frameshift_variant
stop_gained
splice_acceptor_variant
frameshift_variant
stop_gained
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
stop_gained
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
missense_variant
stop_gained
stop_gained
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant

frameshift_variant



Gen

KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D

KMT2D

KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
MEF2B
MEF2B
MEF2B
MEF2B

Posicion
cromosomica
chr12:49435056
chr12:49436593
chr12:49436662
chr12:49436872
chr12:49437701
chr12:49438018
chr12:49438072
chr12:49438273
chr12:49438708
chr12:49440076
chr12:49441815
chr12:49441847
chr12:49441847
chr12:49442553
chr12:49443490
chr12:49443561
chr12:49443762
chr12:49443896
chr12:49444022
chr12:49444041
chr12:49444193
chr12:49444552
chr12:49444701

chr12:49446466

chr12:49446697
chr12:49446697
chr12:49446816
chrl2:49447077
chr12:49447106
chr12:49447308
chr12:49447361
chr12:49447381
chr12:49447381
chr12:49447385
chr12:49447875
chr12:49447875
chrl12:49447875
chr12:49447875
chr12:49448103
chr12:49448103
chr12:49448362
chr12:49448364
chrl2:49448447
chr12:49448535
chr12:49448750
chr19:19256608
chr19:19258565
chr19:19258629
chr19:19258629

Cambio
nucleétido
c.6496del
c.5713C>T
c.5645-1G>T
¢.5627_5630del
c.5269C>T
¢.5153C>T
c.5098del
c.4995del
c.4780_4781del
c.4549del
c.4168dup
c.4135_4136del
c.4135_4136del
c.4021-1G>A
€.3880delT
€.3808_3809del
c.3608del
€.3475G>T
c.3344_3348del
€.3325_3329dup
c.3168_3177del
c.2819C>A
c.2764del

€.1137_1139delinsCG
GG

c.1112+1G>A
c.1112+1G>A
c.993del
c.866del
c.840-2A>G
€.785_789del
c.736dup
c.717T>A
c.717T>A
c.713T>A
c.558dup
c.558dup
c.558dup
c.558dup
c.497C>A
c.497C>A
€.349C>T
c.346del
c.263del
c.177-1G>A
c.108del
¢.1105T>C
c.335A>G
c.271A>G
c.271A>G

Cambio proteina

p.(GIn2166ArgfsTer98)
p.(GIn1905Ter)

.(Asp1876GlyfsTer38)
.(Argl757Ter)
.(Ala1718Val)
.(Met1700TrpfsTer22)
.(Lys1665AsnfsTer57)
(Glu1594AsnfsTer8)
.(Glu1517ArgfsTer4)
.(Ala1390GlyfsTer42)
.(Met1379ValfsTer52)
.(Met1379ValfsTer52)

T T T T T T T T T T

p.(Ser1294ProfsTer36)
p.(Ser1270ThrfsTer15)
p.(Asp1203AlafsTer9)
p.(Glu1159Ter)
p.(Phel115TrpfsTer13)
p.(Alal111ProfsTer10)
p.(Ser1056ArgfsTer3)
p.(Ser940Ter)
p.(Glu922SerfsTer8)

p.(Thr380GlyfsTer4)

p.(Glu332AsnfsTer2)
p.(Leu289TrpfsTerl5)

p.(Ala262GlufsTer9)
p.(Ser246LysfsTer27)
p.(Cys239Ter)
p.(Cys239Ter)
p.(Leu238Ter)
p.(Pro187ThrfsTer33)
p.(Pro187ThrfsTer33)
p.(Pro187ThrfsTer33)
.(Pro187ThrfsTer33)
.(Ser166Ter)
.(Ser166Ter)
(GIn117Ter)
.(Ser116HisfsTer14)
.(Pro88HisfsTer42)

T T T T T T

p.(His37MetfsTer93)
p.(Ter369GInextTer68)
p.(Lys112Arg)
p.(Arg91Gly)
p.(Arg91Gly)
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Consecuencia

frameshift_variant
stop_gained
splice_acceptor_variant
frameshift_variant
stop_gained
missense_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
splice_acceptor_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
stop_gained
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
stop_gained

frameshift_variant
frameshift_variant

splice_donor_variant
splice_donor_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
splice_acceptor_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
stop_gained
stop_gained
stop_gained
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
frameshift_variant
stop_gained
stop_gained
stop_gained
frameshift_variant
frameshift_variant
splice_acceptor_variant
frameshift_variant
stop_lost
missense_variant
missense_variant

missense_variant
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Gen Posicion Cambio Cambio proteina Consecuencia
cromosémica nucleétido
MEF2B chr19:19260045  c.248A>T p.(Asp83Val) missense_variant
MEF2B chr19:19260045  c.248A>G p.(Asp83Gly) missense_variant
MEF2B chr19:19260045  c.248A>T p.(Asp83Val) missense_variant
MEF2B chr19:19260045  c.248A>T p.(Asp83Val) missense_variant
MEF2B chr19:19260045  c.248A>C p.(Asp83Ala) missense_variant
MEF2B chr19:19260045  c.248A>C p.(Asp83Ala) missense_variant
MEF2B chr19:19260084  ¢.209C>G p.(Thr70Arg) missense_variant
MEF2B chr19:19260084  ¢.209C>G p.(Thr70Arg) missense_variant
MEF2B chr19:19260088  ¢.205T>C p.(Tyr69His) missense_variant
MEF2B chr19:19260088  ¢.205T>C p.(Tyr69His) missense_variant
MEF2B chr19:19260124  ¢.169T>G p.(Tyr57Asp) missense_variant
MEF2B chr19:19260193  ¢.98_99del p.(Tyr33Ter) frameshift_variant
MEF2B chr19:19260214  ¢.79G>A p.(Gly27Arg) missense_variant
MEF2B chr19:19260214  c.79G>A p.(Gly27Arg) missense_variant
MEF2B chr19:19260224  c.69G>T p.(Lys23Asn) missense_variant
MEF2B chr19:19261528  c.17T>A p.(lle6Asn) missense_variant
MEF2B chr19:19261535  c.10A>G p.(Lys4Glu) missense_variant
MEF2B chr19:19261535  c.10A>G p.(Lys4Glu) missense_variant
MEF2B chr19:19261538  c.7A>G p.(Arg3Gly) missense_variant
mMyc chr8:128750692  ¢.229T>G p.(Ser77Ala) missense_variant
NOTCH1 chr9:139390767  c.7424C>T p.(Pro2475Leu) missense_variant
NOTCH1 chr9:139399434  ¢.4709C>T p.(Alal570Val) missense_variant
NOTCH1 chr9:139413934  ¢.826G>A p.(Val276Met) missense_variant
NOTCH2 chr1:120496288  c.2243G>A p.(Gly748Asp) missense_variant
PAX5 chr9:36966544 c.780+2T>A splice_donor_variant
PAX5 chr9:37002663 c.586A>T p.(Lys196Ter) stop_gained
PAX5 chr9:37002702 c.547G>C p.(Gly183Arg) missense_variant
PAX5 chr9:37002713 c.536A>T p.(Tyr179Phe) missense_variant
PIK3CA chr3:178916726  c.113G>A p.(Arg38His) missense_variant
PIM1 chr6:37138308 ¢.230G>C p.(Ser77Thr) missense_variant
PIM1 chr6:37138412 c.334C>G p.(His112Asp) missense_variant
PIM1 chr6:37138414 c.336C>A p.(His112GlIn) missense_variant
PIM1 chr6:37138424 c.346C>G p.(Leull6Val) missense_variant
PIM1 chr6:37138424 c.346C>G p.(Leull6Val) missense_variant
PIM1 chr6:37138424 c.346C>G p.(Leull6Val) missense_variant
PIM1 chr6:37138791 c.497C>T p.(Ser166Phe) missense_variant
PIM1 chr6:37138805 c.511C>T c.(511C>T(p.=)) splice_region_variant
PIM1 chr6:37138805 c.511C>T c.(511C>T(p.=)) splice_region_variant
PIM1 chr6:37138937 ¢.550C>G p.(Leul84Val) missense_variant
PIM1 chr6:37139063 c.676G>A p.(Glu226Lys) missense_variant
PIM1 chr6:37139210 c.823C>T p.(Leu275Phe) missense_variant
PLCG2 chrl6:81944262  c.1871G>A p.(Cys624Tyr) missense_variant
PLCG2 chr16:81944262  ¢.1871G>A p.(Cys624Tyr) missense_variant
PLCG2 chr16:81953208 ¢.2174T>A p.(Leu725His) missense_variant
RRAGC chr1:39321486 c.535A>G p.(Lys179Glu) missense_variant
RRAGC chr1:39322645 c.347A>T p.(Asp116Val) missense_variant
RRAGC chr1:39322649 c.3437>C p.(Trp115Arg) missense_variant
RRAGC chr1:39322684 c.308A>G p.(Asp103Gly) missense_variant
RRAGC chr1:39322691 €.298_300dup p.(Tyr100dup) inframe_insertion



Gen

RRAGC
RRAGC
RRAGC
RRAGC
RRAGC
RRAGC
RRAGC
RRAGC
RRAGC
RRAGC
RRAGC
RRAGC
RRAGC
RRAGC
RRAGC
SGK1
SGK1
SGK1
SGK1
SGK1
SMARCA4
SMARCA4
SMARCA4
50Cs1
50Cs1
S0Cs1
S0Cs1
50Cs1
S0Cs1
SOCs1
50Cs1
50Cs1
S0Cs1
50Cs1
50Cs1
SOCs1
S0Cs1
50Cs1
50Cs1
S0Cs1
50Cs1
50Cs1
ST6GAL1
STAT6
STAT6
STAT6
STAT6
STAT6
STAT6

Posicion
cromosomica
chr1:39322696
chr1:39322697
chr1:39322697
chr1:39322702
chr1:39322723
chr1:39322732
chr1:39322732
chr1:39322737
chr1:39322737
chr1:39325092
chr1:39325095
chr1:39325095
chr1:39325096
chr1:39325098
chr1:39325134
chr6:134492843
chr6:134492843
chr6:134493876
chr6:134495154
chr6:134495724
chr19:11138543
chr19:11143993
chr19:11143993
chr16:11348711
chr16:11348807
chr16:11348837
chr16:11348893
chr16:11348945
chr16:11348972
chr16:11349059
chr16:11349080
chr16:11349099
chr16:11349137
chr16:11349174
chr16:11349176
chr16:11349287
chr16:11349290
chr16:11349290
chr16:11349316
chr16:11349329
chr16:11349331
chr16:11349331
chr3:186761047
chr12:57493818
chr12:57493819
chr12:57493830
chr12:57496661
chr12:57496661
chr12:57496661

Cambio
nucleétido
c.296T>A
C.295A>T
c.295A>T
c.290A>G
€.269C>A
€.260C>T
€.260C>T
€.255G>A
c.255G>A
€.226_227delinsAA
€.224C>T
C.224C>T
€.223T>G
c.221A>G
c.185C>G
€.1099C>T
€.1099C>T
c.871G>A
¢.501_502delinsTG
c.362C>G
€.3299T>C
c.3574C>5T
c.3574C>T
€.625T>C
c.529C>G
€.499C>T
c.443T>C
c.391C>T
c.364G>A
€.265_276del
c.256G>T
c.237C>G
c.199A>T
c.162C>A
c.160C>G
c.46_49delinsACAA
c.46G>T
c.46G>A
c.20T>C
c.7G>A
c.5T>C
c.5T>A
¢.556G>C
c.1568A>G
c.1567G>A
c.1556A>T
c.1256A>G
c.1256A>G
c.1256A>C

Cambio proteina

p.(Lys74Arg)
p.(Pro62Arg)
p.(GIn367Ter)
p.(GIn367Ter)
p.(Glu291Lys)
p.(Pro168Ala)
p.(Ala121Gly)
p.(Leu1100Pro)
p.(Arg1192Cys)
p.(Arg1192Cys)
p.(Phe209Leu)
p.(Leul77Val)
p.(Argl67Cys)
p.(Phel148Ser)
p.(GIn131Ter)
p.(Gly122Arg)
p.(Ala89_Arg92del)
p.(Val86Leu)
p.(Phe79Leu)
p.(lle67Phe)
p.(His54GIn)
p.(His54Asp)

p.(Alal6_Alal7delinsThrThr)
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Consecuencia

missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
stop_gained
stop_gained
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
stop_gained
missense_variant
inframe_deletion
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
frameshift_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant

missense_variant



136

Gen Posicion Cambio Cambio proteina Consecuencia
cromosomica nucleétido
STAT6 chr12:57496661  c.1256A>G p.(Asp419Gly) missense_variant
STAT6 chr12:57496661  c.1256A>G p-(Asp419Gly) missense_variant
STAT6 chr12:57496661  c.1256A>G p.(Asp419Gly) missense_variant
STAT6 chrl2:57496661 c.1256A>G p.(Asp419Gly) missense_variant
STAT6 chr12:57496661  c.1256A>C p.(Asp419Ala) missense_variant
STAT6 chr12:57496661  c.1256A>G p-(Asp419Gly) missense_variant
STAT6 chr12:57496661  c.1256A>G p.(Asp419Gly) missense_variant
STAT6 chr12:57496662  c.1255G>A p.(Asp419Asn) missense_variant
STAT6 chr12:57496662  c.1255G>C p.(Asp419His) missense_variant
STAT6 chr12:57496662  c.1255G>A p.(Asp419Asn) missense_variant
STAT6 chr12:57496662  c.1255G>A p.(Asp419Asn) missense_variant
STAT6 chr12:57496671  ¢.1246G>C p.(Gly416Arg) missense_variant
STAT6 chr12:57496671  ¢.1246G>C p.(Gly416Arg) missense_variant
STAT6 chrl2:57496671  c.1246G>C p.(Gly416Arg) missense_variant
STAT6 chr12:57498329  c.1130A>G p.(Glu377Gly) missense_variant
STAT6 chr12:57498330 ¢.1129G>A p.(Glu377Lys) missense_variant
STAT6 chr12:57498345  c.1114G>A p.(Glu372Lys) missense_variant
STAT6 chr12:57498345  c.1114G>A p.(Glu372Lys) missense_variant
TET2 chr4:106157615  ¢.2518del p.(Leu840Ter) frameshift_variant
TNFAIP3 chr6:138196119  ¢.433G>T p.(Glul45Ter) stop_gained
TNFAIP3 chr6:138196859  c¢.523dup p.(Alal75GlyfsTer79) frameshift_variant
TNFAIP3 chr6:138199732  ¢.1150G>A p-(Asp384Asn) missense_variant
TNFAIP3 chr6:138199944  ¢.1368dup p.(Pro457AlafsTer16) frameshift_variant
TNFAIP3 chr6:138200458  ¢.1880_1881del p.(Cys627PhefsTer44) frameshift_variant
TNFRSF14 chr1:2488116 c.13G>T p.(Gly5Ter) stop_gained
TNFRSF14  chr1:2488123 €.20G>A p.(Trp7Ter) stop_gained
TNFRSF14  chrl:2488124 c.21G>A p.(Trp7Ter) stop_gained
TNFRSF14 chr1:2488138 c.35G>A p.(Trp12Ter) stop_gained
TNFRSF14 chr1:2488138 c.35G>A p.(Trp12Ter) stop_gained
TNFRSF14 chr1:2488138 c.35G>A p.(Trp12Ter) stop_gained
TNFRSF14 chr1:2488138 c.35G>A p.(Trp12Ter) stop_gained
TNFRSF14 chr1:2488139 c.36G>A p.(Trp12Ter) stop_gained
TNFRSF14  chr1:2488140 c.37A>T p.(Argl13Ter) stop_gained
TNFRSF14 chr1:2488165 c.63_69+3del splice_donor_variant
TNFRSF14 chr1:2488172 €.69G>C ¢.(69G>C(p.=)) splice_region_variant
TNFRSF14 chr1:2488174 €.69+2T>C splice_donor_variant
TNFRSF14 chr1:2489187 c.93delA p.(Ala32ProfsTer32) frameshift_variant
TNFRSF14 chr1:2489189 c.99delC p.(Cys34AlafsTer30) frameshift_variant
TNFRSF14 chr1:2489189 ¢.99dup p.(Cys34LeufsTer43) frameshift_variant
TNFRSF14 chr1:2489234 c.141_144dup p.(Val49ProfsTer29) frameshift_variant
TNFRSF14 chr1:2489235 c.140A>G p.(Tyr47Cys) missense_variant
TNFRSF14 chr1:2489235 c.140A>G p.(Tyr47Cys) missense_variant
TNFRSF14 chr1:2489258 c.163C>A p.(Pro55Thr) missense_variant
TNFRSF14 chr1:2489781 c.179-1G>A splice_acceptor_variant
TNFRSF14 chr1:2489781 c.179-1G>A splice_acceptor_variant
TNFRSF14 chr1:2489782 c.179G>A p.(Gly60Asp) splice_region_variant
TNFRSF14 chr1:2489818 c.218_219del p.(Thr73SerfsTer3) frameshift_variant
TNFRSF14 chr1:2489880 c.277T7>C p.(Cys93Arg) missense_variant
TNFRSF14 chr1:2489880 c.277T7>C p.(Cys93Arg) missense_variant



Gen

TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TNFRSF14
TP53

TP53

TP53

TP53

TP53

Posicion
cromosomica
chr1:2489886
chr1:2489889
chr1:2489892
chr1:2489908
chr1:2489908
chrl:2491261
chr1:2491289
chr1:2491303
chr1:2491304
chr1:2491313
chr1:2491332
chrl:2491336
chr1:2491337
chr1:2491337
chr1:2491360
chrl:2491366
chr1:2492067
chr1:2492074
chr1:2492074
chr1:2492110
chr1:2492154
chr1:2493109
chr1:2493120
chr1:2493153
chr1:2493163
chr1:2493169
chr1:2493255
chr1:2493258
chr1:2494616
chrl7:7577120
chrl7:7577120
chrl7:7577538
chr17:7578513
chrl7:7579584

Cambio
nucleétido
c.283C>T
c.286T>A
€.289C>T
¢.304+2dup
c.304+1G>A
€.305-1G>A
c.332G>A
c.348_364del
c.347A>T
c.356G>A
c.377delT
c.379T>C
¢.380G>A
c.380G>A
c.403T>C
€.409G>C
c.469_470del
c.472C>T
c.472C>T
c.513_514del
€.551+3_551+29del
¢.552-3C>T
¢.560G>A
¢.595_598dup
c.603G>A
€.609G>A
€.694+1G>C
€.694+4A>G
c.757del
c.818G>T
c.818G>T
c.743G>A
c.417G>C
c.102dup

Cambio proteina

p.(GIn95Ter)
p.(Cys96Ser)
p.(GIn97Ter)

p.(Cys111Tyr)
p.(Asn116LysfsTer112)
p.(Asnllélle)
p.(Cys119Tyr)
p.(Phel26SerfsTer64)
p.(Cys127Arg)
p.(Cys127Tyr)
p.(Cys127Tyr)
p.(Cys135Arg)
p.(Ala137Pro)
p.(GIn158GlyfsTer75)
p.(GIn158Ter)
p.(GIn158Ter)
p.(Pro172GInfsTer61)

p.(Trp187Ter)
p.(His200LeufsTer35)
p.(Trp201Ter)
p.(Trp203Ter)

p.(Thr253GInfsTer49)
p.(Arg273Leu)
p.(Arg273Leu)
p.(Arg248GIn)
p.(Lys139Asn)
p.(Pro36AlafsTer7)
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Consecuencia

stop_gained
missense_variant
stop_gained
splice_donor_variant
splice_donor_variant
splice_acceptor_variant
missense_variant
frameshift_variant
missense_variant
missense_variant
frameshift_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
frameshift_variant
stop_gained
stop_gained
frameshift_variant
splice_donor_variant,
splice_region_variant
stop_gained
frameshift_variant
stop_gained
stop_gained
splice_donor_variant
splice_region_variant
frameshift_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant

frameshift_variant
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