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Introduccion

LINFOMA DIFUSO DE CELULA GRANDE B (DLBCL)

DEFINICION

Las neoplasias linfoides son el sexto grupo mas frecuente de neoplasias' y
constituyen un conjunto heterogéneo de tumores del sistema linfatico derivados
de células en diferentes estadios de diferenciaciéon. Ademas de sus distintos
origenes celulares, se caracterizan por diferencias en su evolucion clinica,

. Lo 2
factores de riesgo y su prondstico”.

En las tultimas décadas, la clasificacion de las neoplasias linfoides ha
tenido grandes cambios debido a los avances en biologia molecular, genética e
inmunologia®”. En el afio 2001, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
introdujo una nueva clasificacion basada en los criterios REAL (Revised
European-America Lymphoma) y FAB (French-America-British), estableciendo
un consenso para todas las neoplasias hematopoiéticas6. La OMS? divide las
neoplasias linfoides en funcién de la linea celular de la que proceden mediante su
inmunofenotipo. Se han reconocido tres categorias principales: neoplasias de
células B, de células T/NK y linfomas de Hodgkin. Dentro de la categoria de
células B y T/NK, se han reconocido dos grupos principales: neoplasias
precursoras, que corresponden a los estadios mas tempranos de diferenciacion, y

neoplasias periféricas o maduras, que corresponden a estadios mas diferenciados.

Las neoplasias de células B maduras representan el 85% de todos los
linfomas no-Hodgkin (LNH). Son mas frecuentes en paises desarrollados, con
indices altos en Australia y Norteamérica, intermedios en Europa (excepto
Europa Occidental) e Islas Pacificas y relativamente bajos en Asia y Europa
Occidental’. Los subtipos maés frecuentes son el linfoma folicular (LF) y el

linfoma difuso de célula grande B (DLBCL)Z.



Introduccion

El DLBCL representa el 30-40% de todos los linfomas de tipo B®. Este
linfoma se produce sobre todo en adultos, con una edad media de alrededor de 70
afios, aunque también se puede ver en adultos jovenes e incluso en nifios’ y suele

, : 1
ser mas frecuente en hombres que en mujeres'”.

El DLBCL se define como una “proliferaciéon difusa de linfocitos B
neoplasicos grandes, con un tamafio nuclear igual o mayor al de un macrofago

normal o mas de dos veces el tamafio de un linfocito normal™ (figura 1).

Figura 1: Fotografia de DLBCL (aumento 20X). En la
imagen, se puede apreciar algin linfocito normal (sefialado
con flecha) y una proliferacion de células B grandes. Detalle a
mayor aumento (60X) de las células neoplasicas.

El DLBCL es morfoloégicamente muy diverso y se puede dividir en
variantes comunes y raras. Se han descrito tres variantes comunes principales: la
centroblastica, la inmunoblastica y la anaplasica’ (figura 2). Dentro de estas tres
variantes, la mas comun es la centroblastica (figura 2A), con abundancia de
centroblastos, que son células linfoides de tamafio mediano o grande, con forma
oval o redondeada, un nucleo vesicular con abundante cromatina y de dos a

cuatro nucleolos marginales adyacentes a la membrana nuclear. El citoplasma es
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usualmente escaso. En algunos casos, el tumor es monomorfico, compuesto por
centroblastos (> 90%). Sin embargo, en la mayoria de los casos es polimoérfico,

con mezcla de centroblastos e inmunoblastos.

En la variante inmunoblastica (figura 2B), mas del 90% de las células son
inmunoblastos, con un Unico nucleolo localizado en el centro y una cantidad
apreciable de citoplasma. También puede haber inmunoblastos con

diferenciacion plasmacitoide.

Por tltimo, la variante anaplésica (figura 2C) se caracteriza por células
ovales o poligonales de tamafio muy grande, con nucleos pleomoérficos y algunas
de ellas pueden parecerse a células de Hodgkin o Reed-Stenberg. Las células
pueden presentar un patréon de crecimiento sinusoidal y/o cohesivo y pueden

imitar al carcinoma indiferenciado.
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Figura 2: Imégenes
microscopicas de las principales
variantes morfoldgicas de

DLBCL: variante centroblastica
(A), variante inmunoblastica (B) y
variante anaplasica (C) (Hematol
Oncol Clin N Am 2009; 23:791-
827).
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El DLBCL es, por lo tanto, un tumor muy heterogéneo en apariencia
morfoldgica, asi como en cuanto a otras caracteristicas clinicopatélégicaslo. El
inmunofenotipo de estos linfomas es variable (por ejemplo, proteinas como
CD10, Bcl-6 o Bcl-2 pueden expresarse o no). Esta diferencia se debe a que los
DLBCL pueden originarse de linfocitos B en diferentes estadios de
diferenciacion: algunos se originan de linfocitos del centro germinal (CG) y otros
de células B post-CG (figura 3). También las alteraciones genéticas son
variables, no habiendo una alteracion que tipifique el DLBCL. Las mutaciones
somaticas afectan a multiples genes, como PIMI, MYC, RHOH/TTF (ARHH) y
PAX5, que se encuentran en mas del 50% de los casos y pueden contribuir en la
oncogénesis. La translocacion mas frecuente se da en la region 3q27,
involucrando al gen BCL6. La translocacion del gen BCL2 (por ejemplo,
t(14;18)) se ve en el 20-30% de los casos y la de MYC en menos del 10% de los
casos’. También el prondstico es variable, ya que el 60-70% de los pacientes
sobreviven, pero el 30-40% fallecen antes de 5 afios. Esta heterogeneidad ha
llevado a numerosos investigadores a estudiar la biologia de los DLBCL,
centrandose en el lugar donde se originan y desarrollan'”. Algunos trabajos
realizados en este ambito han propuesto que esta heterogeneidad podria ser en

parte debida a la localizacion anatémica del linfoma''.
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Figura 3: Diagrama representativo de la diferenciacion de células
B en relacion a las mas frecuentes neoplasias de estas células.
Algunos DLBCLs se generan de las células B del CG, mientras
que otros se generan de las células plasmaticas post-CG (Lyon:
IARC; 2008)>.

Los DLBCL, normalmente, se generan en los ganglios linfaticos, pero
pueden tener una localizacion extranodal aproximadamente en el 40% de los
casos (figura 4), siendo la localizacién mas frecuente el tracto gastrointestinal

(estdomago y zona ileocecal)’.
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Extranodal (>40 %)

Nodal —

capsule . € - afferent lymph follicle

— vessel

Figura 4: Localizaciones donde se puede dar el DLBCL, nodal o
extranodal.

Se han descrito diferencias clinicopatoldgicas entre DLBCL nodales y
extranodales. Moller y cols.'> observaron que en los casos en estadio I los
extranodales tenian peor pronodstico y en los de estadio IV la supervivencia era
mayor que la de los casos nodales. Ademas de estas diferencias clinicas, Jehan y
cols.” describieron diferencias en el perfil de expresién de genes entre casos
nodales y extranodales. Tras analizar 19 casos nodales y 8 extranodales mediante
matrices de expresion, detectaron 218 genes desigualmente expresados entre los
dos grupos. También se han descrito diferencias entre distintas localizaciones
extranodales. Lopez-Guillermo y cols.'* analizaron diferencias clinicopatoldgicas
en un total de 382 casos segun su localizacidon, observando que en los casos
extranodales, especificamente en los del tracto gastrointestinal, la expresion de
Bcl-6 era més frecuente. Los casos localizados en el anillo de Waldeyer y el
tracto gastrointestinal se presentaban con estadio temprano, sin infiltracion de la
médula 6sea, nivel de LDH normal y un IPI (indice pronostico internacional)
bajo o intermedio/bajo, ademés de presentar una mejor supervivencia que los

pacientes con DLBCL nodal o de otras localizaciones extranodales (figura 5). Por
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otro lado, Connor y cols.” analizaron la expresion de CD10, Bcl-6, MUM-1,
Bcl-2 y p53 en 15 DLBCL gastricos y 14 intestinales y describieron diferencias

inmunofenotipicas entre estas dos localizaciones extranodales.

10

08 ~
o< -
" QW 00« + -,
06 be 0 m = = COPOITr OO O O = Om = = O
% .
Pl @ siware seee Osieres aay o

Probability

/

!
ﬁ

i,
(]
|

e Waldeyer’s
o2t -—---Gl
— = Other extranodal
— Nodal
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Years

Figura 5: Supervivencia global de 382 pacientes con DLBCL
segun su localizacion (anillo de Waldeyer, tracto
gastrointestinal (GI), otros sitios extranodales o nodales) (J
Clin Oncol 2005; 23:2797-804)".

Las diferencias clinicopatoldgicas y pronodsticas observadas en el DLBCL
parecen ser en parte determinadas por su localizacion'’. Entre los DLBCL

. . , r 2
extranodales, una de las localizaciones mas frecuentes es el estdmago”.
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DLBCL GASTRICO

El DLBCL gastrico representa el 40-70% de los linfomas gastricos. Se
produce, al igual que los nodales, mas frecuentemente en hombres y la edad
media de presentacion es entre 50 y 60 afios. Su presentacion clinica es similar a
la del cancer géastrico, siendo los sintomas mas frecuentes dolor epigéastrico,

dispepsia y pérdida de peso'®.

Histologicamente, el DLBCL géastrico estd compuesto por células grandes,
con un nucleo vesicular y un nucleolo prominente, un citoplasma basofilico y un
indice de proliferacion de moderado a alto. Las lesiones se caracterizan por una
intensa infiltracion de linfocitos neoplasicos en la lamina propia gastrica. En la

mayoria de los casos, las células predominantes son centroblastos o

. - , 1
inmunoblastos, siendo lo mas frecuente una mezcla de ambas'” (figura 6).

Figura 6: Imagen microscopica de mucosa gastrica sana (A) y DLBCL gastrico (B)
(5X), y detalles a mayor aumento (20X).

10
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La etiologia de los DLBCL gastricos es aun desconocida. Normalmente,
suelen ser tumores de novo, pero también pueden ser una progresion o
transformacién de otros linfomas menos agresivos, como el linfoma MALT
(linfoma del tejido linfoide asociado a las mucosas). De hecho, algunos DLBCL

aparecen con linfoma MALT asociado’.

En el caso de los linfomas MALT gastricos, estd aceptado que la mayoria
de los casos se generan debido a la infeccion por la bacteria Helicobacter pylori
(H. pylori), ya que el 90% de los casos presentan infeccion'®. En los DLBCL
gastricos, a pesar de que la bacteria también se encuentra en el 35% de los casos,

su papel en la evolucion del tumor es discutido'”.

Otra causa etiologica del linfoma MALT es la t(11;18)(q21;921), que
aparece en el 30% de los casos (figura 7A)'°. Esta translocacion produce la
proteina de fusion API2-MALTI, que es capaz de activar la via de NF-xB'
(figura 7B), la cual tiene un papel importante en la respuesta inmune,
inflamatoria y apoptética y es esencial para la supervivencia y activacion de los
linfocitos. La activacion constitutiva de NF-xB parece ser determinante en la

patogénesis de los linfomas MALT".

11
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Figura 7: A: Representacion esquematica de las diferentes variantes de la proteina de
fusion API2-MALT]I segtin los puntos de rotura que dan lugar a la t(11;18) (Apoptosis
2005; 10:25-34)". B: Mecanismo del efecto antiapoptotico de la proteina de fusion
API2-MALTTI. La estimulacion del receptor de células T (TCR) o B (BCR) promueve la
oligomerizacion de CARMAL1, BCL10 y MALT1; este complejo induce la ubiquitinacion
de NEMO vy la activacion de NF-kB, que conlleva a la accion antiapoptotica. La proteina
API2-MALT1 también puede ejercer este efecto antiapoptdtico mediante la inhibicion de
los reguladores de apoptosis mitocondrial, como Smac y HtrA2. (Pathol Int. 2007;
57(8):474-84)".

Hasta hace poco se proponia que los linfomas MALT géastricos con la
t(11;18) no progresaban a DLBCL gastrico, ya que la alteracién no se encontraba

135 Por lo tanto, la presencia de la t(11;18) podia considerarse

en estos linfomas
como un factor de no progresion a alto grado en los linfomas MALT. Sin
embargo, trabajos recientes han encontrado esta translocacion en el 14-19% de
los DLBCL gastricos, lo que indicaria que los MALT géstricos con la alteracion
627

ro: .y , . 2
cromosomica también pueden progresar a DLBCL gastricos (figura 8) y
cuestionaria la utilizacion de esta translocaciéon como marcador de buen

prondstico.

12



Introduccion

De novo
DLBCL -~

gastricos ™. | infoma MALT

35% H. pylori
20% t(11;18)

Figura 8: Esquema de la posible etiologia del DLBCL gastrico.

TRATAMIENTO

Hoy en dia, el tratamiento de los DLBCL gastricos aun no estd bien
definido™®. Hasta hace poco, la primera linea de tratamiento consistia en una
gastrectomia (extirpacion quirurgica del estdmago), pero en los ltimos afios esta
practica se ha ido eliminando, a pesar de que su papel en la evolucion del
paciente es controvertido. Algunos estudios sugieren que esta cirugia mejora la
supervivencia y previene complicaciones como la perforacion, la obstruccién y la

29-30

hemorragia™ . Sin embargo, otros estudios retrospectivos sugieren que un

tratamiento conservador sin cirugia tiene los mismos o mejores resultados que la
gastrectomia®®’",

Actualmente, el tratamiento de los DLBCL, independientemente de su
localizacion, suele consistir en quimioterapia basada en antraciclinas:
epirubicina, o adriamicina o mitoxantrone combinado con ciclofosfamida,
vincristina y prednisona (regimenes CHOP, CEOP o CNOP). Este coctel
quimioterapico puede estar combinado con Rituximab'®, un anticuerpo
monoclonal que reconoce las moléculas CD20 de los linfocitos y mejora

notablemente la supervivencia de los LNH de células B, Aunque el efecto de la

13
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incorporacion de Rituximab a la quimioterapia no ha sido probado en un ensayo
clinico con un gran numero de pacientes con DLBCL gastrico, Rituximab se
afiade debido a su probado beneficio terapéutico en el DLBCL nodal'.
Recientemente, un trabajo con 75 DLBCL gastricos ha comprobado que

. . -y . . . . 33
Rituximab también mejora la supervivencia en estos linfomas™.

En los ultimos afios, se ha propuesto que los DLBCL géastricos con
presencia de H. pylori podrian tratarse con antibidticos para la erradicacion de la
bacteria. Esta terapia es el tratamiento inicial de los pacientes con linfoma MALT
infectados por H. pylori y que no presentan la t(11;18). Los antibidticos, al
erradicar la bacteria, interrumpen el estimulo inflamatorio que favorece el
crecimiento del tumor. Esta terapia tiene como resultado la remisién completa del
linfoma MALT en el 70% de los pacientes, en un tiempo variable desde muy
pocos meses hasta mas de 12 meses®*. Aunque hasta hace poco se pensaba que
los DLBCL gastricos eran independientes del estimulo por H. pylori,
recientemente se ha propuesto que el DLBCL géastrico infectado por la bacteria
también puede ser dependiente de ésta, observandose casos de remision completa
del linfoma con terapia antibidtica, no solo en pacientes con DLBCL gastrico con

MALT asociado, sino también en pacientes sin areas de MALT*>*

. Por ejemplo,
un estudio reciente que analizo6 esta terapia en 15 pacientes con DLBCL géstrico
en estadio I, sin areas de MALT y con infeccion por H. pylori, observo la
remision completa del linfoma en 4 de los casos (26,7%), proponiendo la
erradicacion de H. pylori como primera linea de tratamiento en pacientes con
DLBCL gastrico en estadio I, superficial y sin invasion de la submucosa, aunque

en pacientes con la enfermedad mas avanzada este tratamiento no parece

.40
efectivo .

Aunque el pronostico del DLBCL gastrico es en general bueno,

aproximadamente el 20% de los pacientes no sobreviven a los 5 afios'’. Por ello,

14
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seria de gran utilidad disponer de marcadores prondsticos que pudiesen predecir

la evolucion y ajustar el tratamiento para estos casos con peor prondstico.

MARCADORES PRONOSTICOS ACTUALES EN EL
DLBCL GASTRICO

PARAMETROS CLINICOS

Al principio de la década de los 90, el “Proyecto Internacional de Factores
Prondstico en Linfomas No-Hodgkin” desarrollo el Indice Pronéstico

Internacional (IPI), que tiene en cuenta 5 factores de riesgo clinicos":

* Edad > 60 afos

* EstadiolllalV

* Localizaciones extranodales > 1
* Estado general > 2

e LDH > 1 vez aumentado

Se identificaron cuatro grupos de riesgo en DLBCL nodales (bajo, bajo-
intermedio, alto-intermedio y alto), segin el numero de factores positivos que
presenta el paciente. Con este indice, el porcentaje de pacientes que sobreviven a
los 5 afios va disminuyendo segin aumenta el nimero de factores de riesgo®,
aunque tanto en el grupo de IPI bajo como en el alto hay casi un 30% de
pacientes que quedan mal clasificados. Cuando este indice se probd en casos
gastricos, no mostré la misma eficacia, presentando supervivencias similares en

los pacientes de IPI bajo y alto (IPI bajo 91% e IPI alto 71%)’"** (Tabla 1).

15



Introduccion

Tabla 1: Pronéstico de DLBCL nodales y gastricos basado en el Indice Prondstico
Internacional (IPI)

N°de factores  SG 5-afios (%)* SG 5-afios (%)**
DLBCL nodales DLBCL gastricos

Bajo 061 73 91
Bajo intermedio 2 51 63
Alto intermedio 3 43 64
Alto 4065 26 71

Abreviaturas; SG: supervivencia global
* N Engl J Med, 1993; 329:987-94*!
** Clin Lab Haematol, 1997; 20(5):297-302*

En DLBCL gastricos, se han asociado diferentes parametros clinicos con la

. : : 7 - 29 729,30
supervivencia. Por ejemplo, el género femenino™, la gastrectomia™

, el grado
histolégico bajo y un buen estado general® se han asociado con mejor
pronéstico, mientras que una edad superior a 60 afios’’, unos niveles aumentados
de LDH” y de B,-microglobulina ($2-MG)* y la afectacion ganglionar® se han
asociado con menor supervivencia, si bien el valor prondstico de estos

parametros es discutido.

PERFIL DE EXPRESION GENETICO

En el afio 2000, Alizadeh y cols.*, partiendo de la hipotesis de que la
heterogeneidad clinica de los DLBCL era el reflejo de una heterogeneidad
molecular, analizaron el perfil de expresion de ADN de casos nodales mediante
matrices de expresion génica. Asi, clasificaron los DLBCL nodales en dos grupos
principales dependiendo de los genes que expresaban: el tipo centro-germinal
(tipo CQG) y el tipo célula B activada (tipo CBA) (figura 9A). Ademas, pudieron
observar que los pacientes de tipo CG presentaban una supervivencia

significativamente mayor (figura 9B).
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Figura 9: A: Clasificacion de DLBCL nodales segin su
expresion genética. En naranja, se sefialan los casos del tipo
CG y los genes expresados por éstos y en azul, los del tipo
CBA y los genes que expresan. B: Grafica de supervivencia
Kaplan-Meier segtin la clasificacion de expresion de genes
en tipo CG (GC B-like) y tipo CBA (activated B-like)
(Nature 2000; 403:503-11)*.

Sin embargo, las matrices de expresion son una tecnologia costosa e
inasequible para muchos laboratorios de diagndstico anatomopatolégico, por lo
que esta clasificacion prondstica no resulta muy util en la rutina diaria. Por ello,
de acuerdo a los datos extraidos de estas matrices y a las proteinas cuya
expresion de mARN se ha visto asociada al tipo CG o no-CG, se ha tratado de

buscar una firma pronostica basada en un pequefio nimero de proteinas.
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EXPRESION DE PROTEINAS

Numerosos  estudios  han  tratado de  buscar  marcadores
inmunohistoquimicos que puedan predecir el prondstico de los DLBCL (tabla 2).
Se han propuesto algoritmos que combinan un panel de anticuerpos y marcadores

individuales que podria clasificar estos linfomas en grupos pronosticos.

Algoritmos inmunohistoquimicos

El algoritmo inmunohistoquimico mas estudiado y reconocido hasta el
momento es el algoritmo de Hans, que fue descrito por Hans y cols. en 2004*
con el propoésito de conseguir la clasificacion prondstica descrita por Alizadeh y

cols. mediante matrices de expresion.

Con un panel inmunohistoquimico de tres anticuerpos (CD10, Bcl-6 y
MUM-1), dividieron los DLBCL nodales en dos grupos: tipo centro germinal
(tipo CG) y tipo no-centro germinal (tipo no-CG) (figura 10A). Observaron que
esta clasificacion inmunohistoquimica predecia la supervivencia de los DLBCL
nodales de manera similar a la clasificacion por matrices de ADN de Alizadeh y
cols., ya que los casos del tipo CG presentaron una supervivencia superior a los

del tipo no-CG (figura 10B)*.

Estudios posteriores han analizado el algoritmo de Hans en series de
DLBCL nodales o en casos nodales y extranodales. Algunos de estos trabajos

han reproducido el valor prondstico de este algoritmo**

, pero otros no han
encontrado una asociacion significativa entre esta clasificacion y la

supervivencia® > (tabla 2A).
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Figura 10: A: Algoritmo inmunohistoquimico descrito por Hans y cols., segin la
expresion de las proteinas CD10, Bel-6 y MUM-1. B: Grafica Kaplan-Meier segun el
algoritmo de Hans. Los pacientes del tipo CG (GCB) presentan mayor supervivencia que
los del tipo no-CG (non-GCB) (Blood 2004; 103:275-82)".
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En DLBCL gastrointestinales, no se ha encontrado asociaciéon entre el
algoritmo de Hans y la supervivencia™®. Chen y cols.”’, con 32 casos de
DLBCL especificamente gastricos, encontraron asociacion entre el tipo CG y

mayor supervivencia (tabla 2A), lo que podria indicar diferencias entre estas dos

localizaciones.
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Mas recientemente, Muris y cols. (2006)* propusieron otro algoritmo
inmunohistoquimico basado en la expresion de Bcel-2, CD10 y MUM-1 (figura
11A). De este modo, dividieron los DLBCL nodales en dos grupos (grupo 1 y
grupo 2) y propusieron que esta clasificacion predecia la supervivencia de los
pacientes de manera mas exacta que el algoritmo de Hans, con una mayor

supervivencia del grupo 1 frente al grupo 2 (figura 11B, tabla 2A).

Group 1n=39, 15 deaths

Group 2 n=32, 27 deaths

Grupo 1
< Grupo 1 6
CcD10 < Grupo 1 P
MUM1 <
2

0.0

p <0.0001

0 12 24 36 48 60
Overall survival time (months)

Figura 11: A: Algoritmo inmunohistoquimico descrito por Muris y cols. basandose en la
expresion de las proteinas Bcl-2, CD10 y MUM-1. B: Grafica de Kaplan-Meier segun el
algoritmo de Muris (J Pathol 2006; 208:714-23)".

Otros tres estudios han analizado este algoritmo y también encontraron una
asociacion entre el grupo 1 y mayor supervivencia en DLBCL (tabla 2A)*°. Sin
embargo, hasta el momento el valor pronostico de la clasificacion mediante el

algoritmo de Muris no se ha estudiado en casos géstricos.

En el afio 2009, Choi y cols.”® han descrito un nuevo algoritmo
inmunohistoquimico, utilizando la expresion de Geetl, CD10, Bel-6, MUM-1 y
FOXP-1 (figura 12A), que clasifica los DLBCL nodales en tipo CG y no-CG de
manera mas exacta que el algoritmo de Hans. Observaron una menor
supervivencia en los pacientes de tipo CG que en los de no-CG (figura 12B). Este

algoritmo aun no ha sido analizado en otros trabajos.
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Figura 12: A: Algoritmo inmunohistoquimico descrito por Choi y cols. basandose en
la expresion de las proteinas Beetl, CD10, Bel-6, MUM-1 y FOXP-1. B: Grafica de
Kaplan-Meier segiin el algoritmo de Choi (Clin Cancer Res 2009; 15(17):5494-502),

Marcadores proteicos individuales

Ademas de los algoritmos inmunohistoquimicos, también se ha estudiado
el valor pronoéstico de las proteinas CD10, Bcl-6, Geetl, MUM-1, Bel-2 y
BLIMP-1, frecuentemente expresadas en DLBCL nodales”>*%* y en el caso de

CD10, Bcl-6 y MUM-1 también en DLBCL gastricos™ >’ (tabla 2 A-B).
Asociados a buen pronostico

Entre ellas, las proteinas que expresan los linfocitos B del centro germinal
CD10, Bcl-6 y Geetl se han propuesto como marcadores de buen prondstico en

los DLBCLs (tabla 2B).
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CD10 (ciclina D 10) es una metaloproteinasa de tipo II de la membrana
celular de 100 kDa. Se expresa en los linfocitos de los centros germinales durante

los primeros pasos de los reordenamientos de la cadena pesada® (figura 13A).

En estudios realizados con DLBCL nodales y extranodales, la expresion de

CDI10 se ha descrito entre el 22% y el 41% de los casos™**%

. En algunos de

estos estudios se ha observado una asociacion entre la expresion de CD10 y
. . 45-48 . . . .

mayor supervivencia~ . Sin embargo, otras investigaciones no han encontrado

una relacién significativa entre esta proteina y el prondstico (figura 13B)°'™

(tabla 2B).

p=0.0992
CD10+,n=11
* } (
E—— H
CD10-, n=39
——H--Hi+
1 1 1 1
40 60 80 100

Figura 13: A: Expresion de CD10 en células B del centro germinal. B: Curva
de supervivencia Kaplan-Meier segun la expresion de CD10 (Korean Med Sci,
2006; 21:397-405)".

Solo hemos encontrado un estudio en casos especificamente gastricos, en
el que Ponzoni y cols.” encontraron la expresion de CD10 en 16 de 61 casos
(26%), que se asociaron a mayor supervivencia. Sin embargo, Connor y cols.”,
que analizaron 29 DLBCL gastricos e intestinales, no vieron ninguna asociacion

entre CD10 y la supervivencia (tabla 2B).
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La proteina represora de la transcripcion Bel-6 (proteina 6 del linfoma de
célula B) es reguladora de la diferenciacion a centro germinal e inhibidora de la
inflamacién y se expresa también predominantemente en las células B del CG
(figura 14A). En situaciones normales, las células B pre-CG sobreexpresan Bcl-6
y migran a las areas foliculares, donde se inicia la formacion del CG. También se

cree que suprime la diferenciacion plasmatica™.

La expresion de Bcl-6 se ha descrito en el 39-65% de los DLBCLs* %"

. 45.46,48

Su expresion se ha asociado con mayor supervivencia (figura 14B), aunque

algunos trabajos no han encontrado una asociacion significativa con el

pronéstico’’”"** e incluso se ha encontrado asociada a menor supervivencia™
(tabla 2B).
A B
g}"(’&v’*"ﬁ SN SIRAS IR T - "
-'\"."" ] -! h,
ﬁ - 08 ‘|l¥ »
§ £ Lo TR HighBCL6 expression
) YO
'z ’ - ]l -+ - "
el L
z s
E 21 P=016 Low BCLG expression
=
% aid n=38
020 40 60 80 10 120 10 160
; “!ué.k-‘@:‘éﬁ.’; SRS Overall survival (months)

Figura 14: A: Expresion de Bcl-6 en células B del centro germinal. B: Curva de
supervivencia Kaplan-Meier segiin la expresion de Bel-6 (Blood 2006; 108:2373-83)°".

Dos estudios han analizado la expresion de Bel-6 en casos gastricos. Chen
y cols.”, al analizar 38 casos, encontraron su expresién asociada a mayor
supervivencia; sin embargo, esta asociacion no se confirmd en el estudio de

. 59 .
Ponzoni y cols.”, realizado con 61 casos.
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Gceetl (Germinal centre B-cell expressed transcript 1) es una molécula que
pertenece a la familia de inhibidores de las serina-proteasas o serpinas. Se ha
detectado un incremento de su expresion en células B del CG (figura 15) y en

- - . 60
neoplasias derivadas de éstas”.
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Figura 15: Expresion de Gecetl en
linfocitos B del CG (Blood 2007;
111(1):351-8)%.

La expresion de esta proteina en DLBCL nodales ha sido estudiada por
Montes-Moreno y cols.”” en 72 casos, siendo el 47% de éstos positivos para la
proteina. Al subdividirlos utilizando el algoritmo de Hans, vieron que la mayoria
de los casos con expresion de la proteina eran del tipo CG. Por ello, propusieron
que Gceetl podria identificar casos de DLBCL con diferente curso biolodgico o
caracteristicas clinicas. No obstante, su posible valor pronodstico no ha sido

estudiado en DLBCL nodales ni géastricos.
Asociados a mal prondstico

En los DLBCL nodales y en mezclas de nodales y extranodales, las
proteinas que se expresan sobre todo en linfocitos B plasmaticos, como son

MUM-1, Bel-2 y BLIMP-1, se han asociado a mal prondstico (tabla 2C).
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Introduccion

MUM-1/IRF-4 (Multiple myeloma-1/interferon regulatory factor-4) es
miembro de la familia de factores de transcripcion especifica de linfocitos IRF.
MUM-1 regula la expresion de genes en respuesta a sefializaciones por
interferones y citoquinas. Se expresa fuertemente en el ultimo estadio de la
diferenciacion intra-CG de células B y en los siguientes pasos de diferenciacion a
células plasmaticas. Por lo tanto, es un marcador util para neoplasias derivadas de

estos estadios celulares (figura 16A)’ 3

-, 45-48,50-53
Su expresion se ha observado en el 31-72% de los DLBCLs™™ y

- . - . 4547
algunos trabajos la han asociado a menor supervivencia™"', aunque otros no han

encontrado ninguna asociacion con el pronostico (figura 16B)*##31% (tabla 20).
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Figura 16: A: Expresion de MUM-1 en DLBCL gastrico. B: Curva de
supervivencia Kaplan-Meier segtin la expresion de MUM-1 (Korean Med Sci,
2006; 21:397-405)".

Hasta la fecha, el valor pronostico de MUM-1 no se ha analizado de
manera individual en DLBCL gastricos, tan solo se ha realizado un estudio con

29 casos gastrointestinales, en el que la expresion de MUM-1 se describio6 en el
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, .., . .55
72% de los casos, pero no se encontrd asociacion con la supervivencia™ (tabla

20).

La proteina Bel-2 (proteina 6 del linfoma de célula B) es una molécula
crucial en la inhibicion de la apoptosis. También se considera como una proteina
importante en la resistencia a multiples drogas, debido a su efecto
antiapoptotico®’. Se expresa sobre todo durante etapas muy tempranas de la
diferenciacion de células B y también en la etapa de diferenciacion final (figura

17A).

En los DLBCLs, la expresion de Bcl-2 se ha descrito en el 37-73% de los

45-48,51-53,61 : . s
casos™ #3133 " Alounos de estos estudios han asociado su expresion con menor

: - 46-48,52,61
supervivencia T

(figura 17B) y recientemente también se ha propuesto que
esta asociacion pronodstica se produce en los DLBCL de tipo no-CG segun el
algoritmo de Hans, y no en los de tipo CG>*. Sin embargo, también hay trabajos

., o4 45515
que no han encontrado relacion con el pronostico*!* (tabla 2C).

A B
1.0+ W
0.8
0.61
Bcl-2 pos
0.4
0.2
0.0 P: 0.001
0O 10 20 30 40 50 60
FFS (months)

Figura 17: A: Expresion de Bcl-2 en células B plasmaticas. B: Curva
de supervivencia Kaplan-Meier segun la expresion de Bcel-2 (Eur J on
Haema, 2009;82:364-372)>".
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En DLBCL gastrointestinales, la expresion de Bcl-2 se ha descrito en 16 de
29 casos (55%), sin encontrar asociacion con la supervivencia™. En valor

pronostico de Bel-2 no ha sido analizado en casos especificamente gastricos.

La proteina PRDMI1/BLIMP-1 (B [lymphocyte-induced maturation
protein 1) pertenece a la familia de represores transcripcionales PRDM. En tejido
normal, se expresa en células plasmaticas del CG y de su periferia (figura 18A).
Esta proteina es reguladora de la diferenciacion terminal de células B y tiene la
capacidad de conducir las células B activadas, o de CG, a células secretoras de
anticuerpos con fenotipo de célula plasmatica. También puede activar una

respuesta apoptotica en células B inmaduras y células pre-B .

BLIMP-1 | 1o
e PRDM1 negative

| 0.8~ . PRDM1 positive

| 0.6+

g 0.2

L S

2 <0.05
v 00~ F

T T T T r T T
0 20 40 60 80 100 120
Time (months)

2 |
Figura 18: A: Expresion de BLIMP-1 en células B plasmaticas. B:

Curva de supervivencia Kaplan-Meier segiin la expresion de
BLIMP-1 (Haematol 2006; 91(4):467-74)%.

En DLBCL nodales, Garcia y cols.*® encontraron la expresion de BLIMP-1
en 101 de 235 casos (43%) y asociada a peor prondstico (figura 18B, tabla 2C).

La expresion de BLIMP-1 no ha sido analizada en casos géstricos.
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En resumen, de todos los marcadores analizados en los DLBCL nodales,
muchos de ellos no estdn bien establecidos y siguen en discusién y hasta el
momento no hay ningun marcador proteico bien determinado en los DLBCL

gastricos.

METILACION DE PROMOTORES

METILACION DE ADN EN LA ONCOGENESIS

En el céancer, tradicionalmente, se ha descrito que los oncogenes pueden
estar sobre-expresados debido a ganancias cromosomicas, amplificaciones,
translocaciones y mutaciones puntuales activadoras y los genes supresores de
tumores se pueden inactivar por pérdidas cromosomicas, deleciones totales o
. .. . . . 63 , .
intragénicas y mutaciones puntuales inactivadoras™. Ademas de estos cambios,
en los ultimos afios se ha demostrado que el céncer no es tan solo una
enfermedad poligénica, sino también una enfermedad “poliepigenética”, en la
que genes involucrados en numerosas vias (ciclo celular, reparacion de ADN,
apoptosis, adhesion celular o respuesta hormonal) estan regulados por

. 6465
mecanismos epigenéticos” .

La epigenética es una alteracion que modula la organizaciéon de la
cromatina y la expresion de genes sin alterar la secuencia de ADN. Las dos
alteraciones epigenéticas principales descritas son la modificacion de las

proteinas de la cromatina y la metilacion del ADN.

La metilacion anomala del ADN es una caracteristica del cancer.
Practicamente todos los tipos de cancer estan asociados a alteraciones de la

metilacion. Estas alteraciones pueden ser la hipermetilacion, que se da
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principalmente en las islas CpG localizadas en las regiones promotoras de los
genes supresores de tumores, y la hipometilacion, que se da sobre todo en
secuencias repetitivas y en el cuerpo del gen®”’.

La metilaciéon del ADN, principalmente originada en las citosinas de los
dinucleotidos CG, se cataliza por el enzima ADN metiltransferasa (DNMT), que
aflade un grupo metilo donado por la S-adenosilmetionina (SAM) a la posicion 5
del anillo de citosina (figura 19). Las regiones con altas concentraciones de estos
dinucleodtidos CpG, llamadas islas CpG”, se encuentran sobre todo en las

regiones promotoras y el primer exon, aunque también pueden aparecer en otras

72-75

regiones del gen

Cytosine (C) 5-methylcytosine (m5C)

Figura 19: Metilacion de citosinas. Los residuos de citosinas del ADN se
convierten en 5-metilcitosinas mediante las ADN metiltransferasas
(DNMTs). El grupo metilo es donado por la S-adenosilmetionina (SAM),
que se convierte en S-adenosilhomocisteina (SAH) (APMIS. 2007,
115(10):1039-59).

La hipermetilacion de las islas CpG de los promotores de genes
supresores de tumores puede inducir el silenciamiento del gen. Est4 aceptado que
la inactivacion de genes supresores de tumores por hipermetilacion de ADN

confiere al clon tumoral una ventaja selectiva®® (figura 20).
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e e T e

Carcinogenesis

(P cpG ? mFCpG

Figura 20: Diagrama representativo de metilacion de ADN de un gen supresor de
tumores y cancer. En una célula sana (arriba), las islas CpG de los promotores no estan
metiladas, pero si las regiones exonicas e intronicas del gen. En una célula tumoral
(abajo), se produce la hipermetilacion de los promotores, que da lugar a la inhibicién de
la transcripcion del gen y a la hipometilacion global de ADN (APMIS. 2007;
115(10):1039-59)%.

La hipometilacién genémica (pérdida de metilacion del ADN) puede
contribuir en la carcinogénesis mediante tres mecanismos: la inestabilidad
cromosomica, la reactivacion de elementos transponibles y la pérdida de
impronta”’. La baja metilacion del ADN puede favorecer la recombinacion
mitotica, lo que podria conllevar a la pérdida de heterocigosidad y promover
reordenamientos detectables mediante cariotipo. El ADN intragenémico
parasitario y otros transposones previamente silenciados podrian ser transcritos y
“saltar” a otras partes del genoma, pudiendo romper genes normales. La
hipometilacion puede también afectar a la impronta de genes contribuyendo a la
oncogénesis. También se ha observado que la hipometilacion del ADN en
regiones intragénicas va incrementandose a través de todos los pasos de la
oncogénesis ", desde proliferaciones benignas a cancer invasivo’’, y que puede

ser un mecanismo de alteracién en el funcionamiento de los snRNAs”.
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METILACION DE _PROMOTORES EN TEJIDO GASTRICO E
IMPLICACION DE H. PYLORI

En otros tumores gastricos como el carcinoma, la metilacion de promotores
de genes en la mucosa géstrica no neopldsica se ha asociado al riesgo de
desarrollar este tipo de cancer, ya que se ha observado un incremento progresivo
de la metilacion desde tejido gastrico de individuos sanos a tejido géstrico sano

de pacientes con tumor y a tejido tumoral®*®

(figura 21). La metilacion de
promotores en tejido sano de pacientes y su asociacion con el riesgo a desarrollar
, e . I ’ 4 85 ’ 6 8
cancer también se ha descrito en cancer de higado™, colon®, es6fago™, mama®’ y

rifion™®, pero no se ha analizado atin en el DLBCL gastrico.

Mucosa gastrica =======p=> Carcinoma gastrico

Metilacion de
promotores

aciente con carcinoma
“\g;.. :‘.."“ o ‘-:"‘

LA W Py S I Py S
Figura 21: Esquema representativo del aumento de la metilacion de promotores de
tejido gastrico de pacientes sanos a tejido gastrico sano de pacientes con tumor
(circulo azul) y a cancer gastrico (circulo verde), que indica una implicacién de la
metilacion en su oncogénesis.

Se ha propuesto que H. pylori, ademas de producir una respuesta
inflamatoria, puede inducir la metilacion de promotores en el tejido géstrico, ya

que la metilacion de numerosos genes se ha visto incrementada en el tejido
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gastrico no neoplasico infectado por esta bacteria frente al no infectado® 092,

Esta asociacion entre H. pylori y metilacion también se ha descrito en linfomas

4 . . . - 5
gastricos pr1rnarlos93 ’

. El mecanismo por el cual H. pylori podria producir
metilacion se desconoce; una posible explicacion es que la infeccion promueva la
liberacidon de especies reactivas de oxigeno, que podrian desestabilizar el ADN, y
de 6xido nitrico, el cual podria activar las DNMTs, induciendo la metilacion de
ADN. Ademads, hay evidencias de que H. pylori puede inducir la proliferacion

celular, lo que también podria promover la metilacion del ADN®* (figura 22).

Metilacion de
promotores

Desestabilizacion de ADN \
Activacion de DNMT2 =

Figura 22: Esquema del posible mecanismo de metilacion de ADN
inducido por H. pylori.

Otra evidencia de que H. pylori puede inducir la metilacion de promotores

es que se ha observado que su erradicacidon con antibidticos, ademés de frenar la

respuesta inflamatoria, puede revertir la metilacion tanto en pacientes con

96-101 102

gastritis cronica como en pacientes con linfoma MALT ™.
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VALOR PRONOSTICO DE LA METILACION DE PROMOTORES

En los ultimos afios, se ha demostrado que la metilacion de promotores,
ademas de tener un papel importante en la oncogénesis, también puede ser un
marcador pronostico de supervivencia o de respuesta al tratamiento en algunos

tumores.

En los glioblastomas, el tumor cerebral del sistema nervioso central mas
frecuente en adultos, el silenciamiento epigenético del gen MGMT mediante la
metilacion de su promotor se ha asociado con mayor supervivencia en pacientes
tratados con agentes alquilantes (figura 23)'”. Esto se debe a que MGMT es un
enzima reparador que reduce la toxicidad de los agentes alquilantes, confiriendo
resistencia terapéutica. Por ello, los pacientes que tienen el gen MGMT silenciado

tienen mayor sensibilidad a esta terapia'**.

10 10
3
o 08 L o9
S
'z 08 @ 08
>
Q 07 M 07
o
S o T
g 5 5 08
0, 0,
£ g
o 04 2 04
& x
“_é 03 o 03
3 o2 02
01 Is 01
00 0o
0 s 10 15 20 k-3 30 s « a“ S0 0 s 10 15 20 k-3 0 k] “0 %
TIME (in months) TIME (in months)

Figura 23: Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia global (A) y supervivencia libre de
progresion (B) en relacion a la metilacion de MGMT. La linea oscura representa los
pacientes con MGMT metilado y la clara los no metilados. Tanto la supervivencia global
(p = 0,05) como la supervivencia libre de progresion (p < 0,01) son mayores en los casos

que presentan la metilacion (Cancer 2009; 115(15):3512-8)'%.
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Recientemente se ha estudiado el valor prondstico del fenotipo metilador
(CIMP+: presencia de multiples genes simultdneamente metilados). El CIMP+ se
ha asociado a peor prondstico en LLA, en un estudio en el que en una muestra de
54 casos se analizd la metilacion de 38 genes involucrados en vias de
inmortalizacion y sefializacion celular. Al clasificar los casos segun el nimero de
genes que tenian metilados, aquellos que presentaban 0-2 promotores metilados
(CIMP-) presentaron mayor supervivencia que los que tenian mas de dos genes

metilados (CIMP+) (figura 24)'%.

A 1.1 B 11
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Figura 24: Curvas de supervivencia Kaplan-Meier en pacientes con LLA, que muestran

una menor supervivencia libre de enfermedad (p = 0,002) (A) y supervivencia global

(p = 0,04) (B) en los casos CIMP+ (mas de 2 genes metilados) (Clin Cancer Res 2006;

12(16):4845-50)'".

o

También en un estudio en carcinomas colorrectales, el CIMP+ se asocio
con peor pronostico. En este trabajo, se analizé la metilacion de los promotores
de hMLHI, pl6, MINTI, MINT2 y MINT31 y los casos se clasificaron seglin el
numero de genes metilados: no-CIMP (0 genes metilados), CIMP-bajo (1-3 genes
metilados) y CIMP-alto (4-5 genes metilados). La supervivencia de los pacientes

disminuy6 con el aumento del CIMP (figura 25)1.
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Figura 25: Curvas Kaplan-Meier en carcinoma colorrectal atendiendo al
CIMP. El incremento de genes metilados esta asociado a una disminucion
de la supervivencia (p < 0,001) (Cancer Res; 68(20):8541-6)'%.

Son numerosos los tumores en los que la metilacion de promotores esta
considerada como marcador prondstico. Por ejemplo, la metilacion de BRCAI se
ha asociado con menor respuesta al tratamiento en cancer de mama y ovario y la

de hMLHI a peor prondstico en cancer de colon, gastrico y endometrial ™,

En los DLBCLs en general, muchos estudios han investigado la
hipermetilacion de algunos promotores de genes, como los supresores de tumores
y detoxificantes, observando que esta alteracion epigenética es muy frecuente en

107-116 - Ademas, algunos de estos trabajos han tratado de

este tipo de tumores
determinar el valor pronodstico de la metilacion de promotores de diferentes
genes. La metilacion de los promotores de pl6, FHIT, VHL, DAP-k y BMP-6 se
ha asociada a menor supervivencia, y la de p57, MGMT y GSTPI a un mejor
pronodstico, si bien no se ha llegado a resultados concluyentes (tabla 3). En el
caso de los DLBCL gastricos, son pocos los trabajos que han analizado la

metilacion de promotores, y se han realizado con un numero reducido de
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muestras (10-32 casos), pero también indican que la metilacion en genes
supresores de tumores, detoxificantes y reparadores del ADN es un fendmeno
frecuente en este tipo de tumores”*>'"". Sin embargo, ninguno de estos trabajos
ha evaluado el posible valor prondstico de la metilacion de promotores en los

DLBCL gastricos (tabla 3).

En una revision exhaustiva de la bibliografia, hemos encontrado que los
promotores de los genes pl6, FHIT, p73, p57, CDHI, pl5, ID4, VHL,
DAP-kinasa, BMP-6, ATM, hMLHI, MGMT y GSTPI se encuentran
frecuentemente metilados en los DLBCLs en general y en algunos casos esta

metilacion se ha asociado a un valor pronostico (tabla 3).
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Metilacion de p16:

El gen pl6, supresor de tumores, es un inhibidor de kinasas ciclina-
dependientes que induce parada en fase Gl. La inactivacion de pl6 por
metilacion de la isla CpG, que se extiende del promotor al exén 1, se ha descrito

. / 89
en gran variedad de canceres humanos™ .

En los DLBCL, la metilaciéon del promotor de p/6 se ha analizado en tres
estudios, en los que se ha detectado en el 54% (n = 44)'", el 52% (n = 46)'® y el
45% (n = 59)'"” de los casos. Su asociacion con la supervivencia es controvertida,

108-109

ya que aunque algunos estudios la han asociado a mejor prondstico , otros no

han encontrado valor pronostico (tabla 3)'".

En los tres estudios de casos gastricos, la metilacion de p/6 se ha detectado
en el 40% (n = 10), 73% (n = 11)** y 25% (n = 32)""" de los casos. Se ha
propuesto esta metilacion esta asociada con la transformacion del linfoma MALT
a DLBCL géstricos, ya que ésta es mas frecuente en los DLBCLs que en los
MALT géstricos’, pero ningtin estudio ha analizado su valor prondstico en estos

linfomas (tabla 3).
Metilacion de FHIT

El gen FHIT (fragile histidine triad) es un gen supresor de tumores cuya
expresion desaparece en diversos tipos de tumores y, en algunos de ellos, esta
pérdida tiene valor prondstico''®. Su inactivacién por mutaciones puntuales es un
fendmeno poco frecuente, pero la pérdida de expresion puede estar causada por
otros mecanismos, como pérdida de heterocigosidad e hipermetilacion de su

promotor1 10,
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En los DLBCL, Al-Curaya y cols.'"” encontraron metilacion de FHIT en el
27% de los casos (n = 114) y éstos se asociaron a menor supervivencia (tabla 3).
Sin embargo, no hay ningun trabajo que estudie su metilacion en DLBCL

gastricos.
Metilacion de p73

El gen p73 es miembro de la familia de p53 y como otros miembros de esta
familia estd implicado en el ciclo celular, la apoptosis, la reparacion de ADN y la
diferenciacion celular. Su sobreexpresion se ha descrito en el cadncer de vejiga, de
pulmoén y de ovario, y se ha asociado con resistencia a tratamientos. Ademas, un
estudio ha sugerido que la metilacion de p73, al inhibir su expresion, podria ser

un marcador de buen prondstico de sensibilidad a agentes alquilantes'"”.

Hasta el momento, so6lo hemos encontrado un trabajo con DLBCL
gastricos realizado en tan solo 10 muestras, en el que la metilacion del promotor
de p73 se encontrd en el 30% de los 10 casos”. Sin embargo, no se ha analizado
su valor prondstico en este tipo de linfomas, ni tampoco en casos nodales

(tabla 3).
Metilacion de p57

El gen p57 es un inhibidor de kinasas ciclina-dependientes, miembro de los
genes supresores de tumores. Se sabe que su inactivacion estd involucrada en el
desarrollo de numerosas neoplasias humanas, como el carcinoma hepatocelular y
el carcinoma gastrico. Ademas, su metilacion es frecuente en linfomas de células

117
B .

En los DLBCLs, la metilacion de p57 se ha detectado en el 48% de los

casos (n = 44)'”, y en casos gastricos, en el 36% (n = 11)'"7. Al estudiar su
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: e 107 e
posible valor prondstico, Lee y cols.” ' encontraron una asociacién con mayor
supervivencia en los DLBCLs con un IPI bajo. Pero en ninguno de los trabajos se

ha analizado su valor prondstico en los casos géstricos (tabla 3).
Metilacion de CDH1

El gen CDHI codifica la proteina E-cadherina, una molécula de adhesion

. . o ., . 109
tumoral que suprime la proliferacion e invasion de las células tumorales . En el
cancer gastrico, se ha descrito que los casos que expresan E-cadherina se

. . o T . 120
correlacionan con ausencia de metastasis en ganglios linfaticos regionales .

La inactivacion de este gen por metilacion de su promotor es frecuente en
tumores. En los DLBCL, un trabajo realizado con 46 casos detectd su metilacion
en el 59% de ellos, pero no asociada a la supervivencialog. En los DLBCL
gastricos, un estudio ha analizado la metilacion de este gen en 32 casos, siendo
el 44% positivos para la metilacion'"”. Tampoco en este estudio se ha analizado

el valor prondstico de esta metilacion en DLBCL géstricos (tabla 3).
Metilacion de p15

El gen p/5 es un gen supresor de tumores, miembro de los inhibidores de
kinasas ciclina-dependientes. Su promotor no se encuentra metilado en tejido
normal, pero estd frecuentemente silenciado por metilacién en tumores solidos y

S 109
hematoldgicos .

La metilacion del promotor de p/5 en el DLBCL se ha analizado en tres
estudios, en los que los porcentajes de casos metilados fueron del 32%
(n=44)"",41% (n = 46)'" y 41% (n = 59)'” de los casos, respectivamente. Sin
embargo, no se ha encontrado asociaciéon entre su metilacion y la supervivencia

de los DLBCLs'""'% (tabla 3).
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En los casos gastricos, Kaneko y cols., analizando tan solo 10 casos,
encontraron metilacion del promotor de p/5 en el 50% de los pacientes™, pero

tampoco se ha analizado su significado pronostico (tabla 3).
Metilaciéon de ID4

El gen /D4 es miembro de la familia de inhibidores de union de ADN de
proteinas hélice-bucle-hélice (ID). Las proteinas ID funcionan como reguladores
negativos dominantes de factores de transcripcion hélice-bucle-hélice. Su
metilacion o silenciamiento transcripcional se ha visto en el cancer géstrico, el
colorrectal y el cancer de mama. Ademds, su metilacion se ha asociado a
metastasis de ganglios linfaticos en el cancer de mama. Por ello, podria servir

Len . - 111
como marcador genetico precoz de metastasis .

En los DLBCLs, la metilacion del promotor de /D4 se ha referido en el
95% de 20 casos'''. Sin embargo, no se ha estudiado su posible valor como
marcador prondstico de supervivencia ni su metilacion en DLBCL gastricos

(tabla 3).
Metilacion de VHL

El gen VHL se identificé como un gen supresor de tumores responsable del
sindrome familiar Von Hippel-Lindau, que produce predisposicion a desarrollar
angiomas retinales, hemangioblastomas del sistema nervioso central, tumores
pancredticos, feocromocitomas y multiples carcinomas renales de célula clara
bilaterales. La proteina VHL se expresa en gran variedad de células humanas,
incluyendo linfocitos y macrofagos'®. En los dltimos afios, se ha visto que tiene
un importante papel en el control de la diferenciacion y la polaridad celular. Parte
de esta funcion se debe probablemente a la regulacion de los cilios, estructuras

que estan implicadas en la regulacion de la polaridad celular y la proliferacion'?'.
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En los DLBCLs, tan solo Amara y cols.'” analizaron la metilacién de este
gen, detectdndola en el 44% de 46 casos y observaron que los casos con
metilacion presentaban una supervivencia menor. Tampoco en este caso hemos
encontrado ningun estudio que analice la metilacion del promotor de este gen en

los DLBCL géstricos (tabla 3).
Metilacion de DAP-kinasa (DAP-k)

El gen DAP-k es un supresor de tumores que codifica un enzima
dependiente de calcio-calmodulina con actividad serina-treonina kinasa. Est4
involucrado en la apoptosis inducida por TNF-a y FAS, y se ha demostrado que
es esencial en la muerte celular programada inducida por IFNy. La
hipermetilacion de DAP-k se ha descrito en gran variedad de tumores, incluyendo
los linfomas y, ademas, se ha asociado a pronostico desfavorable en alguno de

108
ellos .

En los DLBCL, la metilacion de DAP-k se ha analizado en dos estudios
realizados con mezclas de casos nodales y extranodales, detectando su metilacion
en el 59% (n = 46)'""y el 68% (n = 53)""*de los casos. En el estudio de Amara y
cols.'”, la metilacion de DAP-k se asocié a peor supervivencia. Sin embargo,
Nakamichi y cols.""? no encontraron ninguna asociaciéon con el pronéstico (tabla

3).

En los casos gastricos, la metilacion del promotor de DAP-k parece ser
muy frecuente. Se ha detectado en el 90% de 10 casos” y en el 66% de 32
casos''”. Tampoco se ha estudiado su valor prondstico en casos géstricos (tabla

3).

45



Introduccion

Metilacion de BMP-6

Las proteinas BMP (Bone morphogenetic protein) fueron originariamente
identificadas como proteinas que inducian la formacion de hueso y cartilago,
pero hoy en dia se consideran citoquinas multifuncionales. En varios tumores
humanos, las BMPs modulan la diferenciacion celular y la proliferacion,
frecuentemente inhibiéndolas, por lo que estan implicadas en la oncogénesis. Por
ejemplo, la pérdida de expresion de BMP-2 se ha visto en céncer de prostata,
colon y estdbmago, y se ha sugerido que la inactivacion de BMP-3b y BMP-6

. 113
promueve el desarrollo de cancer de pulmén .

El mecanismo por el cual se origina esta inactivacion de las BMPs no esta
esclarecido. Por ello, Daibata y cols."? estudiaron la metilacion del promotor de
BMP-6 en 90 linfomas primarios, 35 de los cuales eran DLBCL, viendo que el
60% de éstos presentaban metilacion. Ademads, los casos con metilacion se
correlacionaron con menor supervivencia. Sin embargo, no hemos encontrado
ningun otro trabajo que haya estudiado la metilacién de este gen en el DLBCL,

asi como tampoco en DLBCL géstricos (tabla 3).
Metilacion de ATM

El gen ATM (ataxia telangiectasia mutated) codifica para una proteina que
es el miembro principal de la respuesta celular a roturas de doble cadena de ADN
y tiene un importante papel en la deteccion del dafio al ADN y en el inicio de la
via de reparacion de ADN. Activa mediante fosforilacion numerosos sustratos
involucrados en la reparacion del ADN, el control del ciclo celular y la

- 122
apoptosis .

Aun no se ha estudiado la metilacion del promotor de ATM en DLBCL

nodales. En linfomas gastricos primarios se ha analizado en un estudio, en el que
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117

se ha descrito en el 12% de 32 casos . No obstante, no se ha determinado si

existe alguna correlacion con el pronostico de esta enfermedad (tabla 3).
Metilacion de AMLH1

El gen hMLHI codifica para una proteina con funcion reparadora de ADN.
La pérdida de su expresion por metilacion ocurre con frecuencia en gran variedad
de tumores'™, por ejemplo, en cancer de colon el 15% de los casos presentan
inestabilidad de microsatélites debido a la metilacion de hMLHI 'y, ademas, se

. . . . , . 119
ha asociado a una mayor resistencia a algunas drogas quimioterapicas .

No hemos encontrado ninglin trabajo que analice la metilacion del
promotor de este gen en DLBCL nodales. En los DLBCL géstricos, la metilacion
de hMLH]I se ha descrito en el 30% de 10 casos” y en el 37% de 32 casos'",

pero no se ha estudiado su posible valor pronostico en esta patologia (tabla 3).
Metilacion de MGMT

MGMT (O°-methylguanine DNA methyltransferase) es un gen reparador
del ADN que protege a las células de la toxicidad de agentes alquilantes'”’. Los
agentes alquilantes son una de las drogas terapéuticas mas utilizadas, que
frecuentemente actiian modificando la posicion O° de la guanina. Por ello, su
toxicidad, pero también su eficacia, disminuye en los tumores que expresan

MGMT',

Estudios previos han encontrado metilacion del promotor de MGMT en el

36-76% de los DLBCLsm’“Z’m'“(’, ademas, algunos de ellos la han asociado a

107,114-116

un mejor pronostico , si bien otros estudios no han encontrado ninguna

asociacion'"? (tabla 3).
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En los DLBCL gastricos, Huang y cols.'”” encontraron el promotor de
MGMT metilado en el 47% de los 32 casos analizados, pero no se ha estudiado su

implicacion prondstica (tabla 3).
Metilacion de GSTPI

El gen GSTP1 (Glutathione-S-transferase PI) codifica para un isoenzima
de GSTs que cataliza la conjugacion de glutation a algunos agentes anticancer y

L. . . .. Lo 107
esta involucrado en la resistencia a agentes quimioterapicos = .

La metilacion de GSTPI en DLBCLs se ha encontrado en el 0%
(n = 44" 63% (n = 46)'® y 23% (n = 53)"'? de los casos. En el estudio de
Nakamichi y cols."? se vio una asociacion entre la metilacién de este promotor y
mayor supervivencia, mientras que en otros estudios no se ha encontrado ninguna
correlacion con el pronostico'®. En cuanto a los casos géstricos, ningun trabajo

ha estudiado la metilaciéon de GSTPI (tabla 3).
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Hipotesis

HIPOTESIS

Los DLBCL gastricos, que presentan diferencias clinicas y biologicas
respecto a los DLBCL nodales, son un tipo de linfomas de pronodstico variable.
Se ha propuesto, aunque con resultados contradictorios, que la expresion de
proteinas implicadas en la maduracién de los linfocitos B podria ser marcador
pronoéstico en los DLBCL nodales. Sin embargo, la utilidad de los marcadores
eficaces en DLBCL nodales no ha sido confirmada en los DLBCL géstricos. Por
otro lado, la metilaciéon de promotores, fendmeno frecuente en cadncer y con valor
prondstico en algunos casos, es una alteracion epigenética frecuente en los
DLBCL. En tejido gastrico, se ha visto que la infeccion por H. pylori en etapas
preneoplasicas incrementa la metilacion de promotores y que ésta puede estar
implicada en la oncogénesis del cancer gastrico. Sin embargo, la implicacion de
la metilacion de promotores en la oncogénesis del DLBCL gastrico y el papel de
H. pylori en los cambios epigenéticos no se ha analizado en los pacientes con

DLBCL gastrico, asi como tampoco su posible valor prondstico.

Por ello, en este trabajo planteamos que algunos de los marcadores
pronoésticos clinicos, inmunohistoquimicos y/o epigenéticos utilizados en los
DBLCL nodales pueden predecir la evoluciéon y supervivencia de los pacientes

con DLBCL gastrico.
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OBJETIVOS

Los objetivos principales de este trabajo han sido, por un lado, caracterizar
y clasificar los DLBCL gastricos utilizando marcadores con valor prondstico que
permitan predecir su evolucidon y, por otro lado, caracterizar el proceso de
metilacion en estos linfomas y estudiar la implicacion de H. pylori en este

proceso. Para ello, se plantearon los siguientes objetivos concretos:

1. Identificar marcadores asociados al pronostico. Para ello, se analizo la
correlacion entre la supervivencia global (SG) y libre de fallo (SLF) en los
pacientes con DLBCL gastricos y:

» Parametros clinicos como el sexo, la edad, los niveles de LDH y
B2-MG en suero, la afectacion ganglionar, la infiltracion medular por
el linfoma y los diferentes tratamiento

» Lapresencia de la translocacion t(11;18)(q21;q21)

A\

La expresion de proteinas que se han descrito ya en otros linfomas
» La metilacion de promotores de genes implicados en la oncogénesis

del DLBCL gastrico

2. Caracterizar el proceso de metilacion en el DLBCL géstrico y determinar
la implicacion de H. pylori en la metilacion de los promotores de los

genes caracteristicos del DLBCL gastrico

» Analisis del patron de metilacion en los DLBCL gastricos, tejido
gastrico sano de pacientes con tumor y controles gastricos de
pacientes sin neoplasia

» Deteccion de la infeccion por H. pylori

» Correlacion entre la infeccion por H. pylori y metilacion en

individuos controles y con DLBCL géstrico.
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POBLACION DE ESTUDIO

En este estudio, se han incluido un total de 101 individuos: 43 casos de
DLBCL gastricos y 58 controles de biopsias gastricas sin neoplasia. Casos y
controles fueron emparejados por sexo y edad. Los casos de DLBCL géstrico
fueron diagnosticados en los Hospitales Donostia, Txagorritxu y Galdakao
(1985-2007) por personal cualificado, y los controles proceden del Hospital
Donostia. La distribucion por edad y género de casos y controles se describe en

la tabla 4.

Tabla 4: Distribucion por edad y género de los casos y controles

estudiados

Total Controles Casos
Participantes (n, %) 101 58 (57,4) 43 (42,6)
Edad (media, afios) 61,87 59,1 64,65
Edad (rango, afios) 9-91 9-85 0-91
Género (n, %)
Masculino 62 (61,4%) 32 (55,2%) 30 (69,7%)
Femenino 39 (38,6%) 26 (44,8%) 13 (30,3%)

El diagnostico de los casos fue confirmado mediante una revision
patologica, utilizando portaobjetos de cortes tefiidos con hematoxilina-eosina y
con técnicas inmunohistoquimicas, de acuerdo con la clasificacion de la OMS®.
Los controles se seleccionaron a partir de pacientes a los que se les realiz6 una

biopsia géstrica sin presentar ninguna neoplasia.

De cada paciente con DLBCL géstrico se recogieron 7 parametros clinicos

(tabla 5), que se seleccionaron siguiendo los siguientes criterios:
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— Edad (mayor o menor de 60 aios): en DLBCL nodales, una edad
. ~ . . C A4l eq .
mayor o igual a 60 afios se ha asociado a menor supervivencia , si bien en
, . s 2829
DLBCL géstricos no se ha encontrado esta asociacion™ .
— Sexo: en DLBCL nodales, el sexo masculino se ha asociado a menor
. - 123 sz , . . : s 29
supervivencia ~. También en casos gastricos se ha visto esta asociaciéon™,
. . . - 28
aunque ha sido discutida por otros trabajos™.
— Nivel de LDH al diagndstico: niveles aumentados de LDH han sido
. . . 123-124

asociados a menor supervivencia en DLBCL nodales . En DLBCL
/ . Je r : 29

gastricos, su valor prondstico no esta claro, ya que Ibrahim y cols.

.y I 28 :

también observaron esta asociacidon, pero Hung y cols.” no vieron

asociacion pronostica.

- Nivel de P2-microglobulina (B2-MG) al diagnéstico: en DLBCL

nodales'® y también en géstricos™, niveles aumentados de B2-MG se han

. . . 126
asociado a menor supervivencia, aunque Ke y cols.

en un trabajo
reciente con casos nodales, no han visto esta asociacion.

— Afectacion ganglionar por el linfoma: la diseminacién del linfoma a
ganglios linfaticos ha sido asociada a menor supervivencia en un grupo de
linfomas MALT y DLBCL gastricos®.

— Infiltracion de la médula 6sea: en DLBCL nodales, la infiltracion
medular por el linfoma se ha asociado a una menor respuesta al
tratamiento' >,

— Tratamiento: en DLBCL gastricos, la implicacién pronostica de la

gastrectomia no esta clara, ya que algunos trabajos la asocian a una mayor

29,30 28,31

supervivencia y otros no” . Tampoco estd claro el efecto de afadir
Rituximab a la quimioterapia, ya que en DLBCL nodales se ha probado
que mejora el pronodstico'?’, pero en DLBCL gastricos no se ha analizado

su impacto en la supervivencia.
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Para realizar los analisis de supervivencia, en cada paciente se determino la
supervivencia global (SG: tiempo transcurrido desde el diagndstico hasta
fallecimiento o hasta ultima revisién) y la supervivencia libre de fallo (SLF:
tiempo transcurrido desde el diagnoéstico hasta la recaida del linfoma, el

fallecimiento o la ultima revisién) (tabla 5).

Tabla 5: Caracteristicas clinicas de los pacientes con DLBCL gastrico

Caracteristica N (%)
< 60 aflos 16 (37,2)
Edad
> 60 aflos 27 (62,8)
Masculino 30 (69,7)
Sexo .
Femenino 13 (30,3)
Normal 18 (81,8)
LDH*
Aumentado 4(18,2)
Normal 9(52,9)
B,-MG*
Aumentado 8(47,1)
No 13 (46,4)
Afectacién ganglionar*
Si 15 (53,6)
No 21 (95,5)
Infiltracion de la médula 6sea*
Si 1 (4,5)
Gastrectomia 4(9,3)
Gastrectomia + QT 22 (51,2)
Gastrectomia + R-QT 5(11,6)
Gastrectomia + QT + RT 1(2,3)
Tratamiento Gastrectomia + desconocido 1(2,3)
QT 5(11,6)
R-QT 2 (4,7)
Ninguno 2(4,7)
Desconocido 1(2,3)
SG 5 aiios Si 31.(72.1)
No 12 (27,9)
SLF 5 afios Si 29 (67.4)
No 14 (32,6)

Abreviaturas; N(%): numero y porcentaje de casos, QT: quimioterapia, R-QT:
quimioterapia con Rituximab, RT: radioterapia, SG: supervivencia global, SLF:
supervivencia libre de fallo, *: pardmetros no conocidos en todas las muestras.
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Tres de los pacientes con DLBCL gastrico fallecieron a causa de
complicaciones tras la gastrectomia, por lo que se excluyeron de todos los
analisis de supervivencia excepto del de asociacion entre la realizacion de la

gastrectomia y el pronostico.

En cuanto a los controles, se tomaron los siguientes datos: sexo, edad y

diagnostico (tabla 6).

Tabla 6: Caracteristicas clinicas de los controles

Caracteristica N (%)
< 60 aflos 29 (50)
Edad
> 60 afios 29 (50)
Masculino 32(55.2)
Sexo
Femenino 26 (44.,8)
Sin alteraciones 13 (22,4)
Gastritis cronica 35(60,3)
Diagnéstico ,
Ulcera 7(12,1)
Gastritis cronica y tlcera 3(5.2)

Abreviaturas; N (%): nimero y porcentaje de casos

DETECCION DE LA t(11;18)(q21;q21)

La presencia de la translocacion t(11;18)(q21;q21) se determind mediante
hibridacion in situ fluorescente o FISH. Este método estd basado en la
complementariedad de los 4cidos nucleicos y consiste en hibridar células en
interfase o metafase con sondas especificas de ADN marcadas con nucleoétidos

fluorescentes.
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El FISH se realiz6 en cortes de tejido de 3 pm de cada biopsia con muestra
representativa del tumor sobre portas cargados positivamente. Se utilizé la sonda
de fusion API2/MALTI (Vysis, ref. 32-231007), compuesta por una mezcla de
dos sondas: la sonda API2 de 1 Mb, marcada con fluorocromo verde, que sefiala
la region 11g21, y la sonda MALTI de 670 kb, marcada con fluorocromo rojo,
que sefiala la region 18q21 (figura 26).

Centromere 11qg21 region Telomere

D11S1247
D11S3126
D1182567

Breakpoint Region

| 1Mb

LSIAPI2

Centromere 18g21 region Telomere

D185881
D188531

HAK MALT1

Breakpoint Region

| 670 kb |

LSI MALT1 - SO

Figura 26: Esquema del marcaje de la sonda API2/MALTI (Vysis).
Las células sin la translocacion presentan dos sefales verdes y dos rojas

separadas, mientras que las células con la translocacioén presentan una sefial roja,

una verde y dos sefiales de fusion (figura 27).
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Figura 27: Resultado de la hibridacion de la sonda de fusion
API2/MALT! sobre (A) un nucleo normal y (B) un ntcleo con la
t(11;18).

Material

- Sonda de fusion API2-MALTI (Vysis)

- Xilol (Sigma-Aldrich)

- Etanol 100% (Merck)

- Agua bidestilada

- Tampon citrato pH 6,5 diluido a 1X (Dako)

- Tampdn PBS (ver tabla 13)

- Proteinasa K en solucion a 100mg/ml (Sigma-Aldrich)
- SSC en solucion a 2X (Vysis)

- Solucioén de formol tamponado pH 4 (Oppac)

- Tampodn de lavado 2X SSC/0,3% NP-40 (ver tabla 13)
- Contraste DAPI II (Vysis)

- Estufa (MMM-group)

- Olla a presion (Magefesa)

- Bafio de agua (Selecta, Precisdig)

- Microcentrifuga (HERAEUS Biofuge pico)

- Placa calefactora (Selecta, Plactronic)

- Camara hiimeda (placa petri de plastico con papel de filtro humedecido con

agua bidestilada)
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Procedimiento
»PASO 1. Desparafinacion e hidratacion

1. Incubar las muestras toda la noche a 56°C

2. Realizar 2 lavados de xilol durante 10 min cada uno
3. 2 lavados de etanol absoluto, 5 min cada uno
4.

Dejar secar al aire

»PASO 2. Pretratamiento

5. Llenar la olla a presion con tampén citrato 1X suficiente como para que
al introducir el cestillo con los portas, éstos se cubran por completo

6. Poner a calentar y cuando comience a hervir introducir el cestillo con
los portas

7. Tapar la olla y cronometrar 2 min desde que empiece a salir vapor

8. Abrir la olla y dejar enfriar (con los portas dentro de la olla con el
tampon)

9. Lavar los portas en agua bidestilada

»PASO 3. Digestion

10. Llenar un coplin con 50 ml de PBS 1X que debe estar previamente
calentado (10-15 min) a 37 °C

11. Afadir 250 pl de proteinasa K (10 mg/ml) a este PBS 1X calentado y
sumergir las muestras durante 15 minutos

12. Lavar 5 min en SSC (2X)

13. Secar al aire

14. Meter en formol tamponado, 10 min

15. Lavar 5 minutos en SSC (2X)

16. Secar al aire

>»PASO 4. Hibridacion

17. Sacar la sonda de -20°C y tras descongelar, centrifugar unos segundos

18. Marcar con rotulador de vidrio la zona en la que esté el tejido
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19.

20.
21.

22.
23.
24.

Mezclar en un tubo de 0,5 ml por cada muestra: 7 pl de tampoéon de
hibridacién, 1 pl de sonda y 2 ul H,O bd

Agitar la mezcla con vortex y centrifugar unos segundos

Afadir 10 pl de la mezcla sobre el tejido y tapar inmediatamente con
un cubre (24 x 24 mm). Asegurarse de que la sonda se reparte bien por
toda la zona en la que se encuentra el tejido, presionando ligeramente
Poner los portas en una placa calefactora a 90°C durante 4 minutos
Retirar los portas de la placa y envolverlos en parafilm

Meter los portas en una camara humeda, en horizontal y boca arriba.

Incubar a 37 °C durante 14-18 horas

>PASO 5. Lavado

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Precalentar un coplin con tampon de lavado post-hibridacion durante
30 min en bafio de agua, hasta que alcance 72 + 1°C.

Sumergir los portas en tampoén post-hibridacion a T* ambiente sin
parafilm. Eliminar los cubres con cuidado

Sumergir los portas 2 min en tampon post-hibridacion a 72 + 1°C

Dejar secar al aire (pero no completamente) en vertical y en oscuridad
Poner 10 pl de DAPI sobre el area de hibridacion y cubrir con cubre
grande (24 x 60)

Guardar a -20°C al menos durante 1 hora antes de observar al

microscopio

»>PASO 6. Visualizacion en microscopio de fluorescencia Olympus BX41

El resultado de las hibridaciones se determiné analizando las sefiales de 200

nucleos por muestra.

Un inconveniente de las sondas de fusion es la obtencidon de falsos

positivos para la presencia de la translocacion (las sefiales verde y roja pueden

estar fusionadas por azar) o para la amplificacion (mas de dos sefiales verdes o

rojas debido a la superposicion de nucleos). Es preciso por ello establecer un
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punto de corte a partir del cual la translocacion y la amplificacion se consideren
positivas. Para ello, se tomaron seis biopsias de gastritis cronica y, tras realizar el
FISH, se cuantificé en nimero de nicleos que presentaba un marcaje inespecifico
(presencia de translocacion o amplificaciéon) en un total de 200 nucleos por
muestra. El punto de corte se calculd realizando la media de los seis casos + 3

desviacion estandar’*’ (tabla 7).

Tabla 7: Puntos de corte para la t(11;18) (IR1V2F y IR1V1F), la amplificacion
de 18g21 (3R2V) y lade 1121 (2R3V)

Seiiales Interpretacion Media % de células  Punto de corte
IR1V2F (11;18) 0 3%
IR1V1IF (11;18) 6 9%
>3R 2V Amplificacion 18q21 1,4 4,4%
2R >3V Amplificacion 11q21 0,9 3,9%

Abreviaturas; R: sefal roja, V: sefial verde

DETECCION DE PROTEINAS

La presencia o ausencia de proteinas se estudid por inmunohistoquimica.
Para el andlisis de Bcl-10, CDI10, Bcl-2, Bcl-6 y Mum-1, se utilizaron
anticuerpos comerciales de DAKO. Para BLIMP-1 y Gecetl, se utilizaron
anticuerpos cedidos por el CNIO. La técnica se realizd en cortes de 4 um sobre

portas.

Material

- Xilol (Sigma-Aldrich)

- Etanol (Merck)

- Tampdn citrato 1X (DAKO)

- Agua destilada

- Buffer para inmunohistoquimica (DAKO)
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- Peroxidasa (DAKO)

- Anticuerpos primarios (ver tabla 8)

- Envision (DAKO)

- Olla a presion (Magefesa)

- Autostainer Plus Universal Staining System (DAKO)

Procedimiento
»PASO 1. Desparafinado, hidrataciéon y pretratamiento de las muestras:

1. Incubar las muestras toda la noche en estufa a 60°C

2. Realizar dos pases de xilol de 5 min cada uno e hidratar mediante una
seric de etanoles en concentracion decreciente (100% y 96%) y
finalmente en agua destilada.

3. Realizar un pretratamiento en olla a presion con tampon citrato 1X (pH
6,5 para CD10, Bcl-2 y MUM-1 y pH 9 para Bcl-10, Bel-6, BLIMP-1 y
Gcetl) durante 2 min.

4. Lavar las muestras en agua destilada e introducirlas en buffer para

inmunohistoquimica hasta la posterior tincion.

»PASO 2. Tincién inmunohistoquimica:

La tinciéon inmunohistoquimica se realizd utilizando el sistema
Autostainer Plus Universal Staining System de DAKO, que la realiza de

manera automatizada mediante el siguiente procedimiento:

5. Incubar las muestras con solucién bloqueante peroxidasa durante 5 min
para inhibir la peroxidada enddgena.
6. Incubar con anticuerpo primario previamente diluido a la concentracion

adecuada para cada uno (tabla 8) durante 30 min.
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Tabla 8: Referencia de anticuerpos utilizados, condiciones de
pretratamiento y dilucion de cada uno de ellos

Anticuerpo Referencia Pretratamiento Dilucién
CD10 MO0727, Dako Tampon citrato pH 6,5 1:15
Bcl-6 M?7211, Dako Tampon citrato pH 9 1:10
Geetl AM-015, CNIO Tampon citrato pH 9 1:2
MUM-1 M7259, Dako Tampon citrato pH 6,5 1:50
Bcl-2 MO0887, Dako Tampon citrato pH 6,5 1:250
BLIMP-1 AM-003, CNIO Tampon citrato pH 9 1:2

»PASO 3. Visualizacion del anticuerpo:

La visualizacion del anticuerpo también se realizd6 en el sistema
Autostainer Plus Universal Staining System de DAKO, con el sistema

EnVision de DAKO, mediante el siguiente procedimiento:

7. Incubar con el reactivo de deteccidn, compuesto por un reactivo de
dextrano unido a moléculas de peroxidasa y moléculas de anticuerpo
secundario, que reaccionan tanto con inmunoglobulinas de conejo como
de raton.

8. Incubar con el sistema de sustrato, compuesto por diaminobenzidina
concentrada (DAB), y por un buffer que contiene peréxido de hidrégeno.
Este sistema produce un producto final marréon en el lugar del antigeno
diana.

9. Incubar con hematoxilina para la contratincion de los nicleos.

»PASO 4: Visualizacion del resultado:

Tras montar los portaobjetos con medio de montaje y cubreobjetos de
24x60 mm, el resultado de la inmunohistoquimica se visualiz6 en microscopio
optico, determinando las muestras positivas y negativas para cada marcador.
Se consideraron como positivos los casos que presentaban mas de un 30% de

células marcadas con el anticuerpo (figura 28).
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Figura 28: Casos positivos para la inmunohistoquimica de CD10 (A), Bcl-6 (B), Geet-1
(C), MUM-1 (D), Bcl-2 (E) y Blimp-1 (F).

ANALISIS DE METILACION DE PROMOTORES

Los estudios de metilacion de ADN se realizaron con el objetivo de
analizar el estado de metilacién de los promotores de 14 genes. Estos andlisis se
realizaron utilizando la técnica de PCR especifica de metilacion (MSP). Esta
técnica se basa en un tratamiento con bisulfito sodico del ADN genémico. Tal y
como se puede ver en la figura 29, en la reaccion con bisulfito, todas las citosinas
no metiladas son deaminadas y sulfonadas, proceso que las transforma en uracilo,

mientras que las 5-metilcitosinas se mantienen intactas.
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ADN no metilado ADN metilado
g99 gcg gac cgc ¢ 999 g™y gac  cMgeM g
sodium bisulfite sodium bisulfite
modification modification
g99 gug gau ugu g 999 gcMg gau  cMge™ g

Figura 29: Resultado del tratamiento de ADN con bisulfito.

La modificacion quimica con sodio bisulfito (ver protocolo “modificacion
de ADN con bisulfito) crea diferencias entre las secuencias del ADN metilado y
del no metilado. Esta técnica permite realizar una amplificacion por PCR con
cebadores especificos para distinguir entre ADN metilado y no metilado, técnica
conocida como MSP. Los cebadores fueron seleccionados mediante revision
bibliografica, o  disenados mediante el software  “Methprimer”
(http://www.ucsf.edu/urogene/methprimer/htlm), que se basa en el algoritmo

Primer3'?®

. Teniendo en cuenta que la mayoria de islas CpG se encuentran dentro
de los promotores de los genes, el area 6ptima para el disefio de cebadores fue la
region rica en C-G mas cercana al sitio de inicio de la transcripcion. Los
cebadores fueron disefiados de forma que contenian al menos 3 sitios CpG en su
secuencia, uno de ellos al final del extremo 3°, para discriminar de manera mas
precisa entre ADN metilado y no metilado. Ademas, también contenian citosinas

fuera de los puntos CpG, para asi amplificar tan solo el ADN modificado con

bisulfito. Las secuencias de los cebadores se describen en la tabla 9.

67



Material y métodos

- ” - OVDOVVVLVVOLOVLLLOLVY VY VY LIH
S DLLVIVDDVLLVOLOVODDYYDD 2@
- o oLl OVVOVVVLVYOLOVLLLOLVVVVVY T0-v@
LLLYIVDOVIIYDIOVODOVYDLLL 4-0-pdl
o o b1 VDOOYDOVVOIOVYIVYOVIOO Tl
(601) 9002 5105 & BasezomS L19DDOLLLLYIOOLIOOD AL
o o bel VYOOV VOV VYOOV VIVYOVIVOD 406l
L1DDIDLLLIVIOLLIOIDLIVOLIOL d-0-61d
o 0 co1 OVDDOVIOOVOLLY VY VY IOV VLILYY LITTHD
— 0DOLVLIDOOVOVLIDOVLLILYVL 4 THAD
- ” - OVYOOVIOOVOLLY VY VYIOVVLL -0-THAD
DIOLLVLIODDYDVLILODVLLLIVYIDOVLL d4-0-THAD
o o o1 OVDOVDDDIVY VY VOOVLIVIOOVL TITLed
(v6) 9002 5109 £ WP DOVODOVOLLIOOVLIODOL II-LS
o ac el VYOVYOVOVVYVVYVOVLVLYOVIOL q-0-69
VOLOVDOLOVOLLLODYLIIONLL d-0-169
- . - DO0LOOVOOLYOVVOOODOV TITELd
- OLIODODDLYVYOIDVIOOYOD IIEL
- c € VOOLVOVVOLVOYVYODDOYVOVOLY q-n-eid
LL19DODLIVYVDIOVIDLVOODOV a-0-£d
e " N VIOVODDOVOIDDIYOOVYVIOD LYULHL
(621) 2002 5109 & 1015 DDOVLLLLIODDLILODDIDIDODOLL 4-W-1IHL
- b9 b VIOVODOOVYOOYOVVOVYVIVO ¥-0-LIHI
DLV LLLLIDDOLLIODDIOIONOOLL d-0-LIHI
- » - VVLODOVDODOOVYDODIOVD L9114
(76) 9002 5109 & WP DDOLYDDIDDODIDDDYDVLLVLL 914
. o o . VYOOV VOV VYOOV VIVYOVIVOD 4-0-919
IDLIVDOLODDOIOODVOVLILYLL d-0-919
egeISonqig sopL) ©J el (@) oyeurey ((£-.5) sat0peqa) a1quioN

LOTRIS0I[qIq RIdUAIRJA
K uordoearey ap s0[o10 ‘ojuarue[iue ap emjeradura) gD ap sojnpoxd sof ap owewre) ‘IS 2P SAI0PLRQID SO[ 3P SLIUINIAG 16 V[qEL

68



Material y métodos

ouoferoqe] oxsanu ua ojund
e ejsand £ ouastp T ‘einjesadwra) 1 T ‘saseq ap sared :qd ‘asianal g ‘premio] | ‘ope[Mauw NIy ered saropeqad [ ‘ope[Haw ou N (Y ered sa1opeqad i) Semieraaiqy

cc €c 16 DOVOOVOLY VY IOVIVYOODDD AW 14LSD
(LED) b00g 5105 & 1830 DLODIODIDVIOIODOODLL I-T-141SD
o 6 16 VOVVOVOLYYVIOVIVYOOODWOD A4-N-141SD
LIDLLODIOVIOLODOOLLIOLTD 1-n-1dLSD

cc 8¢ 18 DOVY VOOV FVYOIOLLOLOVOD A--LHOH

Z1n DODLLLIDDVIOOLIOOVODLLL I-IHOM

£00Z 5109 £ TyatuRee ] e 2 cs VOVY VY OVY VY VOOLLOLOVOVOOLOVY -0-LHOW
IOLLLLIOOVIOILLIOLYOLLLIOLOLLL A-0-LHOK

cc 8¢ cll DODIDOVLOFTIOOLTOIOD - TH TR

) AR e S B DODIODDVILVILLIODVOVIODY I THIRY
cc 8¢ bzl VOVOOOTIOVYIVOLYOLOOVOOV A-0-THTINY

IOLIOODOV LIV ILLIOLYOVIOLVOLLLL I-0-THTNY

ob 8 el DODLOVOOVILIODVYLLOVO AENLY

- DLLLIODIIODILLIODLLY I-W-TLLY

ob 9¢ ccl DOOVOLOVVOVLLLYOVY LIOVYD A-N-LT

LLLLIOLLIOLLLLIOLLLYY VO I-N-NLV

e 2 001 ODDDVIOVLIOLLLOVY VIODWVO A--9-ING

(OcL) 100z “5109 & Buwyz DIOLILIOVIIOLLODLIFILLLIOO I--9-3Md
cc 8¢ 101 DOVOVOVLOVIOLLLOVY VIVOVYOD I-0-9-3Nd
OLIOLLIOVIIOLLODLLYILLLIOL I-n-9-aNd

cc 09 26 TOODDITFYIIOIOOD A-W-A-dvd

T L Ty s em—— DIDOVVILIOVOOIVODDIOVIVOD m T x-&a
e 09 901 LA SISl A A IO TONFSTOTONN A & 9} 4-n-A-dvda
LIOLVYLIOVOLLYOOLIOVIVOOVOD I-N-H4dva

ob 8¢ oL TYOIDIDDITVOIITYD A--THA

i) i e e DOOVIOOOLLLLLLIYOOVOOL I-F-THA
e 2 oL VY VOVOOVOVVYOOVYYOOD d-n-THA
IOLVIOIOLLLLLLLYOOVOOLID I-0-THA

eljeIs orqig sopI) (Do) I (qd) oyeure ((€-5) satopeqa) a1quIoN

(ToTIRNUIUOI ) RIJRISOT[qIq LIOUAIJA
K uoraseare] ap s0[a12 ‘ojuareIue ap eajeradway O 2p sojonpo.d o] ap ourre) ‘S AP S2I0PLRGII SO] AP SLIMUANIAG 16 C[qUL

69



Material y métodos

Para cada muestra se amplifico la secuencia metilada y no metilada. Como
control negativo se utilizO6 ADN humano de placenta (Bioline). Como control
especifico de metilacion se utiliz6 ADN de una biopsia gastrica fijada en formol
e incluida en parafina, metilada con el enzima Sssl (ver protocolo “metilacion de
ADN?”). También se incluyeron blancos (agua) y ADN genémico no modificado
con bisulfito s6dico. Las PCRs se realizaron en un volumen de reaccion de 25 pl
(ver condiciones de PCR en la pagina 72). Los productos de PCR se separaron
mediante electroforesis en geles de acrilamida al 8% (1,6 ml de bisacrilamida al
40%, 6,4 ml de TBE 1X, 28 ul de persulfato amoénico (PSA) y 14 pl de
TEMED).

Los geles se tifieron con bromuro de etidio y los resultados se visualizaron
con el sistema de documentacion de geles Bio-Rad Gel Doc™ 2000. Para estimar
el tamafio aproximado de los productos de PCR se utiliz6 el marcador de tamafio

Hyperladder V.

La reaccion de MSP se dio por valida cuando el control metilado
presentaba la banda correspondiente al ADN metilado, el control no metilado la
del ADN no metilado y el blanco y el ADN no modificado con bisulfito no
presentaban ninguna banda. En cuanto a las muestras, se consideraron no
metiladas las que tan solo presentaban la banda correspondiente al ADN no
metilado, y como metiladas las que presentaban solo la banda de ADN metilado
o ambeas (figura 30). Las muestras que no amplificaron ninguna de las dos bandas

se consideraron nulas.
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Ctl Met Ctl no met Ctl no mod Muestral Muestra2 Blanco

u M U M U M U M U M U M

Figura 30: Resultado de PCR de metilacion de MGMT. Calles 1 y 2:
control metilado; calles 3 y 4: control no metilado; calles 5 y 6: control no
modificado; calles 7 y 8: muestra metilada; calles 9 y 10: muestra no
metilada; calles 11 y 12: blanco. En las calles M se han utilizado los
primers que amplifican el ADN metilado y en las U los que amplifican en
no metilado.

Abreviaturas: Ctl Met: control metilado, Ctl no met: control no metilado,
Ctl no mod: control no modificado.
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Protocolo de PCR

Tiempo Temperatura N° de ciclos
Preactivacion 10 min 95°C
Denaturalizacion 30 s 95°C
Anillamiento 30s 58°C-64°C 35-40
Extension 30s 72°C
Extension final 10 min 72°C

Condiciones de la PCR

Reactivo (stock)

Concentration final

ADN (100 ng/pl)

dNTPs (10 mM)

MgCl, (50 mM)

Buffer (10 X)

Cebador F (10 uM)
Cebador R (10 uM)
Enzima (Inmolasa 5 U/ul)
H,Obd

100 ng

0,2 mM
1,5 mM
1x

0,1 uM
0,1 uM
0,5U

Condiciones de electroforesis

Gel: 8% de acrilamida

Buffer: TBE 1 X (ver Tabla 13)

Buffer de carga: 3 ul de Buffer de carga (ver Tabla 13)

Producto de PCR: 10 ul

Tiempo de electroforesis: 90 min a 20 mA

72



Material y métodos

DETECCION DE Helicobacter pylori

La deteccion de la bacteria H. pylori se realizd con dos técnicas diferentes:

por visualizacion de las biopsias al microscopio y por nested-PCR.

DETECCION POR VISUALIZACION AL MICROSCOPIO

Los portaobjetos con cortes del tejido de 4 pm de grosor y tefiidos con
hematoxilina-eosina con muestra representativa de la mucosa gastrica fueron
visualizados al microscopio Optico a 100 aumentos por personal cualificado,
determindndose los casos negativos (figura 31A), positivos (figura 31B) y

dudosos para la bacteria.

Figura 31: Visualizacion de la mucosa gastrica por microscopia a 100X
aumentos. A: caso negativo para H. pylori; B: caso positivo para H. pylori.
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DETECCION POR NESTED-PCR

La deteccidn de la bacteria H. pylori por nested-PCR se realizé mediante la
amplificacion del gen SSA (Specie Specific Antigen) (figura 32), considerado uno
de los de mayor especificidad de la bacteria'*>. Los cebadores fueron disefiados

con el programa Primer 3'** (tabla 10).

Frstsetprimers : i

S :
o e 27070
— s =
— -

’ l P10 Al
— LI -
22 PCR == i
" “l
120 ph

Figura 32: Esquema representativo de la amplificacion del gen SS4 de H.
pylori por nested-PCR.

Tabla 10: Secuencia de los cebadores utilizados en la nested-PCR para la
amplificacion del gen SSA de H. pylori

Secuencia (5°....3’) Tamaiio (pb)

1" PCR SSAI-F GCTTTAATGTGATTGGCGTGT 270
SSAI-R  CTACCATGCGAAGCATTTCA

5 PCR SSA2-F  ATTTCGCATGGAAAAACACC 120
SSA2-R  TCGCTTCTTCAAACAGCACA

La primera PCR se realizé en un volumen final de 25 pl utilizando 100 ng

de ADN. La segunda PCR se realizé en el mismo volumen, afiadiendo 3 pl de
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producto de amplificado de la primera PCR (ver protocolo de PCR en la pagina
75). Los productos de la segunda PCR se separaron por tamafio mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2% que contenian 5 pl de bromuro de etidio
por cada 100 ml (ver las condiciones de electroforesis de la pagina 76). Los
resultados se visualizaron bajo luz ultravioleta (254 nm) utilizando el sistema de
documentaciéon de geles Bio-Rad Gel Doc™ 2000. Para identificar el tamafio
aproximado de las moléculas migradas en la electroforesis, se selecciond el

marcador de tamafio Hyperladder V (figura 33).

Protocolo de PCR

Reactivos (stock) Concentracion final

1*PCR  2*PCR
ADN (100 ng/pl)

100 ng 3ul
dNTPs (10 mM) 0,2 mM
MgCl, (50 mM) 1,5 mM
Buffer (10 X) 1x
Cebador F (10 uM) 0,1 uM
Cebador R (10 uM) 0,1 uM
Enzima (Immolasa 5 U/ul) 0,5U
H,0 bd -

Condiciones de la PCR
Tiempo Temperatura  N° de ciclos

Preactivacion 7 min 95°C
Desnaturalizacion 30s 95°C
Anillamiento 30s 60°C 35 ciclos
Extension 30s 72°C
Extension final 10 min 72°C
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Condiciones de electroforesis

Gel: agarosa al 2%

Buffer: TBE 1 X

Buffer de carga: 4 ul de azul de bromofenol
Producto de PCR: 6 ul

Tiempo de electroforesis: 40 min a 90 V

Cada muestra fue analizada por triplicado para asi testar una mayor
cantidad de ADN (600 ng por muestra) y eliminar falsos negativos. Como control
positivo, se utilizd una biopsia de gastritis cronica en la que se habia comprobado
la presencia de la bacteria en el microscopio 6ptico, y como control negativo una

muestra de ADN de sangre periférica sin la bacteria.

Cctl- - + - - + Ctl+ B

Figura 33: Resultado de PCR de metilacion de
H. pylori. Calle 1: control negativo; calles 2, 4 y
5: muestras negativas; calles 3 y 6: muestras
positivas; calle 7: control positivo; calle 8:
blanco.

Abreviaturas: Ctl-: control negativo, Ctl+:
control positivo, -: muestra negativa, +: muestra
positiva, B: blanco.
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ANALISIS ESTADISTICOS

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa StataSE 8.

La relacion entre la presencia o ausencia de los diferentes marcadores
clinicos, proteicos y de metilacion de promotores estudiados y la supervivencia
global (SG) y la supervivencia libre de fallo (SLF) se analizé6 mediante las curvas
de supervivencia Kaplan-Meier y andlisis estadistico log-rank. La SG se calculd
desde el dia del diagnostico hasta la fecha de fallecimiento o de ltima revision y
la SLF, desde el dia del diagnostico hasta la fecha de recidiva del linfoma,

fallecimiento o tltima revision sin recidiva.

La relaciéon entre las diferentes variantes nominales entre dos grupos se
analiz6 mediante el test de Fisher. Mediante este analisis, se estudiaron las
diferencias en el porcentaje de metilacion entre los controles géstricos, el tejido
gastrico sano de los pacientes con linfoma y el tejido tumoral del DLBCL

gastrico, asi como entre casos y controles con y sin presencia de H. pylori.

En todos los andlisis se considerd estadisticamente significativo un valor

de p <0,05.
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PROCESADO DE MUESTRAS. PROTOCOLOS

EXTRACCION DE ADN GENOMICO

La extraccion de ADN de cada muestra se realiz6 a partir de material
incluido en parafina. Se utilizaron cinco cortes de 5 um de grosor que se
introdujeron en tubos de 1,5 ml. Finalmente, se sigui6 el método de fenol-

cloroformo"*:

Material:

- Xilol (Sigma-Aldrich)

- Etanol (Merck)

- Agua bidestilada

- Buffer TE (ver tabla 13)

- Proteinasa K en dilucién a a 10 mg/ml (Sigma-Aldrich)
- Fenol (USB)

- Cloroformo (Sigma-Aldrich)

- Isoamil alcohol (Sigma-Aldrich)

- Acetato sddico en solucion a 2 M (Merck)
- Glucogeno en solucion a 20 mg/ml (Roche)
- Microtubos 1,5 ml (Sarstedt)

- Baiio de agua (Selecta, Precisdig)

- Microcentrifuga (HERAEUS Biofuge pico)
- Micropipetas (Labsystem Finnpipette)

Procedimiento:

1. Desparafinar las muestras afiadiendo 1 ml de xilol a cada una y
mezclar. Centrifugar durante 5 min a 13000 rpm y eliminar el

sobrenadante. Repetir este paso nuevamente
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Afladir 1 ml de etanol 100%, centrifugar 5 min y eliminar el
sobrenadante. Repetir este paso con concentraciones decrecientes de
etanol al 80%, 70% y finalmente con agua bidestilada

Proceder a la lisis celular mediante incubaciéon de las muestras
primero con 460 ul de Buffer TE a 100°C durante 20 min y después
afiadiendo 40 pl de proteinasa K (10 mg/ml) e incubando a 56°C
durante toda la noche

Anadir 500 pl de fenol-cloroformo- isoamil alcohol en proporcioén
25:24:1, invertir las muestras para homogeneizar las fases y
centrifugar durante 10 min a 13.000 rpm. Esta centrifugacion permite
la separacion de las muestras en dos fases: una superior acuosa, que
contiene el ADN, y otra inferior fendlica, que se debe desechar. Con
ayuda de una pipeta, recuperar la fase acuosa en un tubo nuevo
previamente etiquetado

Precipitar el ADN afiadiendo acetato s6dico 2M en proporcioén 1/10 a
la fase acuosa, 1 pl de glucdégeno (20 mg/ml) y 2 volimenes de
etanol absoluto frio. Para permitir la total precipitacion del ADN,
incubar durante 1 hora a -20°C

Centrifugar durante 20 min a 13.000 rpm y eliminar el sobrenadante
Lavar el pellet de ADN con 1 ml de etanol 80% frio y centrifugar de
nuevo 5 min a 13.000 rpm, volviendo a eliminar el sobrenadante
Dejar secar el pellet de ADN al aire y finalmente resuspenderlo en

20 pl de H,O bidestilada estéril

CUANTIFICACION Y ANALISIS DE LA CALIDAD DEL ADN

La concentracion y pureza del ADN fueron medidos con el

espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000. Para determinar la pureza, se utilizo el

ratio de absorbancia a 260 y 280 nm, considerando como ADN “puro” un ratio
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El ADN extraido del material incluido en parafina suele ser habitualmente

de baja calidad. Hay varios factores que afectan a su integridad y a la

amplificacion por PCR como son el espesor del tejido, el tipo y tiempo de

fijacion, el tiempo de almacenamiento, el proceso de extraccion de ADN y la

presencia de inhibidores de PCR. Por ello, es necesario evaluar su estado antes de

utilizarlo en técnicas moleculares. Para ello, se utilizé la PCR multiplex control

BIOMED-2"**. En este protocolo, se utilizan cinco pares de cebadores de genes

control para amplificar productos de exactamente 100, 200, 300, 400 y 600 pb

(tabla 11).

Tabla 11: Genes seleccionados para determinar la calidad del ADN

Gen Simbolo  Exon GenBank  Tamaiio
Human thromboxane synthase gene TBXASI exon 9 D34621 100 bp
Human recombination activating gene RAGI exon 2 M29474 200 bp
Human promyelocytic leukaemia zinc-finger gene PLZF exon 1 AF060568 300 bp
Human AF4 gene AF4 exon 11 783687 400 bp
Human AF4 gene AF4 exon 3 783679 600 bp

Las secuencias de los cebadores utilizados en la PCR se describen en la

figura 34.
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AF4 exon 3
i [ > - I i
600 bp
5 3 3 5
AF4IX3U  (+157) "GGAGCAGCATTCCATCCAGC AATACAGGCCGGGTACCTAC (+756) AF4/X3L
AF4 exon 11
£ 1 > - | ;
400 bp
AF4IXTU (+448) "COGCAGCAAGCAAGGAACE. ECTCOGCRGTCTCCTTTCS (v844) AFEXIIL
PLZF exon 1
i l > - i
300 bp
PLZEIX1U (+189) TGCGATGTGGTCATCATGGTG® Y GGAGTCTGCTGTTACTGTGE (+488) PLZFIXIL
RAG1 exon 2
I > = i
| —
200 bp
RAGIX2U (+511) “TGTTGACTCGATCCACCCCA” AAGTCGGTTTGAACGTCGAGT (+710) RAGIX2L

TBXAS1 exon 9
i [ > I §

—
100 bp

8 3 3. 5
TBXAS1/XSU (+34) GCCCGACATTCTGCAAGTCC TTGCGAAGGGCCGTTGTGG (+133) TBXAS1/XSL

Figura 34: Diagrama esquematico de los cinco exones
control y los cinco pares de cebadores para la obtencion de
los productos de PCR de 600, 400, 300, 200 y 100 bp,
respectivamente (Leukemia 2003; 17:2257-317)"*.

La PCR se realiz6 en un volumen final de 25 pl, utilizando 100 ng de ADN
(ver protocolo de PCR de la péagina 82). Los productos de PCR se separaron por
tamafio mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%, los cuales contenian 5
ul de bromuro de etidio por cada 100 ml (ver las condiciones de electroforesis de
la pagina 82). Los resultados se visualizaron bajo luz ultravioleta (254 nm),
utilizando el sistema de documentacion de geles Bio-Rad Gel Doc™ 2000. Para
identificar el tamafio aproximado del tamafio de las moléculas migradas en la

electroforesis, se selecciond el marcador de tamafo Hyperladder V.
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Protocolo de PCR

Reactivos (stock) Concentracion final
ADN (100 ng/ul) 100 ng
dNTPs (10 mM) 0,2 mM
MgCl, (50 mM) 2 mM
Buffer (10 X) 1X
Cebador F (10 uM) (AF4ex3) 5 pmol
Cebador F (10 uM) (TBXASI1, RAGI, PLZF, AF4ex11) 2,5 pmol
Cebador R (10 uM) (AF4ex3) 5 pmol
Cebador R (10 uM) (TBXASI1, RAGI, PLZF, AF4ex11) 2,5 pmol
Enzima (Immolasa 5 U/ul) 0,5U
H,0 bd -

Condiciones de la PCR

Tiempo Temperatura N° de ciclos
Preactivacion 10 min 95°C
Desnaturalizacion 30s 95°C
Anillamiento 30s 60°C 30 ciclos
Extension 30s 72°C
Extension final 10 min 72°C

Condiciones de electroforesis

Gel: agarosa al 2%

Buffer: TBE 1 X

Buffer de carga: 4 ul azul de bromofenol
Producto de PCR: 6 ul

Tiempo de electroforesis: 40 min a 90 V
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TRATAMIENTO DEL ADN CON BISULFITO SODICO

La conversion del ADN con bisulfito sodico se realizo con el kit comercial
CpGenomeTM DNA Modification kit (Chemicon® International), siguiendo el

protocolo del fabricante:

Material

- Muestras de ADN (3 pg)

- CpGenome DNA Modification kit (Chemicon International)
- NaOH en solucion a 3M (Sigma-Aldrich)

- Etanol (Merck)

- Microtubos 1,5 ml (Sarstedt)

- Pipetas Pasteur (3 ml) (Sarstedt)

- Microcentrifuga (HERAEUS® Biofuge pico)

- Baiio de agua (Selecta, Precisdig)

Procedimiento
»PASO 1. Modificacion de ADN

1. Afadir 7 pl de 3 M NaOH a 3 pg de ADN en 100 pl de agua y mezclar
2. Incubar el ADN durante 10 min a 50°C

3. Afiadir 550 pl de reactivo de modificacion I recién preparado y mezclar
4.

Incubar a 50°C durante 4-16 horas protegido de la luz

» PASO 2. Lavado inicial

5. Resuspender el reactivo de modificacion III en vortex

6. Afiadir 5 pl de reactivo de modificacion III a los tubos con la solucion
de ADN

7. Afadir 750 pl de reactivo de modificacion II recién preparado y

mezclar
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10.

11.

Incubar a temperatura ambiente durante 5-10 min

Centrifugar durante 10 seg a 5.000 X g para precipitar el reactivo de
modificacion III. (Se verd un pequefio pellet blanco). Descartar el
sobrenadante

Anadir 1 ml de EtOH 70%, mezclar, centrifugar durante 10 seg a 5.000
X g, y descartar el sobrenadante. Realizar este paso 3 veces

Tras descartar el sobrenadante por tercera vez, centrifugar los tubos a

maxima velocidad durante 2 min y eliminar el sobrenadante restante

> PASO 3. Finalizaciéon de la modificacion de ADN (Desulfonacién),

segundo lavado y diluciéon

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

Afiadir 50 pl de 20 mM NaOH/90% EtOH a cada muestra

Mezclar para resuspender el pellet e incubar a temperatura ambiente
durante 5 min

Centrifugar durante 10 seg a 5.000 X g para precipitar todo el
contenido al fondo del tubo. Afiadir 1 ml de EtOH 90% y mezclar para
limpiar el pellet. Centrifugar de nuevo y eliminar el sobrenadante.
Repetir este paso una vez mas

Tras eliminar el sobrenadante por segunda vez, centrifugar las muestras
a maxima velocidad durante 3 min

Eliminar el sobrenadante restante. Dejar secar el pellet durante 10-20
min a temperatura ambiente

Anadir 30 pl de buffer TE (ver tabla 13)

Incubar las muestras durante 15 min a 60°C para diluir el ADN
Centrifugar a maxima velocidad durante 2-3 min y transferir las

muestras (el sobrenadante) a un nuevo tubo
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METILACION DEL ADN

La obtencién de un ADN totalmente metilado se realizd mediante el
enzima Sssl (New England Biolabs), que metila toda las citosinas (C5) de los

sitios CpG reconociendo la secuencia 5'...CG...3".

Material

- NEBuffer2 10X (New England Biolabs)

- SAM 1600 pM (New England Biolabs)

- 1 pg de DNA extraido de biopsia fijada en formol e incluida en parafina
- Sssl metilasa (4 U/pl) (New England Biolabs)
- Fenol (USB)

- Cloroformo (Sigma-Aldrich)

- Isoamil a Icohol (Sigma-Aldrich)

- Acetato sddico en solucion a 2 M (Merck)

- Glucogeno en solucion a 20 mg/ml (Roche)

- Microtubos 1,5 ml (Sarstedt)

- Baiio de agua (Selecta, Precisdig)

- Microcentrifuga (HERAEUS® Biofuge pico)
- Micropipetas (Labsystem Finnpipette)

Procedimiento
>»PASO 1. Metilacion del ADN

1. Afadir en orden por cada muestra (Nota: trabajar en hielo):
- 35 pl de H,O estéril
- 5 ul de NEBuffer2 10X
- Sulde SAM 1600 pM
- 4 pulde ADN (1 ug de ADN)
- 1 pl de Sssl metilasa (4 U/pl)

2. Mezclar bien pipeteando arriba y abajo
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3.
4.

Incubar 2-4h a 37°C

Parar la reaccion calentando 20 min a 65°C

»PASO 2. Purificacion del ADN

5.

10.
11.
12.
13.

Afnadir a cada muestra 50 pl de H,O esteril y 200 pl de fenol-
cloroformo-isoamil alcohol en proporciéon 100:96:4. Mezclar bien para
homogeneizar las fases

Centrifugar 10 min a 13000 rpm y recuperar la fase acuosa en otro tubo
Anadir a cada muestra 1/10 volumen de acetato sodico 2M, 1 pl de
glucogeno (20mg/ml) y 2 volimenes de EtOH absoluto frio (-20°C)
Incubar 1 h a -20°C

Centrifugar 20 min a 13.000 rpm y desechar el sobrenadante

Lavar afiadiendo 1 ml de EtOH 80% frio

Centrifugar 5 min a 13.000 rpm y desechar el sobrenadante

Dejar secar el ADN

Resuspender el ADN en H,O estéril, ajustandolo a la concentracion

deseada

86



Material y métodos

REACTIVOS
Tabla 12: Lista de reactivos utilizados
Reactivo Técnica Casa comercial Referencia
Sonda API2/MALTI1 FISH Vysis 32-231007
Xilol E)I(ilz_lléclilgr?;;DN Oppac UN-1307
Etanol absoluto E)I(EI;IQCIESADN Merck 100983.1000
Tampon Citrato pH 6.5 FISH, ITHQ Dako 52031
Proteinasa K iISE JlEEEatin Sigma-Aldrich P2308
NaCl FISH Merck 106404
KCl1 FISH Sigma-Aldrich P9541
Na,HPO, FISH Panreac 131721
K,HPO, FISH Panreac 132333
SSC 20X FISH Vysis 32-804850
Formol tamponado FISH Oppac 021TC0000
Igepal (NP-40) FISH Vysis 32-804818
DAPI II FISH Vysis 32-804831
Tampon citrato pH 9 THQ Dako
Buffer para IHQ THQ Dako S2022
Bloqueante Peroxidasa THQ Dako 52023
EnVision THQ Dako K5007
Hematoxilina THQ Dako S3301
Medio de montaje THQ
Tris base ET&:Z?:;ES;;?SDN /" usB 75825
EDTA ET;Z?:;;S&;?N A S i Aldrich E-5134
Fenol ultrapuro Extraccion ADN USB 75829
Cloroformo Extraccion ADN Sigma-Aldrich C2432
Isoamilalcohol Extraccion ADN Sigma-Aldrich 19392
NaAc Extraccion ADN Merck 6268
Glucogeno Extraccion ADN Roche 901393
Cebadores PCR Bonsai Technologies -
dNTPs PCR Bioline 39028
Immolase™ DNA polimerase PCR Bioline 21047
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Tabla 12: Lista de reactivos utilizados (continuacion)

Reactivo Técnica Casa comercial Referencia
Agarosa D-1 Low EEO Electroforesis Pronadisa 8016

Buffer de carga azul de bromofenol Electroforesis Sigma-Aldrich B-6896
Glicerol Electroforesis Merck 1.040.921.000
Acido bérico Electroforesis Panreac 131015
Hyperladder V Electroforesis Bioline 33031
Bromuro de etidio Electroforesis BioRad 161-0433
CpGenome DNA Modification kit afilslﬁiff;zacién con ICn}tIZrmn;Ct?(?nal S7820
B-Mercaptoetanol a;[;)l:iliff;zacién con Sigma-Aldrich M-7522
NaOH Bisulfite conversion ~ Panreac 1.416.871.211
AND humano de placenta MSP Bioline 35025
Acrilamida Electroforesis BioRad 161-144
TEMED Electroforesis BioRad 161-0800
Persulfato amoénico Electroforesis BioRad 161-0700
Buffer de carga 5X Electroforesis BioRad 161-0767

Kit Enzima Sssl Metilacion de ADN New England Biolabs M0226S
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Tabla 13: Preparacion de tampones y soluciones

Solucién Preparacion

80 g NaCl, 2 g KCl, 14.4 g Na,HPO,, 2,4 g KH,PO, en 800 ml de H,O destilada.
PBS 10 X Ajustar pH a 6,8 con HCL. Afadir H,O hasta 1 litro. Esterilizar en autoclave. Preparar

dilucioén 1:10.

0,

ZN)I(,E%C/O’:’ % 5 ml SSC 20X, 150 pl NP-40. Afiadir H,O hasta 50 ml.

Tris 10 mM, EDTA 1 mM en volumen final de disolucion. Ajustar pH a 9. Esterilizar
Buffer TE

en autoclave
Azul de 2 ml EDTA 0,5 M pH=8; 5 ml glicerol 100%; azul de bromofenol. Enrasar volumen a
bromofenol 10 ml con agua destilada.
TBE 10X Tris 1,34 M; acido borico 749 mM; EDTA 25,5 mM. Ajustar a pH=7,3
NaOH 3M 1 g NaOH / 8,3 ml agua destilada
20 mM
NaOH/90% Combinar 900 pl de 100% EtOH, 93,4 ul de H,O y 6,6 ul de 3 M NaOH
EtOH
Reactivo I Por cada muestra a modificar, pesar 0,227 g de Reactivo de Modificacion I y afiadir a
Chemicon 0,571 ml de agua. Mezclar para disolver. Ajustar el pH a 5,0. Proteger de la luz. Para

Reactivo 11
Chemicon

SAM 1600 pM

mejores resultados, este reactivo debe utilizarse inmediatamente tras su preparacion

Afiadir 1 pl de B-mercaptoethanol a 20 ml de agua destilada. Afiadir 750 pl de esta
solucion a 1,35 g de Reactivo de Modificacion II por cada muestra a modificar.
Mezclar hasta disolver completamente.

Por cada muestra a metilar, mezclar 0,25 pl de SAM 32 mM con 4,75 ul de agua
destilada estéril
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CORRELACION ENTRE LOS PARAMETROS
CLINICOS Y EL PRONOSTICO

Se seleccionaron 8 parametros clinicos que han sido implicados con el
pronostico de pacientes con DLCBL nodales o gastricos. Se analizé la
correlacion de dichos pardmetros con la SG y la SLF en los DLCBL gastricos, tal

como se describe en la tabla 14.

Tabla 14: Correlacion entre los parametros clinicos y la SG y la SLF.

SG 5 aiios SLF 5 aiios
Parametro N (%) p p
N (%) N (%)
Hombre 27 (67,5) 20 (74,1) 18 (66,7)
Sexo 0,4203 0,2207
Mujer 13 (32,5) 11 (84,6) 11 (84,6)
< 60 afios 15 (37,5) 13 (86,7) 13 (86,7)
Edad 0,2674 0,1162
> 60 afios 25 (62,5) 18 (72) 16 (64)
Normal 18 (81,8) 16 (88,9) 16 (88,9)
LDH 0,4239 0,0004*
Aumentado 4 (18,2) 3(75) 1(25)
Normal 9(52,9) 8 (88,9) 8 (88,9)
p2-MG 0,7443 0,0695
Aumentado 8 (47,1) 7(87,5) 5(62,5)
Afectacion No 13 (50) 12 (92,3) 12 (92,3)
0,1199 0,1285
ganglionar Si 13 (50) 9 (69,2) 9 (69,2)
Infiltracion No 21 (95,5) 18 (85,7) 18 (85,7)
medular Si 14,5 0(0) 0(0)
No 10 (23,3) 6 (60) 5(50)
Gastrectomia 0,1469 0,0526
Si 33 (76,7) 26 (78,8) 25 (75,6)
QT 22 (81,5) 19 (86,4 18 (81,8
Tratamiento ( ( ) 0,5137 ( ) 0,4303
QT+Ritux 5(18,5) 5(100) 5(100)

Abreviaturas; N (%): nimero y porcentaje de casos, QT: quimioterapia; Ritux:
Rituximab, SG: supervivencia global, SLF: supervivencia libre de fallo.
*Valor de p estadisticamente significativo (p < 0,05)
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SEXO Y EDAD AL DIAGNOSTICO

La frecuencia de varones fue superior a la de mujeres, tal que como se ha
descrito para esta patologia. Los hombres presentaron una SG y una SLF
ligeramente menores que las mujeres, aunque no estadisticamente significativas
(p =0,4203 y 0,2207, respectivamente) (figura 35). De los 27 varones, 7 (25,9%)
fallecieron antes de los 5 afios y en otros 2 casos (7,4%) se observd una recaida
durante este tiempo. En el grupo de mujeres, sélo dos pacientes de las 13 que

componian la muestra (15,4%) no sobrevivieron a los 5 afios.
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Figura 35: Asociacion entre sexo y SG (A) y SLF (B) en DLBCL gastricos, estimada
mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.

Por otro lado, atendiendo a la edad de los individuos se detectdé una menor
SG y SLF en el grupo de individuos mayor de 60 afios (figura 36), aunque no se
lleg6 a alcanzar un valor estadisticamente significativo (p = 0,2674 y p = 0,1162,
respectivamente). Siete de los 25 individuos mayores de 60 afios (28%)
fallecieron antes de 5 afios y en dos pacientes (8%) hubo recaida. En el grupo

menor de 60 afios, de 15 individuos, fallecieron tan solo dos (13,3%).
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Figura 36: Asociacion entre edad y SG (A) y SLF (B) en DLBCL gastricos, estimada
mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.

NIVELES DE LDH Y $2-MG EN EL SUERO

Los casos con nivel de LDH aumentado presentaron una menor SG y SLF
(figura 37), siendo esta diferencia estadisticamente significativa en el caso de la
SLF (p = 0,0004). De los cuatro pacientes con nivel de LDH aumentado uno
(25%) fallecid y otros dos (50%) presentaron recaida dentro del plazo de 5 afios.
De los 18 pacientes con valores de LDH normales, so6lo dos (11,1%) fallecieron
en ese periodo. Por lo tanto, en nuestra muestra de DLBCL géstricos, los casos
con LDH aumentado presentaron menor supervivencia, ya que tan solo uno
(25%) de los pacientes con niveles aumentados de LDH sobrevivié sin recaida,
frente a los 16 pacientes (88,9%) que sobrevivieron cuando los valores de LDH

fueron normales.
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Figura 37: Asociacion entre niveles en suero de LDHy SG (A) y SLF (B) en DLBCL
gastricos, estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.
*Valor de p estadisticamente significativo (p < 0,05)

El nivel de $2-MG no se asoci6 con la SG (p = 0,7443), pero si se vio una
asociacion que fue casi significativa entre los niveles aumentados de esta
proteina y una menor SLF (p = 0,0695) (figura 38). De los 8 individuos con
niveles superiores a 2,4 mg/l, uno (12,5%) falleci6é al mes del diagndstico y en
otros dos casos (25%) se observd una recaida, mientras que en el grupo de 9

pacientes con niveles normales de 32-MG tan solo uno (11,1%) fallecio6.
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Figura 38: Asociacion entre niveles en suero de f§,- microglobulina y SG (A) y SLF (B)
en DLBCL gastricos, estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.
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AFECTACION GANGLIONAR POR EL LINFOMA

En los casos en los que habia afectacion ganglionar, se observdé una
disminucion en la SG y la SLF desde los primeros meses de seguimiento (figura
39), aunque sin presentar una significacion estadistica (p = 0,1199 y p = 0,1285,
respectivamente). De los 13 casos positivos para la afectacion ganglionar, 4
pacientes (30,8%) fallecieron. En cambio, de los 13 casos negativos, s6lo uno

(7,7%) fallecio.
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Figura 39: Asociacion entre presencia o ausencia de afectacion ganglionar y SG (A) y
SLF (B) en DLBCL géstricos, estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.
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INFILTRACION DE LA MEDULA OSEA

De los 22 casos en los que se pudo valorar la infiltracion de la médula 6sea
solo uno fue positivo, por lo que no se pudo realizar el analisis estadistico de
supervivencia. No obstante, este paciente con infiltracion medular falleci6 a los 3

meses del diagnostico.
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TRATAMIENTO

En aquellos casos en los que se habia realizado una gastrectomia, los
pacientes presentaron mayor SG y mayor SLF, no llegando a ser significativa, en
el caso de SLF quedd muy cerca del valor significativo (p = 0,1469 y p = 0,0526,
respectivamente) (figura 40). De los 33 pacientes gastrectomizados, 7 individuos
(21,2%) no sobrevivieron a los 5 afios y uno (3,0%) no respondi6 al tratamiento,
mientras que de los 10 no gastrectomizados, 4 pacientes (40%) fallecieron antes

de los 4 meses y otro (10%) sufrié una recaida del linfoma a los 23 meses.
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Figura 40: Asociacion entre gastrectomia 'y SG (A) y SLF (B) en DLBCL gastricos,
estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.

Por otro lado, entre los pacientes gastrectomizados, al comparar el grupo
de pacientes a los que se les administré s6lo quimioterapia con los que recibieron
también Rituximab se observé una ligera disminucion de la SG y la SLF en el
grupo que no recibié Rituximab, aunque estadisticamente no hubo diferencias
significativas entre ambos grupos (figura 41). Ninguno de los 5 pacientes a los
que se dio el anti-CD20 fallecid, mientras que de los otros 22 pacientes, 3

(13,6%) fallecieron y uno (4,5%) recayo.

98



Resultados

100
075 100

075

Supervivencia global
Supervivencia libre de fallo

00

p=05137

I

Figura 41: Asociacion entre tratamiento con Rituximab y SG (A) y SLF (B) en DLBCL
gastricos, estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.
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Por lo tanto, de todos los marcadores clinicos analizados, el nivel
aumentado de LDH en suero mostr6é asociacién con una menor supervivencia en
DLBCL géastricos. Cabe resaltar que la realizacion de la gastrectomia parece estar

asociada a una mayor SLF.

LA TRANSLOCACION t(11;18) EN LOS DLBCL
GASTRICOS Y EL PRONOSTICO

La translocacion t(11;18) se ha considerado como un marcador de
resistencia al tratamiento con antibidticos en los linfomas MALT y, en algunos
casos, se ha sugerido que también en los DLBCL gastricos. En este trabajo,
analizamos la presencia de la translocacién en 43 DLBCL géstricos y obtuvimos

sefial de la hibridacion por FISH en 38 casos.

Ninguno de los 38 casos presentd la t(11;18). Todos los casos excepto uno
presentaron 2 sefiales verdes y dos rojas separadas (figura 42A), caracteristicas

de las células sin la translocacion.
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En uno de los casos se detectd una amplificacion de la region 11g21, en la
que se encuentra el gen API2, el 91% de los nticleos analizados presentaron dos
sefiales rojas y entre 4 y 6 sefiales verdes (figura 42B). En este paciente, la
evolucion fue desfavorable, ya que tras realizar una gastrectomia, fallecid en el

periodo de un mes.

' F
Figura 42: DLBCL géstrico sin translocacion t(11;18) (API2-MALT1)
(A) , y caso con amplificacion de la region 11q21 (API2) (B). Nucleo
tefiido con DAPI (azul), gen API2 (verde) y gen MALT1 (rojo).

DETECCION DE PROTEINAS Y SU ASOCIACION CON
EL PRONOSTICO

En los DLBCL nodales, se han descrito algoritmos inmunohistoquimicos y
proteinas con valor prondstico. Por otro lado, se sabe que la localizacion de los
DLBCL implica diferencias clinicas y bioldgicas. Por ello, en este apartado
evaluaremos la eficacia de estos marcadores pronosticos en los DLBCL

gastricos.

ALGORITMOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Mediante el algoritmo de Hans, 21 casos (48,8%) de los 43 DLBCL
gastricos analizados se clasificaron como de tipo CG, 19 casos (44,2%) se

clasificaron como no-CG y los 3 casos restantes (7,0%) no se pudieron valorar.
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En los 21 casos de tipo CG, 13 fueron positivos para CD10 y 8 negativos para
CD10 y MUM-1 y positivos para Bcl-6, mientras que de los 19 casos no-CG,
todos fueron negativos para CD10, 15 de ellos también fueron negativos para

Bcl-6 y 4 casos fueron positivos para Bel-6 y MUM-1.

Al analizar el valor prondstico de esta clasificacion (tabla 15), no se
encontraron diferencias entre los DLBCL gastricos de tipo CG o no-CG ni en la
SG (p=0,3727) ni en la SLF (p = 0,4192) (figura 43). Un paciente del grupo CG
y dos del grupo no-CG fallecieron por la gastrectomia. Posteriormente, de los 20
individuos restantes del grupo CG, seis (30%) fallecieron y uno (5%) recayd
dentro del periodo de 5 afios. En los 17 pacientes del grupo no-CG, tres (17,6%)

fallecieron y en uno (5,9%) no se observo respuesta al tratamiento.
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Figura 43: Asociacion entre tipo CG o no-CG, determinado mediante el algoritmo de
Hans, y SG (A) y SLF (B) estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.

En lo referente al algoritmo de Muris, 39 de los casos fueron clasificados
como grupo 1, mientras que tan solo uno de los casos se clasifico dentro del
grupo 2. Aunque este caso podria estar asociado a mal pronoéstico, ya que no
respondi6 al tratamiento, no se pudo realizar el andlisis estadistico de

supervivencia.
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Por ultimo, clasificamos los DLBCL géstricos segun el algoritmo de Choi.
A pesar de no disponer de los datos de expresion de FOXP1, pudimos clasificar
la mayoria de los pacientes. Asi, doce de los casos (41,4%) se clasificaron como
tipo CG y 17 (58,6%) como no-CG. Cuatro de los pacientes que se habian
clasificado como tipo CG con el algoritmo de Hans quedaron dentro del tipo no-

CG con el algoritmo de Choi.
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Figura 44: Asociacion entre tipo CG o no-CG determinado mediante el algoritmo de

Choi y la SG (A) o SLF (B) estimada mediante las curvas de supervivencia Kaplan-
Meier.

Al analizar el valor prondstico de esta clasificacion, no encontramos
asociacion de ninguno de los tipos con la SG (p = 0,7798) ni con la SLF

(p =0,4534) (tabla 15).

Tabla 15: Correlacion entre los algoritmos inmunohistoquimicos y la SG y la SGL.

SG 5 aiios SLF 5 aiios
. . o

Algoritmo y tipo N (%) N (%) p N (%)

Algoritmo Tipo CG 20 (54,1) 14 (70) 13 (65)
de Hans Tipo no-CG 17 (45.,9) 14 (82,4) 0.3727 13 (76,5) 0,4192

Algoritmo Grupo 1 38 (97,4) 29 (76,3) ) 28 (73,7) )
de Muris Grupo 2 1(2,6) 1 (100) 0 (0)
Algoritmo Tipo CG 12 (41,4) 9 (75) 8 (66,7)

0,7798 0,4534

de Choi Tipo no-CG 17 (58.6) 13 (76.5) 13 (76,5)
Abreviaturas; N (%): nimero y porcentaje de casos, SG: supervivencia global, SLF:
supervivencia libre de fallo
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Por lo tanto, ninguno de los algoritmos inmunohistoquimicos analizados en
este trabajo mostrd asociacidon significativa con el pronostico de los DLBCL

gastricos (tabla 15).

VALOR PREDICTIVO DE _LAS PROTEINAS CD10, BCL-6,
GCET1, MUM-1, BCL-2 Y BLIMP-1

La proteina CD10 se detectd en 14 de los 43 casos de DLBCL gastrico
(32,6%), la proteina Bcl-6 en 22 casos de 40 (55%), Gceetl en 9 de 43 (20,9%),
MUM-1 fue positivo en 13 de 40 casos (32,5%), Bcl-2 en 8 de los 43 casos
(18,6%) y BLIMP-1 en 12 de 43 casos (27,9%) (tabla 16).

Tabla 16: Porcentaje de casos con expresion de las proteinas estudiadas descritas en
la literatura (bibliografia), y las detectadas en este estudio (muestras)

Bibliografia Muestras

Proteina DLBCL nodales DLBCL géastrico DLBCL géstrico
% n % n % n
CD10 22/23/28/35 51/71/152/161 27 61 32,6 43
Bcl-6 39/48/56/58 51/161/152/71 50/72 61/39 55 40
Geetl 47 72 - - 23,08 43
MUM-1 31/32/47/65 51/161/152/71 50 15 32,5 43
Bcl-2 45/50/55/73 51/152/161/71 - - 18,6 43
BLIMP-1 43 235 - - 27,9 43

Los porcentajes de expresion detectados en este trabajo en CD10, Bcl-6 y
MUM-1 son similares a los encontrados en trabajos previos. Cabe resaltar que es
la primera vez que se analizan Gceetl, Bcl-2 y BLIMP-1 en DLBCL

especificamente gastricos (tabla 16).
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Expresion de CD10

Los pacientes con DLBCL géstrico que fueron positivos para CDI10
presentaron una menor SG y SLF, aunque no estadisticamente significativa
(p=0,0891 y p =0,0576, respectivamente) (figura 45). De los 13 casos positivos,
5 (38,5%) fallecieron antes de los 5 afios y en uno (7,7%) hubo recaida. De los 27
casos negativos, 4 (14,8%) fallecieron y uno (3,7%) no respondid al tratamiento

(tabla 17).
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Figura 45: Analisis de asociacion entre expresion de CD10 y SG (A) y SLF (B) estimado
mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.
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Expresion de Bcl-6

En el analisis de supervivencia, no se encontr6 asociacion entre la
expresion de Bel-6 y la SG (p = 0,9410) ni la SLF (p = 0,4774) (Figura 46). De
los 21 casos con expresion de Bcl-6, cinco individuos (23,8%) fallecieron y dos
(9,5%) recayeron, frecuencias similares a las obtenidas para los casos Bcl-6

negativos, en los que de los 16 casos, cuatro (25%) fallecieron (tabla 17).
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Figura 46: Asociacion entre expresion de Bel-6 y SG (A) o SLF (B) estimada mediante
curvas de supervivencia Kaplan-Meier.

Expresion de Geetl

Todos los casos positivos para Gceetl fueron del tipo CG segun el
algoritmo de Hans. En el analisis Kaplan-Meier, no se encontrd asociacion entre
la expresion de Geetl y la SG (p = 0,9252) ni la SLF (p = 0,7119) (figura 47). De
los 9 individuos que presentaron expresion de la proteina, 2 (22,2%) fallecieron.
De los 31 pacientes con resultados negativos para la expresion de Gceetl, 7

(22,6%) fallecieron y dos (6,5%) presentaron recaida (tabla 17).
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Figura 47: Asociacion entre expresion de Geetl y SG (A) y SLF (B) estimada mediante
curvas de supervivencia Kaplan-Meier.

105



Resultados

Expresion de MUM-1

La expresion de MUM-1 no mostré asociacion con la SG ni la SLF
(p = 09797 y p = 0,7685, respectivamente) (figura 48). De los 12 casos con
expresion de la proteina, 3 (25%) fallecieron y uno (8,3%) no respondi6 al
tratamiento, y de los otros 25 individuos negativos en la deteccion de esta

proteina, 6 (24%) fallecieron y en uno (4%) se dio recaida (tabla 17).
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Figura 48: Asociacion entre expresion de MUM-1 y SG (A) y SLF (B) estimada
mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.

Expresion de Bcel-2

Cinco de los casos con expresion de Bcel-2 (62,5%) se clasificaron como

tipo no-CG mediante el algoritmo de Hans y 3 (37,5%) como tipo CG.

Se pudo observar que los casos positivos para esta proteina presentaban
menores SG y SLF, aunque estas diferencias no alcanzaron un valor significativo
(p = 0,2620 y p = 0,0873, respectivamente) (figura 49). De los 8 casos positivos
para Bcl-2, 3 individuos (37,5%) fallecieron en un periodo de hasta 24 meses y
uno (12,5%) no respondié al tratamiento. De los 32 casos negativos, 6 (18,8%)

fallecieron antes de los 36 meses y en uno (3,1%) se observo recaida (tabla 17).
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Figura 49: Asociacion entre expresion de Bel-2 y SG (A) y SLF (B) por curvas de
supervivencia Kaplan-Meier.
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Recientemente, se ha propuesto que Bcl-2 es marcador de peor prondstico
en DLBCL nodales de tipo no-CG, pero no en los de tipo CG. Por ello,
analizamos su valor pronoéstico separando estos dos grupos mediante el algoritmo

de Hans.

En los pacientes de tipo CG, la expresion de Bcl-2 no mostr6é asociacion
con el pronoéstico. Dentro de los pacientes del grupo no-CG, los pacientes con
expresion de Bcl-2 mostraron una SLF menor y estadisticamente significativa
con respecto a los que no expresaron Bcl-2 (p = 0,0264) (figura 50). De los 5
pacientes con expresion de esta proteina dos (40%) fallecieron y en otro caso
(10%) hubo recaido. De los 12 pacientes de tipo no-CG son expresion de Bcl-2
tan s6lo uno (8,3%) falleci6 (tabla 17).
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Figura 50: Porcentaje de casos con SLF segln la expresion de Bcl-2 en
DLBCL gastricos de tipo CG y no-CG segun el algoritmo de Hans.
*Valor de p estadisticamente significativo (p<0,05).

Expresion de BLIMP-1

Siete de los 12 casos positivos para la expresion de la proteina BLIMP-1
(58,3%) se clasificaron como tipo CG con el algoritmo de Hans y los otros cinco
(41,7%) como no-GC. En linfocitos B normales, las células positivas para
BLIMP-1 co-expresan MUM-1 y no expresan Bcl-6. En nuestro caso, 5 de los 12
casos positivos para BLIMP-1 fueron negativos para MUM-1 y 10 de ellos,

fueron también positivos para Bcl-6.

Se encontré6 una asociacion estadisticamente significativa entre la
expresion de la proteina BLIMP-1 y una menor SG y SLF (p = 0,0158 y
p = 0,0003, respectivamente) (figura 51). De los 11 casos positivos, cinco
(45,5%) fallecieron en un periodo de 12 meses y dos pacientes (18,2%) sufrieron
una recaida. Sin embargo, de los 29 casos negativos, tan solo 4 (13,8%)
fallecieron. Por tanto, el porcentaje de pacientes que sobrevivid sin recaida a los

5 afios fue tan solo del 36,4% en los casos positivos para BLIMP-1, mientras que
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fue del 86,2% en los pacientes con DLBCL géastricos que no expresaron

BLIMP-1 (tabla 17).
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Figura 51: Asociacion entre expresion de BLIMP-1 y SG (A) y SLF (B) estimada
mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.
*Valor de p estadisticamente significativo (p<0,05)

A la vista de todos los resultados presentados en este apartado, podemos

decir que la expresion de la proteina BLIMP-1 se ha mostrado como un marcador

de mal prondstico en los casos de DLBCL géstricos.

Tabla 17: Correlacion entre la expresion de proteinas y la SG o la SLF.

Proteina y expresion N (%) 5G 5 aftos p SLES afos P
N (%) N (%)

we T DETSE9 T ww 160 o
Bcl-6 f ?é Eig:g; 1162(2763? 0,9410 1?2(?763? 0,4774
Geetl f 391 ((2727’ ’55) ) 274((7777’ ?4)) 0,9252 272((7771’ fg())) 0,7119
Mowa T 2620009 g BT g
Bel-2 f 382((2800)) 256((682f ,53)) 0,2620 2;1 ((753,)1) 0,0873
Bel-2/ CG f 137((1855)) 122((676676)) 0,9292 121((666‘;777)) 0,8546
Bazimece T S8 3O gy 260 g
BLIMP-1 f ;é g;:g; 265((5846,52)) 0,0158 * 245((3866’2) 0,0003 *

Abreviaturas; N (%)
supervivencia libre de fallo

: nimero y porcentaje de casos, SG: supervivencia global, SLF:

*Valor de p estadisticamente significativo (p < 0,05)
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METILACION DE PROMOTORES

Se ha demostrado que la metilaciéon de promotores puede tener un papel
importante en la oncogénesis, ademds de ser un marcador pronostico de
supervivencia o de respuesta al tratamiento en algunos tumores. A este respecto,
en este apartado analizaremos tanto el posible papel de la metilacion en el
proceso de oncogénesis del DLBCL gastrico asi como el posible valor prondstico
de la metilacion de los promotores de los genes mas representativos en este

linfoma.

Asimismo, evaluaremos la posible implicacion de la infeccion por H.
pylori en este proceso de metilacion de los promotores en los DLBCL gastricos,
dado que se ha descrito una asociacion entre metilacion e infeccion por H. pylori

en tejidos gastricos.

El porcentaje de casos con el promotor de cada gen metilado, asi como el
obtenido en otros trabajos previos con DLBCLs y DLBCL gastricos se

especifican en la tabla 18.
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Tabla 18: Porcentaje de casos con metilacion de los genes estudiados descritos en la
literatura (bibliografia), y los detectados en este estudio (muestras)

Bibliografia Muestras

Gen DLBCL DLBCL gastrico D,L B.CL

gastrico
% n % n % n
pl6é 52,55, 45 46, 44, 59 25,40, 73 26,10, 11 78 41
FHIT 23 114 - - 15 40
p73 - - 30 10 23,1 39
p57 48 44 36 11 60,5 38
CDH1 59 46 44 26 89,2 37
pls 32,41, 41 44, 46, 59 50 10 25 36
ID4 95 20 - - 80 35
VHL 44 46 - - 2,7 37
DAP-k 59, 68 46, 53 66, 90 26, 10 91,9 37
BMP-6 60 35 - - 53,8 39
ATM - - 12 26 5.4 37
hMLHI - - 30, 38 10, 26 0 39
MGMT 36,40,76 85,53, 190 47 26 23,3 43
GSTPI 0,23, 63 44, 53, 46 - - 5,1 39

En nuestro trabajo con DLBCL gastricos, 6 de los 14 promotores de genes
analizados (p16, p57, CDHI, ID4, DAP-k y BMP-6) se encontraron metilados en
mas de la mitad de los casos. Aunque en menor porcentaje, también se encontro
metilacion en los promotores de los genes FHIT, p73, p15, VHL, ATM, MGMT y
GSTPI. Tan solo en el caso de AMLHI no se encontrd ningiin caso metilado de

los 39 analizados (tabla 18).

IMPLICACION DE LA METILACION DE PROMOTORES EN LA
ONCOGENESIS DEL DLBCL GASTRICO

Con el objetivo de determinar si la metilaciéon de promotores detectada en
los DLBCL géstricos era especifica del tejido gastrico o del tumor, se compard el
porcentaje de metilacion de estos promotores en los DLBCL géstricos frente al

porcentaje en tejido gastrico de pacientes sanos (tabla 19).
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Tabla 19: Numero y porcentaje de individuos con el promotor metilado de
los 14 genes estudiados en los DLBCL géastricos y en muestras de
controles gastricos.

Metilacion del promotor (n, %)

Gen

DLBCL gastricos Controles gastricos p
plé 32/41 (78,0%) 19/56 (33,9%) <0,001*
FHIT 6/40 (15%) 3/54 (5,6%) 0,163
p73 9/39 (23,1%) 0/56 (0%) <0,001*
p57 23/38 (60,5%) 2/50 (4%) <0,001*
CDH1 33/37 (89,2%) 27/53 (50,9%) <0,001*
pls 9/36 (25%) 3/56 (5,4%) 0,01%*
ID4 28/35 (80%) 18/55 (32,7%) <0,001*
VHL 1/37 (2,7%) 1/43 (2,3%) 1
DAP-k 34/37 (91,9%) 20/44 (45,5%) <0,001*
BMP-6 21/39 (53,8%) 4/58 (6,9%) <0,001*
ATM 2/37 (5,4%) 1/54 (1,9%) 0,564
hMLHI1 0/39 (0%) 6/55 (10,9%) 0,014*
MGMT 10/43 (23,3%) 7/57 (12,3%) 0,183
GSTPI 2/39 (5,1%) 0/57 (0%) 0,163

*Valor de p estadisticamente significativo (p<0,05)

La metilacion en 8 promotores los 14 genes analizados (p16, p73, p57,
CDHI, pl5, ID4, DAP-k y BMP-6) fue estadisticamente mayor en los DLBCL
gastricos que en los controles (p < 0,001 para pi6, p73, p57, CDHI, ID4, DAP-k
y BMP-6 y p = 0,01 para pl5). Por lo tanto, este elevado nivel de metilacion
puede ser considerado como caracteristica del tumor y podria estar implicado en
el proceso de oncogénesis. No se vieron diferencias entre casos y controles en la
metilacion de los promotores de FHIT, VHL, ATM, MGMT y GSTP1, que fueron
los genes con menor frecuencia de metilacion tanto en los DLBCL géstricos

como en los controles. Tan solo el promotor del gen AMLHI aparecid mas
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frecuentemente metilado en los controles que en los linfomas (p = 0,014) (figura

52).
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Figura 52: porcentaje de DLBCL gastricos y controles con el promotor de cada gen
metilado.
*Valor de p estadisticamente significativo (p<0,05)

Para analizar la posible implicaciéon de la metilacion de promotores
especificos de los DLBCL gastricos en su oncogénesis se analizo el estado de
metilacion de estos promotores en el tejido géstrico sano de pacientes con
DLBCL géastrico en comparacion con el encontrado en los controles gastricos y el

tejido tumoral de los DLBCL gastricos (tabla 20).
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Al comparar los porcentajes de metilacion entre los controles géstricos y el
tejido gastrico sano de los pacientes con linfoma, se observo un incremento en
este ultimo grupo en los genes p73, p57, pl5, ID4, DAP-k, BMP-6, hMLHI y
MGMT, diferencia que fue estadisticamente significativa en el caso de p73
(p = 0,009) y que se acerco al valor significativo en el caso de DAP-k
(p = 0,063), BMP-6 (p = 0,061) y MGMT (p = 0,062). Tan solo el promotor de
pl16 se encontr6 metilado con mayor frecuencia en los controles que en el tejido
sano de los pacientes de manera estadisticamente significativa (p = 0,008) (tabla

20).

Entre el tejido gastrico sano y el tumoral de los pacientes con DLBCL
gastrico, la metilacion fue estadisticamente mayor en el tejido tumoral en los
genes pl6 (p < 0,001), p57 (p = 0,002) y CDHI (p < 0,001). En el caso de p73,
ID4, DAP-k y BMP-6 (genes que se encontraban mas metilados en el DLBCL
gastrico que en los controles), aunque la metilacion fue mayor en el tejido
tumoral que en el tejido sano de los pacientes con linfoma, esta diferencia no fue

estadisticamente significativa (tabla 20).

Teniendo en cuenta los 3 grupos de muestras analizados, en seis de los
genes (p73, p57, pl5, ID4, DAP-k y BMP-6), todos ellos significativamente mas
metilados en casos que en controles, se pudo observar un incremento progresivo
de la metilacion de los promotores en el tejido que podemos considerar
pretumoral con respecto a los controles, metilaciéon que se incrementd cuando se
analizo6 el tejido de linfoma (figura 53), lo que puede indicar que la metilacion de
los promotores de estos genes es un evento preneoplasico implicado en el inicio
del proceso de oncogénesis, y que esta metilacion se incrementa a medida que el

tejido evoluciona a tumoral.
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Figura 53: Porcentaje de casos con metilacion del promotor de cada gen en controles,
tejido peritumoral y DLBCL gastricos.
Abreviaturas; TGS: tejido géstrico sano

IMPLICACION DE_H. PYLORI _EN_ LA METILACION DE
PROMOTORES

Una vez comprobado que existe un estado pretumoral en el que se ha
producido un incremento de metilacién de promotores de determinados genes,
quisimos comprobar si el incremento de la metilacion era causado por la

infeccion de H. pylori.

Para ello, en primer lugar detectamos la presencia de H. pylori tanto en las
muestras de DLBCL gastricos como en los controles, para después determinar si
habia asociacion entre la presencia de H. pylori y la metilaciéon de los

promotores.
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Deteccion de H. pylori en DLBCL gastricos v controles

La presencia de la bacteria H. pylori se analiz6 por microscopia Optica y
por nested-PCR en 40 casos de DLBCL gastrico y en 58 controles. De la
poblacién inicial de 43 casos de DLBCL géstricos, hubo 3 en los que no pudo
realizarse la deteccion de H. pylori al no disponer de muestras de mucosa

gastrica.

En los DLBCL géstricos, la deteccidén de la bacteria por microscopia fue
positiva en 9 de los casos (22,5%), mientras que por nested-PCR se detectod en 13
de los casos (32,5%) (tabla 21). Tan solo una de las muestras positivas por
microscopia fue negativa por nested-PCR. En cinco de los casos negativos por

microscopia, H. pylori se detectd por nested-PCR.

En los controles gastricos, mediante la técnica de microscopia H. pylori se
detectod en 21 de las 58 muestras (36,2%) y mediante nested-PCR la prueba fue
positiva en 30 de ellas (51,7%) (tabla 21). En este caso, todas las muestras
positivas por microscopia fueron también positivas por nested-PCR, mientras que

en 9 de los casos, la bacteria solo se detectd mediante la técnica molecular.

Tabla 21: Deteccion de H. pylori mediante microscopia y
nested-PCR en DLBCL géstricos y controles

Casos positivos para H. pylori (n, %)

DLBCL gastricos (40) Controles (58)
Microscopia 9(22,5) 21 (36,2)
Nested-PCR 13 (32,5) 30 (51,7)
Total 14 (35) 30 (51,7)
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Asociacion entre H. pylori v metilacion de los promotores

Con el fin de estudiar la implicacion de H. pylori en la metilacion de los
promotores, se analizé si habia mas metilacion en los promotores de genes de los

controles géstricos infectados por H. pylori que en los no infectados.

En la tabla 22 se muestran estos resultados de metilacion en los promotores

de 14 genes analizados.

Tabla 22: Numero y porcentaje de controles gastricos que tienen
el promotor de cada gen estudiado metilado en presencia o
ausencia de H. pylori.

Metilacion del promotor (n, %)

Gen P
H. pylori - H. pylori +

plé 5/27 (18,5%) 14/29 (48,3%) 0,025 *
FHIT 2/26 (7,7%) 1/28 (3,6%) 0,604
p73 0/28 (0%) 0/29 (0%) -
p57 0/24 (0%) 2/26 (7,7%) 0,491
CDHI 12/24 (50%) 15/29 (51,7%) 1
pl5 1/28 (3,6%) 2/28 (7,1%) 1
ID4 6/26 (23,1%) 12/29 (41,4%) 0,166
VHL 1/20 (5%) 0/23 (0%) 0,465
DAP-k 7/24 (29,2%) 13/20 (65%) 0,032 *
BMP-6 1/28 (3,6%) 3/30 (10%) 0,612
ATM 1/27 (3,7%) 0/27 (0%) 1
hMLHI 3/27 (11,1%) 3/28 (10,7%) 1
MGMT 2/28 (7,1%) 5129 (17,2%) 0,423
GSTPI 0/28 (0%) 0/29 (0%) -

*Valor de p estadisticamente significativo (p<0,05)
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Seis de los genes (pl6, p57, pl5, ID4, DAP-k, BMP-6 vy MGMT),
mostraron un aumento de los casos con metilacion en el grupo de controles
gastricos infectados por H. pylori. Este aumento fue estadisticamente
significativo en el caso de los promotores de los genes pl6 y DAP-k (p = 0,025 y
p = 0,032, respectivamente) y se acercd al valor significativo en el gen /D4
(p = 0,166). No se vieron diferencias destacables de metilacion en los promotores

de FHIT, CDHI, VHL, hMLHI y ATM (tabla 22, figura 54).
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Figura 54: porcentajes de controles gastricos con el promotor de los diferentes genes
metilados en casos negativos y positivos para H. pylori y su asociacion estadistica segin
el test de Fisher.

*Valor de p estadisticamente significativo (p<0,05)

Con el fin de analizar la implicacion de H. pylori en la metilacion de los 8
genes caracteristicos de los DLBCL géstricos (p16, p73, p57, CDHI, pl5, ID4,
DAP-k'y BMP-6), se calcul6 la media del porcentaje de controles con metilacion
teniendo en cuenta estos genes dentro del grupo sin infeccion e infectado por la
bacteria (figura 55). En el caso de los controles sin presencia de H. pylori, la
media del porcentaje de metilacion fue de 15,3%, mientras que en los controles
infectados fue de 27,7%. La diferencia entre los dos grupos fue estadisticamente

significativa (p = 0,002).
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Figura 55: Promedio del porcentaje de controles con metilacion
considerando los genes pl6, p73, p57, CDHI, pl15, ID4, DAP-k y BMP-6,
segun la infeccion por H. pylori.

*Valor de p estadisticamente significativo (p<0,05)

Las muestras infectadas por H. pylori estan mas metiladas, lo que sugiere

que esta infeccion juega algtin papel en este proceso epigenético.

También determinamos el nimero de DLBCL gastricos y sus porcentajes

con metilacion de cada gen segun estuviera o no presente H. pylori, tal y como se

describen en la tabla 23.
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Tabla 23: Numero y porcentaje de DLBCL gastricos que tienen
el promotor de cada gen estudiado metilado en presencia o
ausencia de H. pylori.

Metilacion del promotor (n, %)

Gen

H. pylori - H. pylori + p
plo6 18/24 (75%) 12/14 (85,7%) 0,684
FHIT 2/25 (8%) 4/12 (33,3%) 0,034*
p73 7/24 (29,2%) 2/12 (16,7%) 0,685
p57 13/23 (56,5%) 9/12 (75%) 0,463
CDH1 19/21 (90,5%) 11/13 (84,6%) 0,627
pl5 5/21 (23,8%) 4/12 (33,3%) 0,690
1D4 16/21 (76,2%) 9/11 (81,8%) 1
VLH 0/22 (0%) 1/12 (8,3%) 0,353
DAP-k 20/22 (90,9%) 11/12 (91,7%) 1
BMP-6 11/23 (47,8%) 9/13 (69,2%) 0,301
ATM 1/21 (4,8%) 1/13 (7.7%) 1
hMLH1 0/12 (0%) 0/24 (0%) -
MGMT 6/26 (23,1%) 4/14 (28,6%) 0,718
GSTP1 1/24 (4,2%) 1/12 (8,3%) 1

*Valor de p estadisticamente significativo (p<0,05)

En los pacientes que presentaban la bacteria se vio un ligero incremento en

el porcentaje de casos metilados en los genes pi6, pl5, ID4, VHL, ATM, MGMT

y GSTPI y un incremento atin mayor en los genes FHIT, p57 y BMP-6, aunque

solo en el caso de FHIT la diferencia fue estadisticamente significativa

(p = 0,034). En el promotor de DAP-k los resultados de metilacion en muestras

infectadas y sin infectar por H. pylori fueron muy similares y tan solo en los

genes p73 y CDHI el porcentaje de casos metilados fue ligeramente mayor en los

pacientes sin H. pylori (figura 56).
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Figura 56: Porcentajes de DLBCL gastricos con el promotor de los diferentes genes

metilados en casos negativos y positivos para H. pylori.
*Valor de p estadisticamente significativo (p<0,05)

Al comparar la media del porcentaje de metilacion de los genes pi6, p73,

p57, CDHI, pl5, ID4, DAP-k y BMP-6 en DLBCL gastricos con infeccion y sin

presencia de H. pylori, los valores fueron exactamente los mismos en los dos

grupos (60,9) (figura 57).
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Figura 57: Promedio del porcentaje de DLBCL gastricos con
metilacion considerando los genes pl6, p73, p57, CDHI, pl5, IDA4,

DAP-k'y BMP-6, segun la infeccion por H. pylori.
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Segun lo visto, la metilacion de los promotores aumenta significativamente
independientemente de la infeccion por H.pylori al comparar muestras control
con DLBCL gastricos. Por su parte, las muestras control infectadas por H. pylori
ven incrementada considerablemente la metilacion de los promotores. Este
fendmeno no se replica en las muestras de DLBCL gastrico, probablemente
porque los promotores de los genes de los casos no infectados ya estdn muy

metilados.

METILACION DE PROMOTORES EN DLBCL GASTRICO Y
ASOCIACION CON EL PRONOSTICO

Se analiz6 la asociacion de la metilacion de los promotores en los DLBCL
gastricos con la SG y la SLF (tabla 24). Los genes VHL, ATM, GSTP1 y hMLH1
no se incluyeron en este analisis porque tan solo habia dos casos o menos
metilados en estos promotores. Los genes CDHI y DAP-k tampoco se estudiaron

al presentar la mayoria de los casos metilacion de sus promotores.

Metilacion del promotor de p16

La metilacion del promotor de p/6 no se asocié con la SG ni la SLF
(p =0,4830 y p = 0,7420, respectivamente) (figura 58). De los 29 casos positivos
para la metilacion, 6 (20,7%) fallecieron antes de 5 afios y en dos (6,9%) se dio

recaida. De los 9 casos no metilados, 3 (33,3%) fallecieron.
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Figura 58: Asociacion entre la metilacion del promotor de p/6 y la SG (A) o la SLF (B)
estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.

Metilacion del promotor de FHIT

La SG fue menor en los casos negativos para la metilacion de FHIT,
aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p = 0,2466), y no
hubo diferencias en la SLF (p = 0,7584) (figura 59). De 5 casos metilados
ninguno falleci6 en 5 afios y uno (20%) no respondi6 al tratamiento. En cuanto a

los 32 casos no metilados, 8 (25%) fallecieron antes de los 5 afios y uno (3,1%)

P
recayo.
a a
i B =
e = e
o S o —
_ 2| |
gk 55 —
5 4
55
S 2 =g
£ o .g o
2 =
g o 20
g g =l
= 9 g o
’ G
2 | p=02486 g | p=0.7584
AL, : . S, ; ; ;
4 0 20 40 60
A 0 “ Tiempo (meses) *° L B Tiempo (meses)

Met. FHIT - Met. FHIT -

I I

Figura 59: Asociacion entre la metilacion del promotor de FHIT y la SG (A) o la SLF
(B) estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.
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Metilacion del promotor de p73

Los casos negativos para la metilacion presentaron menor SG y SLF,
aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa (figura 60). Tan solo
uno de los 8 casos metilados (12,5%) fallecid, mientras que de los 28 casos no

metilados 7 (25%) fallecieron y en dos (7,1%) se dio recaida.
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Figura 60: Asociacion entre la metilacion del promotor de p73 y la SG (A) o la SLF (B)
estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.
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Metilacion del promotor de p57

Se detectd una ligera disminucién de la SG y una menor SLF en los casos
no metilados en el promotor de este gen, pero no fueron estadisticamente
significativas (p = 0,3837 y p = 0,0916, respectivamente) (figura 61). De los 20
casos con el promotor metilado, 3 (15%) fallecieron, mientras que de los 15

casos negativos, 4 (26,7%) fallecieron y en otros dos (13,3%) se dio recaida.
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Figura 61: Asociacion entre la metilacion del promotor de p57 y la SG (A) o la SLF (B)
estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.

Metilacion del promotor de pl15

La SG y la SLF fueron similares entre los casos positivos y negativos para
la metilacién de pI5 (p = 0,6310 y p = 0,9979, respectivamente) (figura 62). De
los 8 casos metilados, dos (25%) fallecieron, mientras que de los 25 no

metilados, 5 (20%) fallecieron y en dos (8%) se dio recaida.
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Figura 62: Asociacion entre la metilacion del promotor de p/5 y la SG (A) o la SLF (B)
estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.

126



Resultados

Metilacion del promotor de ID4

No se vieron diferencias entre los casos con y sin metilacion del promotor
de ID4 (p = 0,5820 y p = 0,8449, respectivamente) (figura 63). Cinco (20%) de
los 25 casos con el promotor metilado fallecieron y en uno (4%) se dio recaida.

De los 7 casos sin metilar, 2 (28,6%) fallecieron.
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Figura 63: Asociacion entre la metilacion del promotor de /D4 y la SG (A) o la SLF (B)
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Metilacion del promotor de BMP-6

No se observaron diferencias en la SG y la SLF entre el grupo de pacientes
metilados y sin metilar en el promotor de gen BMP-6 (p = 0,9207 y p = 0,4302,
respectivamente) (figura 64). De los 18 casos metilados en este promotor, 4
(22,2%) fallecieron. De los 18 casos negativos, también fallecieron 4 (22,2%) y

en dos (11,1%) se dio recaida.
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Figura 64: Asociacion entre la metilacion del promotor de BMP-6y la SG (A) o la SLF
(B) estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.

Metilacion del promotor de MGMT

Se observé una SG y SLF menores en los casos que no presentaban
metilacion del promotor de MGMT, aunque estas diferencias no alcanzaron el
valor significativo (p = 0,4175 y p = 0,2762, respectivamente) (figura 65). De los
8 casos metilados, tan solo uno (12,5%) falleci6, mientras que de los 32

negativos, 8 (25%) fallecieron y en 2 (6,3%) se dio recaida.
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Figura 65: Asociacion entre la metilacion del promotor de MGMT y la SG (A) o la SLF
(B) estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.
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Por lo tanto, la metilacion de ninguno de los promotores de los genes
analizados en este trabajo mostré asociacion de forma individual con el

pronostico en los DLBCL gastricos (tabla 24).

Tabla 24: Correlacién entre la metilacion de promotores en los casos de DLCBL
gastricos y la SG o la SGL.

Pardmetro N (%) SG 5 aiios b SLF 5 aiios b
N (%) N (%)
R R
A R S T e
e P S S~ A e
e MORED S TE ewr UG o
oI Gate 260 a0
pl3 II\J/I 285((2745,,28)) 260((7850)) 0.6310 168((7752)) 0,9979
e MOBOED 060 gy 900 s
VHL M 1(2,9) 1 (100) ) 1 (100) ]

U 33 (97,1) 26 (78.8) 24 (72,7)
N S L S
BMPS oy s aams % ngen 040
AT I\I/J[ 3§ 8219,)1) 251 ((755(;),)1) ) 23l ((75?)9) )
hMLHI I[\J/I g - - - -
MGMT I[\J/I 382((2800)) 72§8(77’55)) 0,4175 272(5678’2) 0,2762
GSTP Y jaGan  26068) Y

Abreviaturas; M: metilado, U: no metilado, N (%) numero de casos y porcentaje, SG:
supervivencia global, SLF: supervivencia libre de fallo
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Fenotipo metilador

Se analiz6 el valor prondstico del fenotipo metilador (CIMP) (tabla 25). Al
presentar tan solo dos casos con menos de tres promotores metilados, y 3 casos
con mas de nueve, el andlisis se realizo entre los pacientes con menos de 4 y mas

de 8 promotores metilados.

Comparando la SG y la SLF de los casos de DLBCL géstricos que
presentaban menos de 4 promotores metilados o mas de 4 promotores metilados,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas (figura 66). De los
25 casos con mas de 4 genes metilados, 5 (20%) fallecieron y dos (8%)

recayeron. De los 8 casos con menos de 4 genes metilados, 2 (25%) fallecieron.
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Figura 66: Asociacion entre la presencia de menos o mas de 4 promotores metilados y la
SG (A) o la SLF (B) estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.

Tampoco se vieron diferencias entre los casos con mas de 5 genes
metilados o con menos (figura 67). De los 20 casos con mas de 5 promotores
metilados, 4 (20%) fallecieron antes de los 5 afios. De los 13 casos restantes, 3

(23,1%) fallecieron y en uno (7,7%) se dio recidiva.
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Figura 67: Asociacion entre la presencia de menos o mas de 5 promotores metilados y la
SG (A) o la SLF (B) estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.
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La SG y SLF fueron similares entre los casos con mas de 6 genes
metilados o con menos de 6 (figura 68). De los 16 casos con mas de 6
metilaciones, tres (18,8%) no sobrevivieron a los 5 afios, mientras que de los 18
casos con menos de 6 promotores metilados, 4 (22,2%) fallecieron y en dos

(11,1%) hubo recaida.
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Figura 68: Asociacion entre la presencia de menos o mas de 6 promotores metilados y la
SG (A) o la SLF (B) estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.

El grupo de casos con menos de 7 genes metilados, mostré una SG y SLF
menor que los que presentaban mas de 7 promotores metilados (figura 69),
aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p = 0,1983 y

p = 0,0847, respectivamente). De los 11 casos con més de 7 metilaciones, tan
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solo uno (9,1%) fallecid, mientras que de los 21 casos con menos de 7 genes

metilados, 6 (28,6%) fallecieron y dos (9,5%) recayeron.
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Figura 69: Asociacion entre la presencia de menos o mas de 7 promotores metilados y la
SG (A) o la SLF (B) estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.
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Por ultimo, los casos con menos de 8 promotores metilados también
mostraron una ligera disminucién de la SG y la SLG (figura 70), aunque no
estadisticamente significativa (p = 0,4469 y p = 0,2606, respectivamente). De los
8 casos con mas de 8 metilaciones, s6lo uno (12,5%) fallecid, mientras que de los
25 casos con menos de 8 genes metilados, 6 (24%) fallecieron y en dos (8%) se

dio recaida.
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Figura 70: Asociacion entre la presencia de menos o mas de 8 promotores metilados y la

<8 gen. met

8 gen. met. |

SG (A) o la SLF (B) estimada mediante curvas de supervivencia Kaplan-Meier.
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Por lo tanto, la metilacion de los promotores de los genes analizados en

este trabajo no mostrd asociacion con el pronostico de los DLBCL gastricos ni

independientemente ni en conjunto.

Tabla 25: Correlacion entre el nimero de promotores metilados y la SG o la SGL.

N° de genes SG 5 aiios SLF S afios

. N (%) p

metilados N (%) N (%)
=4 8 (24.2) 6(75) 6(75)
>4 25 (75.9) 2010 20712 gy 09076
<5 13(394)  10(769) 9.(69,2)
>5 20 (60.6) 1680) 7M1 qe@ey 047!
<6 18(52.9)  14(77.8) 12 (66,7)
>6 16(47.1)  138l2) %7628 351 038
<7 21(65.6)  15(714) 13 (61.9)
>7 11344) 10009 %198 19009 00847
<38 25 (75.8) 19 (76) 17 (68)
>3 8 (24.2) 7875) M0 ggrs 02606

Abreviaturas; N (%) nimero de casos y porcentaje, SG: supervivencia global, SLF:
supervivencia libre de fallo
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DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo ha sido establecer marcadores que
clasifiquen los DLBCL gastricos en grupos prondsticos para poder de ese modo
ajustar el tratamiento. Para ello, se analizd el valor pronéstico de parametros
clinicos, de expresion de proteinas y del estado de metilacion de promotores en

una muestra de DLBCL géstricos.

En este trabajo, nos hemos centrado en los DLBCL géstricos. Las
publicaciones que hasta el momento han tratado de definir marcadores
pronodsticos en los DLBCL son contradictorios. Se ha descrito que el
inmunofenotipo y las caracteristicas clinicopatologicas de casos nodales y

12-13

extranodales no es el mismo “°, encontrando en algunos casos diferencias

., . .. 14-15
también entre distintas localizaciones extranodales

. Estas diferencias y los
resultados contradictorios de la literatura nos han llevado a considerar la
necesidad de utilizar una muestra muy homogénea y de una sola localizacion.
Seleccionamos la localizacion gastrica debido a que, ademas de ser una muestra
homogénea, es la localizacion extranodal mas frecuente, hecho importante dada

la baja frecuencia de esta patologia y la dificultad que supone obtener una

muestra suficiente.

Hemos estudiado un total de 101 muestras, de las cuales 58 son controles
de biopsias gastricas sin neoplasia y 43 son biopsias de DLBCL géstricos. Los 43
pacientes analizados se recolectaron durante un periodo de 22 afios (1985-2007)

en tres hospitales del Pais Vasco (Hospital Donostia, Txagorritxu y Galdakao).
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ASOCIACION PRONOSTICA DE PARAMETROS CLINICOS Y
TRATAMIENTO

De todos los parametros clinicos analizados en este trabajo (sexo, edad,
niveles de LDH y B2-MG en suero, afectaciéon ganglionar, infiltracion de la
médula 6sea y tratamientos) hemos detectado una asociacion significativa de los
niveles aumentados de LDH y casi significativa de la no realizacién de

gastrectomia con una SLF menor.

En este trabajo, el sexo del paciente no estaba asociado a la supervivencia,
aunque se pudo observar una tendencia en los varones a tener una menor SLF
que en las mujeres (66,7% vs. 84,6%, p = 0,2207). En DLBCL nodales, el sexo
se ha propuesto como marcador prondstico, ya que Tomita y cols.'”, en un
trabajo en el que analizaron 177 casos, encontraron una menor supervivencia
significativa de los varones frente a las mujeres (62% vs. 78%, p = 0,01). Ibrahim
y cols.”’, en un grupo de 185 DLBCL gastricos, también describieron una
asociacion entre sexo masculino y menor supervivencia (67% vs. 81%, p = 0,03)
pero Hung y cols.”®, en 81 casos, no encontraron esta asociacion (44 vs. 86
meses, p = 0,0690). En este ultimo trabajo, al igual que en el nuestro, se ha
observado una tendencia en los hombres con DLBCL a tener una menor
supervivencia, lo que sugiere que si existe una ligera asociacion prondstica,
aunque ésta sea de poco peso, ya que tan solo los trabajos que han utilizado un
alto numero de muestras han encontrado asociacién estadisticamente

significativa.

En nuestro estudio la edad del paciente (mayor o menor de 60 afios) no se
asocié con la supervivencia (SLF: 64% vs. 86,7%, p = 0,1162). Una edad
superior a 60 afios ha sido propuesta como marcador de mal prondstico en
DLBCL nodales. De hecho, éste es uno de los factores pronodsticos que se tienen

en cuenta para establecer el IPI*', ya que tras analizar 3273 casos detectaron una
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menor supervivencia de los pacientes en este grupo de edad (41% vs. 60%, p <
0,001). Sin embargo, es de destacar que, al igual que nosotros, Hung y cols.”,
que analizaron un total de 81 casos de DLBCL géstricos (p = 0,8982) e Ibrahim y
cols.”’, que estudiaron 185 casos de DLBCL géstricos (p = 0,08), no detectaron
asociacion entre la edad y el prondstico. Hasta la fecha todos los trabajos
realizados en DLBCL gastricos indican que la edad no es un factor prondstico en
estos linfomas, a diferencia de lo que se ha observado en los DLBCL de

localizacion nodal.

En este trabajo, fueron pocos los pacientes que presentaron niveles
aumentados de LDH, dato que apoya los resultados de Lopez-Guillermo y cols.'*,
que describieron que los DLBCL géstricos presentan niveles mas bajos de LDH
que los nodales. Estos casos con LDH aumentado se asociaron a una SLF
significativamente menor (25% vs. 88,9%, p = 0,0004). Esta asociacion habia
sido ya descrita en DLBCL nodales por Tomita y cols.'”, que analizaron 177
casos (48% vs. 91%, p < 0,001) y por Guglielmi y cols.'*, que analizaron 474
casos (18% vs. 48%, p < 0,001), y es uno de los factores pronosticos
considerados en el IPI*". En el caso de los DLBCL gastricos, en el estudio de
Hibrahim y cols.”, en el que se analizaron 185 DLBCL gastricos, los niveles
aumentados de LDH también se asociaron con peor pronostico (67% vs. 92%,
p < 0,0001). Asimismo, el trabajo de Hung y cols.”®, que analizo6 88 DLBCL
gastricos, no encontré una asociacion significativa entre el nivel de LDH y el
prondstico, pero observo una tendencia a sobrevivir menos de aquellos pacientes
con LDH aumentado (47 meses vs. 71 meses, p = 0,4449). Todos estos resultados
sugieren que el nivel de LDH es un buen marcador pronostico tanto para DLBCL
nodales como para gastricos, aunque en los linfomas géstricos haya muy pocos

pacientes con niveles aumentados de LDH.

No encontramos asociacion significativa entre el alto nivel de f2-MG y la

supervivencia en la poblacion de DLBCL géastricos analizados. En DLBCL
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nodales, Litam y cols.'”

, que estudiaron 88 pacientes, detectaron una asociacioén
entre los casos con niveles aumentados de f2-MG y menor ratio de respuesta
completa (36% vs. 71%, p < 0,001). Sin embargo, recientemente, Ke y cols.'*,
que analizaron 83 DLBCL nodales, no detectaron esta asociacion. En DLBCL
gastricos, Hung y cols.”, en 88 casos, asociaron los niveles aumentados de
B2-MG a menor supervivencia (44 meses vs. 86 meses, p = 0,0082). En nuestro
trabajo, aunque no encontramos asociacion significativa entre este pardmetro y el
prondstico, se vio una tendencia a presentar menor SLF en los casos con niveles
aumentados de B2-MG (62,5% vs. 88,9%, p = 0,0695). Puede que con un mayor
numero de muestras, dado que este parametro lo hemos podido registrar solo en

17 de los casos, se llegue a encontrar asociacion entre los niveles de f2-MG y la

supervivencia en los DLBCL gastricos.

La afectacion ganglionar fue propuesta como marcador de mal prondstico
en un trabajo con linfomas MALT y DLBCL gastricos por Montalban y cols.*,
que analizaron 84 MALT géstricos y 59 DLBCL géstricos. En nuestro trabajo,
este parametro no mostrd asociacion significativa con la SG ni la SLF (69,2%
vs. 92,3%, p =0,1199 y p = 0,1285, respectivamente). Dado que en el trabajo de
Montalban y cols. la mayor parte de la muestra la componian pacientes con
linfoma MALT, podria ser que la afectaciéon ganglionar sea un marcador
prondstico valido para estos linfomas de bajo grado, pero no asi para los DLBCL

gastricos.

En el presente trabajo no se pudo valorar la implicacién pronodstica de la
infiltracién de la médula 6sea en los DLBCL gastricos, ya que tan solo un
paciente, que fallecid, presentaba la infiltracion, por lo que no pudo realizarse el
analisis estadistico correspondiente. Por un lado, nuestro resultado confirma lo
encontrado por Lopez-Guillermo y cols.'®, quienes habian descrito que los
DLBCL del tracto gastrointestinal, al contrario que los nodales o los de otras

localizaciones extranodales, no suelen presentar infiltracion medular, lo que
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nuevamente confirma que existen diferentes caracteristicas entre los linfomas
segun su localizacion. Y, por otro lado, al ser tan raro que exista infiltracion de la
médula 6sea en los DLBCL gastricos, nuestros datos indican que este parametro

no resulta de utilidad a nivel pronéstico en estos linfomas.

En cuanto al tratamiento, por un lado, encontramos una asociacidon casi
significativa entre los casos en los que se realizd gastrectomia y una mayor SLF
(75,6% vs. 50%, p = 0,0526). En los ultimos afios, la gastrectomia no se utiliza
como tratamiento de primera linea, ya que algunos trabajos han propuesto que un
tratamiento conservador, sin gastrectomia, proporciona resultados de
supervivencia similares a los de la realizacion de la cirugia y una mejor calidad
de vida. Asi, Hung y cols.”®, detectaron supervivencias parecidas en 88 pacientes
con y sin gastrectomia (60 meses vs. 64 meses, p = 0,4873). Aviles y cols.*!
tampoco vieron diferencias entre tratamiento con o sin la cirugia en 589 pacientes
(p = 0,866). Sin embargo, Medina-Franco y cols.*’, que estudiaron 41 pacientes
con MALT o DLBCL gastrico, asociaron la realizacion de la gastrectomia con
mayor supervivencia (168 meses vs. 91 meses, p = 0,04). Nuestros resultados
indican que esta cirugia podria mejorar el pronostico de los pacientes. Sin
embargo, hay que tener en cuenta la baja calidad de vida de los pacientes
gastrectomizados. Ademas, la operacion tiene un riesgo de mortalidad, tal como
hemos visto en nuestro trabajo, en el que tres de los 33 pacientes

gastrectomizados (9,1%) fallecieron a causa de la cirugia.

Por otro lado, entre los pacientes gastrectomizados, analizamos las
diferencias de supervivencia entre los 22 tratados con quimioterapia y los cinco
tratados con quimioterapia mas Rituximab. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos en cuanto a la SG (86,4%
vs.100%, p = 0,5137) ni la SLF (81,8% vs. 100%, p = 0,4303). En DLBCL
nodales, la adiciéon de Rituximab ha mejorado el prondstico de los pacientes, tal

como lo demuestra un estudio reciente en el que tras comparar la evolucion de
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560 pacientes tratados con QT con la de 271 tratados con R-QT, se comprobd
que la supervivencia del segundo grupo era significativamente mayor
(p < 0,001)'”. En DLBCL gastricos, recientemente, Chihara y cols.”’, que
estudiaron 75 casos, también describieron mejoras en la supervivencia con la
utilizacién de Rituximab. En nuestro trabajo, a pesar de que no hemos visto
diferencias significativas, hay que tener en cuenta que de los 5 pacientes tratados
con quimioterapia mas Rituximab ninguno falleci6 ni recayd, lo que sugiere que
este farmaco mejora el pronostico de los pacientes con DLBCL géstrico, pero
solo se han podido tener en cuenta 5 pacientes, por lo que esta hipotesis

necesitard confirmarse con un mayor nimero de casos.

PRESENCIA DE LA t(11;18) EN LOS DLBCL GASTRICOS

Los linfomas MALT pueden tener su origen en la infeccion por H. pylori o
en translocaciones cromosomicas, siendo la mas frecuente la t(11;18)'°. Hasta
hace poco, estaba aceptado que los linfomas MALT con la t(11;18) no
progresaban a DLBCL gastrico. Sin embargo, recientemente, dos trabajos han
detectado la translocacion en DLBCL géstricos en porcentajes similares a los

encontrados en linfomas MALT?**?’

. En los linfomas MALT gastricos, los casos
que provienen de la infeccion por H. pylori son tratados con antibidticos para su
erradicacion, mientras que los casos que presentan la t(11;18) no responden a
este tratamiento’*. En los Gltimos afios, el tratamiento con antibidticos esté siendo

propuesto también para los DLBCL gastricos™*’

, por lo tanto, la presencia de la
t(11;18) podria utilizarse como marcador pronostico de resistencia a la
erradicacion de H. pylori. Por ello, analizamos la presencia de la t(11;18) en

nuestra muestra de DLBCL géstricos.

En el presente estudio, la presencia de la translocacion t(11;18)(q21;q21)

se determind mediante hibridacion in situ fluorescente o FISH, utilizando la
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sonda de fusion API2/MALTI, compuesta por una mezcla de dos sondas, la sonda
API2 marcada con fluorocromo verde y que sefiala la region 1121 y la sonda
MALTI marcada con fluorocromo rojo y que sefiala la region 18q21. Las células
con la translocacion presentan una sefal roja, una verde y dos sefiales de fusion.
Para establecer el punto de corte a partir del cual considerar como positiva la
translocacion, es necesario utilizar muestras no neoplésicas, ya que la fusion de la

2127 por ello, antes de analizar los

sefial roja y verde puede darse debida al azar
DLBCL géstricos, establecimos este valor con 6 muestras de gastritis cronica.
Teniendo en cuenta los puntos de corte obtenidos, ninguno de los 38 casos
analizados en nuestro estudio mostro la t(11;18). Este resultado coincide con el
descrito por Nakamura y cols.”’, que analizaron un total de 141 DLBCL gastricos
por FISH mediante sondas de fusion, 58 de ellos con linfoma MALT asociado, y

ninguno present6 la t(11;18).

Toraccio y cols.”®, que estudiaron la presencia de la t(11;18) en 31 DLBCL
gastricos por nested-RT-PCR, la detectaron en 6 de ellos (19,4%). Esta técnica
tiene mayor sensibilidad que el FISH y con ella se puede detectar un porcentaje
de células con la translocacion del orden del 1/10. Este método de nested-PCR
de deteccion de la t(11;18) u otras translocaciones se ha desestimado para su
empleo en diagnostico debido a que una frecuencia de la translocacion de 1/10
puede darse en individuos sanos. Por ejemplo, la t(14;18), caracteristica del
linfoma folicular, se ha encontrado en sangre periférica en el 46% de los

. .o y 135
individuos sanos en al menos una célula de cada 25.000

. Por ello, creemos que
en el estudio de Toraccio y cols.”® podrian estar detectando una cantidad de
células con la t(11;18) muy pequeiia, ya que no se utilizaron controles sanos para
comprobar que esta alteracion no estaba presente ya en los linfocitos de los
pacientes sin neoplasias. Estos autores, en cuatro de los casos positivos por RT-

PCR, realizaron una comprobaciéon mediante FISH con sondas de fusion. En tres,

encontraron s6lo dos sefiales de fusion, considerando que presentaban la t(11;18)
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y la pérdida de los cromosomas normales 11 y 18, aunque no especifican el
porcentaje de células en las que detectan esta alteracion ni el punto de corte. En
otro caso, detectaron una sefial verde, una roja y una de fusion en més del 4% de
las células, considerando que presentaba la t(11;18) y la pérdida de uno de los
cromosomas derivativos der(11) o der(18). En este caso, tampoco establecieron
un punto de corte. En nuestra muestra, el punto de corte que establecimos para
considerar un caso como positivo fue del 9% (aparicion de una seiial de fusion
roja-verde en el 9% de las células), por lo que la deteccion de una sefial de fusion
en el 4% de las células la consideramos debida al azar y la clasificamos como

negativa para esta translocacion

Bernasconi y cols.”’, que analizaron la translocacién en 56 DLBCL
gastricos por FISH, la encontraron en 8 casos (14,3%), pero en su trabajo no
especifican el porcentaje de células con la alteracion ni el punto de corte.
Ademas, en este caso, utilizaron sondas de “Break apart”, una combinacion de
sondas con fluorocromo rojo y verde que se unen a los dos extremos del gen
MALT]I en la region 18921 y que al detectarse separadas indican la rotura del
gen MALTI, pero no la t(11;18) especificamente.

De acuerdo a nuestros resultados, se puede considerar que la translocacion
t(11;18) no estéd presente en los DLBCL gastricos, una vez establecido un punto
de corte que elimine las detecciones debidas al azar. Ademads, este resultado
sugiere que, tal como se proponia anteriormente” >, los linfomas MALT con la

t(11;18) no progresan a DLBCL géstricos.

Por otro lado, uno de los pacientes con DLBCL gastrico presentd la
amplificacion del gen API2, localizado en la regién 11q21. Este paciente fallecid
un mes después del diagnostico. Numerosos trabajos defienden la idea de que
API2 es un importante oncogén, ya que promueve la supervivencia celular,
estimulando el crecimiento tumoral. De hecho, la expresion de la proteina Api2

se encuentra frecuentemente aumentada en cancer de pulmon y en mesotelioma
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pleural y en estos ultimos se ha asociado con la resistencia al tratamiento'*. Al
ser tan solo un caso el que presentd esta amplificacion, no es posible concluir una
posible asociacion de ésta con la supervivencia, por lo que seria de interés
estudiar su presencia en un mayor nimero de casos y establecer su posible valor

prondstico.

ASOCIACION PRONOSTICA DE LA EXPRESION DE
PROTEINAS

En este trabajo, hemos analizado el valor prondstico de los algoritmos
inmunohistoquimicos y la expresion de proteinas que se han asociado con la
supervivencia en diferentes tipos de DLBCL, como son el algoritmo de Hans,
Muris y Choi y la expresion de las proteinas CD10, Bcel-6, Geetl, MUM-1, Bcl-2
y BLIMP-1.

Mediante el algoritmo de Hans, aproximadamente la mitad de los casos
analizados en nuestra muestra se clasificaron dentro del grupo CG y la otra mitad
en el grupo no-CG. Nosotros, en nuestra poblacion de pacientes con DLBCL
gastricos, no encontramos asociacion entre esta clasificacion (CG, no-CG) y la
supervivencia.

La mayoria de los trabajos realizados en DLBCL nodales han reproducido

45-47,49

el valor pronostico de este algoritmo o al menos han detectado una clara

tendencia a una mayor supervivencia del grupo CG”'. Sin embargo, los trabajos

realizados con muestras heterogéneas de casos nodales y extranodales’>* o

gastrointestinales™ >

no han encontrado tal asociacion entre el algoritmo de Hans
y el pronostico, lo que podria ser debido a que este algoritmo es valido tan solo
para casos nodales y que la utilizacion de mezclas de casos nodales y

extranodales anula su valor prondstico. En DLBCL gastricos, Chen y cols.”’, que
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analizaron 32 pacientes asiaticos, al contrario que nosotros, encontraron una
asociacion significativa de los casos no-CG clasificados por el algoritmo de Hans
y el mal pronéstico (p = 0,034). El hecho de que dos trabajos diferentes,
utilizando metodologia, ntimero de muestra y analisis estadistico similar,
encuentren resultados contradictorios podria deberse a diferencias poblacionales
y cuestiona la utilidad de este algoritmo en los DLBCL géstricos de diferentes

poblaciones.

El algoritmo de Choi, recientemente descrito como mejora al algoritmo de
Hans, tampoco se asoci6 al pronostico en nuestra muestra de DLBCL gastricos.
En DLBCL nodales, se ha propuesto que este algoritmo clasifica de manera mas
exacta los dos grupos, ya que por un lado la clasificacién de las muestras en tipo
CG y no-CG se ajusta mas a la obtenida de los datos de matrices de expresion y,
por otro lado, el valor prondstico es més significativo que el del algoritmo de
Hans (p < 0,001)®. Nuestros resultados indican que la clasificacion de los
DLBCL gastricos en tipo CG y no-CG con este algoritmo, al igual que ocurria

con el algoritmo de Hans, no tiene utilidad como valor pronostico.

En este trabajo, tan solo uno de los casos (2,6%), que fallecié al mes del
diagnéstico, se clasifico como grupo 2 con el algoritmo de Muris, no pudiendo
realizar el analisis estadistico de supervivencia. En el trabajo de Muris y cols.”’,
el 45% de los casos nodales se clasificaron como grupo 2. El hecho de encontrar
tan baja frecuencia de individuos en el grupo 2 en los DLBCL gastricos apoya la
idea de la existencia de diferencias inmunofenotipicas entre casos nodales y
gastricos y hace que el valor prondstico del algoritmo de Muris en estos linfomas

sea de escasa validez.

Ademads de los algoritmos inmunohistoquimicos, en el presente trabajo
también se ha estudiado el valor prondstico independiente de la expresion de
distintas proteinas. Por un lado, las proteinas que expresan los linfocitos B del

centro germinal, CD10, Bcl-6 y Geetl que se han propuesto como marcadores de
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buen pronostico en los DLBCLs en general y, por otro lado, las proteinas que se
expresan sobre todo en linfocitos B plasmaticos, como son MUM-1, Bcl-2 y
BLIMP-1, que se han asociado a mal pronostico en casos de DLBCL nodales y

en mezcla de nodales y extranodales.

Asi, al comparar el porcentaje de casos con expresion de CD10, Bcl-6 y
MUM-1, éstos fueron similares a los descritos por otros estudios, tanto en casos
nodales como en gastricos. Sin embargo, el porcentaje de casos con expresion de
Geetl, Bcel-2 y BLIMP-1 fue inferior al encontrado por otros trabajos en DLBCL
nodales, pasando de frecuencias del 47%, 55% y 43% en casos nodales a 23%,
19% y 28% en casos gastricos, respectivamente. Este resultado apoya la hipotesis
de que existen diferencias en caracterizacion inmunofenotipica de DLBCLs de

diferente localizacion.

Al analizar el valor pronostico de las seis proteinas en nuestra muestra de
estudio, encontramos una fuerte asociacion de la expresion de BLIMP-1 con un
mal pronoéstico de los casos de DLBCL géstricos asi como de la expresion de
Bcl-2 en pacientes con DLBCL géstricos de tipo no-CG también con un mal
pronoéstico. Para el resto de proteinas analizadas no se observd asociacion entre la

expresion y prondstico del linfoma.

La expresion de CDI10 no mostrd asociacion significativa con la
supervivencia en nuestro trabajo. En la mayoria de los estudios realizados con
DLBCL nodales, la expresion de esta proteina se ha asociado a mejor

#47 Por ejemplo, Berglund y cols.*’, que analizaron 161 DLBCL

prondstico
nodales, observaron que los casos que expresaban CD10 mostraban una mayor
SG (p = 0,04), al igual que en el trabajo de Hans y cols.”’, con 152 casos
(p = 0,019). Tan solo en un estudio, el de Oh y cols.”, que analizaron 51 casos,
su valor pronostico no fue estadisticamente significativo, aunque también

observaron una tendencia hacia una menor supervivencia en los casos positivos

para CD10 (p = 0,0992). Otros estudios realizados con mezclas de casos nodales
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28 gastrointestinales™, no han encontrado asociacion entre la

y extranodales
expresion de CD10 y la supervivencia, al igual que nosotros. Estos resultados
podrian deberse, una vez mas, a la utilizacion de muestras de diferentes
localizaciones o a que la expresion de CD10 es un marcador pronostico valido
tan solo en casos nodales. Que sepamos, solo un estudio previo, realizado con 61
DLBCL géstricos, asocio la expresion de CD10 con mayor supervivencia (88%
vs. 66%, p = 0,04)5 ° Por lo tanto, el valor pronostico de esta proteina en DLBCL

gastricos sigue siendo cuestionable, al encontrarse resultados contradictorios.

No encontramos asociacion entre la expresion de Bcl-6 y el prondstico,
resultado similar al obtenido por Ponzoni y cols™, que tampoco encontraron esta
asociacion en 61 DLBCL géstricos (p = 0,28). Sin embargo, Chen y cols.”’, que
analizaron 38 DLBCL géastricos, asociaron la expresion de Bcl-6 con mejor
pronostico (p = 0,016). Esta diferencia podria deberse a que en este estudio
consideraron como positivos para Bcl-6 los casos con tinciéon en mas del 50% de
las células, mientras que tanto en nuestro estudio como en el resto de los
encontrados en la bibliografia, los casos positivos debian presentar un 30% de

’ ~ 45-49,51-53,59
células tefiiddas™ "~ 77

. Por lo tanto, con el criterio de positividad del 30%
establecido, Bcl-6 parece no ser un marcador de supervivencia en DLBCL

gastricos.

La expresion de Geetl se detectd solo en los DLBCL gastricos de tipo CG,
segun el algoritmo de Hans, por lo que, tal como habian descrito Montes-Moreno
y cols.”’, es un marcador inmunohistoquimico valido de este grupo. En linfocitos
B normales, la proteina Gceetl también se expresa tan solo en células del centro
germinal®. A pesar de que es un marcador de CG, en DLBCL gastricos este
hecho no le confiere valor pronostico, ya que el grupo CG definido por el
algoritmo de Hans o el de Choi no tiene valor prondstico en los DLBCL

gastricos, tal como hemos descrito previamente. Parece que Gcetl no tiene
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utilidad pronostica en DLBCL gastricos, pudiendo ser util en los DLBCL

nodales.

La expresion de MUM-1 no mostré asociacion con la SG (p =0,9797) ni la
SLF (p = 0,7685). Algunos trabajos con casos nodales han propuesto la expresion
de esta proteina como marcador de menor supervivencia®*’, aunque son
numerosos los trabajos con casos nodales, nodales y extranodales o

46,48,51-53
. En casos

gastrointestinales que han discutido esta asociacion
especificamente gastricos, su valor prondstico no ha sido analizado, aunque si en
un grupo de DLBCL gastrointestinales, en los que, al igual que nosotros, Connor
y cols.”, que analizaron 29 casos, tampoco encontraron la expresion de MUM-1
asociada al pronostico (p = 1). Estos resultados sugieren que MUM-1 no es un

marcador de supervivencia en DLBCL géstricos, siendo su valor prondstico en

otras localizaciones también discutible.

La expresion de Bcl-2 no mostré ser un marcador prondstico valido en
DLBCL géstricos. Su valor prondstico en DLBCL nodales ha sido discutido, ya
que mientras algunos trabajos han asociado la expresion de Bcl-2 a menor

45,51

. . 46-47 .., .
supervivencia , otros no han encontrado esta asociacion™”. En trabajos con

DLBCLs de diferentes localizaciones, nuevamente algunos han asociado su

48,52,61

expresion a peor pronodstico , mientras que otros no han detectado

asociaciéon®>>’

. Podria ser que estos resultados contradictorios se deban a que, tal
como han descrito Nyman y cols.”, la expresion de Bcel-2 es un marcador de mal
prondstico en los DLBCL de tipo no-CG segun el algoritmo de Hans, pero no asi
en los de CG. Por ello, nosotros analizamos los DLBCL géstricos de estos dos
grupos de manera separada. Dentro del tipo CG, los pacientes con y sin expresion
de Bcl-2 mostraron supervivencias similares, pero dentro del tipo no-CG, los
casos con expresion de Bcl-2 tuvieron una menor SLF, que fue estadisticamente

significativa (40% vs. 91,7%, p = 0,0264). Nuestros resultados indican que en

DLBCL gastricos la expresion de Bcl-2 en pacientes de tipo no-CG, definidos
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mediante el algoritmo de Hans, podria ser un indicador de peor pronoéstico. El
papel prondstico de la expresion de Bcl-2 podria ser debido a su papel
antiapoptotico, ya que las células que expresan Bcl-2 son resistentes a los agentes
quimioterapicos, al ser estos incapaces de eliminar las células mediante la

. .y - 61
induccion de la apoptosis’ .

En este trabajo, por primera vez en DLBCL gastricos, la expresion de
BLIMP-1 se asocié a menor SG (54,5 vs. 86,2%, p = 0,0158) y de manera muy
significativa a menor SLF (36,4 vs. 86,2, p = 0,0003). En DLBCL nodales,
BLIMP-1 tan solo se ha analizado en un trabajo por Garcia y cols.”?, con 235
casos, en el que también encontraron la expresion de esta proteina asociada a
menor SLF (p < 0,05). Por lo tanto, la expresion de BLIMP-1 es un marcador de

mayor agresividad en DLBCL gastricos, asi como en nodales.

A pesar de que en los linfocitos normales la proteina BLIMP-1 se expresa
en los ultimos estadios de la diferenciacion a células plasmaticas, detectamos su
expresion tanto en casos de tipo CG como no-CG. En las células normales del
centro germinal, las células positivas para BLIMP-1 co-expresan MUM-1 y no
expresan Bcl-6. Sin embargo, en nuestro trabajo, al igual que en el de Garcia y
cols.”’, encontramos tanto casos BLIMP-1 positivos/MUM-1 negativos como
BLIMP-1 positivos/Bcl-6 positivos, lo que indica que se pierde la distribucion

normal de estas proteinas en los DLBCL.

Como conclusion de todos los marcadores proteicos que hemos analizado
en este trabajo, la expresion de BLIMP-1 es la que clasifica de manera mas
significativa los DLBCL géstricos en grupos pronosticos, siendo de utilidad para
detectar los casos con un mal pronostico. Este marcador, de manera
independiente, da mas informaciéon que el resto de algoritmos o proteinas

independientes analizados en nuestra poblacion de DLBCL gastricos.
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METILACION DE PROMOTORES

En estudios realizados en DLBCLs'"""'

, se ha observado que la metilacion
de promotores de genes supresores de tumores (pl6, FHIT, p73, p57, CDHI,
pl5, ID4, VHL, DAP-k y BMP-6), genes reparadores de ADN (ATM y hMLHI)y
genes detoxificantes (MGMT y GSTPI) es un fenémeno frecuente. En DLBCL
especificamente gastricos, son muy pocos los trabajos que han verificado la
metilacion de promotores de algunos de estos genes (p16, p73, p57, CDHI, pl15,
DAP-k, ATM, hMLHI y MGMT) y en los trabajos encontrados la muestra es de

i . 93-94,117
un nimero muy bajo de casos (10-26 casos)”™ "

, pero aunque con bajo poder
estadistico, parecen indicar que la metilacion de promotores es frecuente en los
DLBCL géstricos. Por ello, en nuestro trabajo, quisimos analizar el estado de
metilacion de los promotores frecuentemente metilados en DLBCLs en un mayor

numero de casos de DLBCL géstricos.

En nuestra muestra de DLBCL gastricos, en 13 de los 14 genes analizados,
encontramos casos con el promotor metilado, y en 6 de ellos (p16, p57, CDHI,
ID4, DAP-k y BMP-6), todos genes supresores de tumores, el porcentaje de casos
con metilacién fue superior al 50% (78%, 60%, 89%, 80%, 92% y 54%,
respectivamente). Aunque en menor porcentaje, también se encontraron casos
con metilacioén del promotor en los genes FHIT, p73, p15, VHL, ATM, MGMT 'y
GSTPI (15%, 23%, 25%, 2,7%, 5%, 23% y 5%, respectivamente). Los
porcentajes de metilacion encontrados en los promotores de p73, DAP-ky ATM
son similares a los encontrados en trabajos previos con DLBCL gastricos”™ *!'"”.
En el caso de pl6, p57 y CDHI, hemos detectado un mayor porcentaje de casos
con metilacion que los estudios anteriores, y en el caso de pi5, htMLHI y MGMT
un menor porcentaje, aunque puede que la diferencia respecto a estos estudios se
deba al bajo numero de muestras utilizados en los tres trabajos previos

94

realizados, que tan s6lo analizaron 10%, 11 y 26 casos'!’ respectivamente. En
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cuanto al resto de los genes (FHIT, ID4, VHL, BMP-6 y GSTPI), que sepamos,

es la primera vez que se analizan en DLBCL especificamente géstricos.

Por otro lado, los porcentajes de metilacion que encontramos en los
promotores de FHIT, p57, pl5, ID4, BMP-6, MGMT y GSTPI es similar al

descrito por otros trabajos en DLBCL nodales o de otras localizaciones'”"'. E

n
otros genes como pl6, CDHI y DAP-k detectamos una mayor metilaciéon que la
descrita en trabajos previos con DLBCLs, en los que la metilacion de pl6 se
habia descrito en aproximadamente el 50% de los casos'”'”, la de CDHI en el
59%108, y la de DAP-k en el 59%-68% de los casos'® 12, Por el contrario, la
metilacion encontrada en nuestros DLBCL géstricos en el promotor de VHL fue
inferior a la descrita en un grupo de 33 DLBCL nodales y 13 extranodales, en los

que se detectd en el 44% de los casos'™

. Estas diferencias en los porcentajes de
metilacion de promotores de algunos de los genes podrian apoyar nuevamente la
hipotesis de la existencia de diferencias bioldgicas entre DLBCLs de diferentes
localizaciones.

Dado que la metilaciéon de promotores también se ha descrito en tejido

.. e 80-83,89-92
gastrico de individuos sanos™

, quisimos determinar si la metilacion de
promotores observada en el tejido tumoral del DLBCL géstrico era especifica del
tumor o si por el contrario era también frecuente en el tejido géstrico sano. Para
ello, analizamos la metilacion de los promotores de los 14 genes de nuestro
estudio en un grupo de 58 controles gastricos de individuos sin neoplasias, en

comparacion con el tejido tumoral de los pacientes con DLBCL gastrico.

En estos controles de nuestro estudio, algunos de los genes analizados,
como pl6, CDHI, ID4 y DAP-k, ya se encontraban metilados con una frecuencia
considerable (33,9%, 50,9%, 32,7% y 45,5%, respectivamente). De hecho, de los
14 genes que analizamos, ocho, todos ellos genes supresores de tumores (pl6,

p73,p57, CDHI, pl15, ID4, DAP-k' y BMP-6), se encontraban ya metilados en el
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tejido gastrico de individuos sanos, si bien con menor frecuencia que en las

muestras de DLBCL géstrico.

Este cambio en la metilacion entre los tejidos sanos y malignos es una

. . , L . . 82
caracteristica ya descrita en canceres gastricos. Asi, por ejemplo, Yoo y cols.

analizaron la metilacion de 23 islas CpG en 69 muestras tumorales de carcinoma

gastrico y 82 tejidos gastricos de pacientes con gastritis, observando que la

metilacion, aunque ya existia en individuos con gastritis, aumentaba en los

tejidos tumorales.

Nosotros quisimos ir un paso mas alld en nuestro estudio y quisimos saber
si a medida que el tejido se malignizaba la metilacion de los promotores de los
genes también se incrementaba. De este modo, en un paso siguiente quisimos ver
qué ocurria en el tejido gastrico sano de los pacientes con DLBCL gastrico en
cuanto a su metilacion con respecto a los tejidos control sano y tumoral. Entre el
tejido géstrico sano control y el de los pacientes con linfoma, la metilacion fue
mayor en éste ultimo grupo en la mayoria de los genes, diferencia que fue
significativa en el gen p73 (p = 0,009) y casi significativa en los genes DAP-k
(p = 0,063), BMP-6 (p = 0,061) y MGMT (p = 0,062). Ademas, en seis de los
genes (p73, p57, pl5, ID4, DAP-k y BMP-6), observamos un incremento
progresivo de la metilacion del tejido géstrico de los controles a tejido gastrico
sano de los pacientes con linfoma y a tejido tumoral. Por ejemplo, la metilacion
de ID4 observada en estos tres grupos, tejido control, tejido sano de pacientes
con DLBCL y tejido tumoral, fue del 33%, 53% y 80% respectivamente. En el
caso del promotor del gen DAP-k la metilacion fue del 45%, 73% y 92%,
respectivamente, y la del promotor de BMP-6 del 7%, 25% y 54%,
respectivamente. Este aumento progresivo de la metilacion sugiere que la
metilacion de estos promotores podria estar implicada en el proceso de la

oncogénesis y en la evolucion del tumor.
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Similares observaciones se describen en los trabajos de Maekita y cols.® y
Nakajima y cols.” estudiando la metilacion de 8 y 48 genes, respectivamente, en
tejido gastrico sano de individuos sin neoplasias y de pacientes con cancer
gastrico. Estos autores observaron que la metilacion aumentaba en el tejido sano

de pacientes con cancer respecto al tejido sano de pacientes sin neoplasia.

Por lo tanto, podemos concluir que la metilacion progresiva de los
promotores de los genes supresores de tumores p73, p57, pl5, ID4, DAP-k y
BMP-6 podria ser un evento epigenético temprano en el proceso de la
oncogénesis, pudiendo ser un indicador que permita reconocer estados

pretumorales o de riesgo.

Otro aspecto en el que hemos intentado profundizar en el presente trabajo
ha sido la posible implicacion de la infeccion por H. pylori en el proceso de
metilacion de los promotores de los genes. Tal como hemos visto anteriormente,
algunos de los genes analizados en nuestro trabajo, como pl/6, CDHI, ID4 'y
DAP-k, se encontraban metilados frecuentemente en el tejido géstrico control
utilizado. Parte de estos controles pertenecian a pacientes con gastritis cronica o
ulceras e infectados por H. pylori. En los ultimos afios, se ha propuesto que la

. 1 . : . . s/ 81-83,89-92
infeccion por esta bacteria puede inducir metilacion de promotores™ . P

or
ello, quisimos analizar el efecto de la infeccion por H. pylori en la metilacion de
los promotores en el tejido géstrico de pacientes sin neoplasia, primero, y de

DLBCL géstricos, después.

En los genes pi16, p57, p15, ID4, DAP-k, BMP-6 y MGMT observamos un
incremento del porcentaje de individuos con metilacion en los controles
infectados por H. pylori. Esta diferencia fue estadisticamente significativa en el
caso de los genes pl6 (18% vs. 48%, p = 0,028) v DAP-k (29% vs. 65%,
p = 0,032) y se acercod al valor significativo en el gen /D4 (23% vs. 41%,
p =0,166). El aumento de la metilacion en genes como p/6 debido a la infeccion

por H. pylori ya habia sido descrita con anterioridad. Por ejemplo, Tahara y
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cols.” analizaron la metilacion de p16, pI14, CDHI y DAP-k en 191 controles
gastricos con o sin H. pylori, observando que los casos infectados presentaban un
aumento de la metilaciéon de pl6 y CDHI, asi como del niimero de genes
metilados. Dong y cols.*’, que estudiaron la metilacién de p/6 en 920 biopsias
gastricas con y sin infeccion, también describieron una mayor metilacion de este
gen en los tejidos con H. pylori. Estos estudios, junto con el nuestro, sugieren que
la bacteria H. pylori puede inducir la metilacién de promotores de algunos genes

especificos.

Los tres genes que presentaban un aumento de la metilacion en los
controles infectados por H. pylori, (p16, DAP-k e ID4), son los que presentaron
mayor porcentaje de casos de metilacion en los DLBCL gastricos (78%, 92% y
80%, respectivamente). Ademas, considerando los 8 genes que habiamos
encontrado mas metilados en los DLBCL gastricos que en los controles, la media
del porcentaje de metilacion en los casos infectados fue superior a la de los no
infectados de manera estadisticamente significativa (27,7% vs. 15,3%,

p = 0,002).

A partir de todos estos resultados, podemos concluir que la metilacion de
los promotores de genes implicados en la evoluciéon del DLBCL géstrico en
tejido gastrico no neoplasico puede deberse, al menos en parte, a la infecciéon por

H. pylori.

Asimismo, proponemos que los pacientes con enfermedades gastricas no
neoplasicas causadas por H. pylori, como gastritis cronica o ulcera, que presenten
metilacion de los promotores de estos genes sean considerados como un grupo de
mayor riesgo a desarrollar DLBCL gastrico y, por tanto, deberian someterse a un

mayor control de la enfermedad y de la erradicacion de la bacteria.

En los linfomas MALT, estd demostrado que en los casos con infeccion

por H. pylori, que presentan un incremento de la metilacion de promotores%, la
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terapia de erradicacidon de la bacteria con antibidticos elimina el tumor™*. Esta
erradicacion, ademés de detener el estimulo inflamatorio, parece que va
acompafiada de una disminucién de la metilacion de promotores'®®. Debido a que
la terapia con antibidticos esta siendo propuesta para los DLBCL gastricos,
quisimos analizar si habia un aumento de la metilacion en los casos infectados
por H. pylori, ya que esto podria apoyar la utilizacion de los antibidticos. En
algunos genes, como pl6, p57, pl5, BMP-6 y MGMT, observamos un ligero
incremento de la metilacién en los casos con H. pylori. Este incremento fue
estadisticamente significativo tan solo en el caso de FHIT (8% vs. 33%,
p = 0,034). En cuanto a la media del porcentaje de metilacion de los 8 genes més
frecuentemente metilados en DLBCL géstricos que en los controles, esta fue
exactamente igual en los casos con y sin infeccion por H. pylori (60,9). Estos
resultados indican que una vez llegado el tumor a alto grado, la metilacion se
estabiliza, independientemente del estado de infeccidon por la bacteria, lo que

cuestiona la utilidad de los antibioticos en los DLBCL gastricos.

Ningun trabajo hasta ahora ha analizado el valor prondstico de la
metilacion de los promotores de estos genes en DLBCL especificamente
gastricos. En algunos tumores, se ha visto que la metilacion de los promotores de
genes especificos presenta valor pronéstico. Asi, por ejemplo, en el glioblastoma,
aquellos casos con el promotor del gen MGMT metilado tienen una mayor
supervivencia y respuesta al tratamiento'™; en el cancer de mama y ovario, la
metilacion de BRCA! se ha asociado con menor respuesta al tratamiento y en el
cancer de colon, géstrico y endometrial la metilacion del gen AMLHI se ha
asociado a peor pronostico'*. Algunos estudios realizados con DLBCL nodales o
mezclas de casos nodales y extranodales han propuesto la metilacion de
promotores como valor prondstico, aunque no se ha llegado a resultados
concluyentes. La metilacion de los promotores de los genes pl6'*'”, FHIT',

DAP-k'"™, BMP-6'"" y VHL'® se ha asociado a peor pronéstico, aunque en el
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caso de pI16'"" y DAP-k'"? esta asociacion ha sido discutida. Por otro lado, la
metilacion de p57', MGMT'""'"*"® y GSTPI'" se ha asociado a mayor

. . . ., . . 112
supervivencia, siendo también discutido en el caso de MGMT .

Por ello, en el presente trabajo analizamos la asociacion de la metilacion de
los promotores de los 14 genes seleccionados en nuestro estudio (genes
supresores de tumores: pl6, FHIT, p73, p57, CDHI, pl5, ID4, VHL, DAP-k y
BMP-6; genes reparadores de ADN: ATM y hMLHI; y genes detoxificantes:
MGMT y GSTPI) con la supervivencia global y libre de fallo en nuestra muestra
de DLBCL géstricos.

Ninguno de los promotores de los genes analizados en este trabajo mostro

asociacion con la SG ni con la SLF de manera individual.

Asi, los casos con el promotor de p/6 metilado mostraron una SG y SLF
similar a los no metilados (p = 0,4830 y p = 0,7420, respectivamente). En
trabajos realizados con 46 y 59 DLBCL nodales y extranodales, Amara y cols.'®
y Shiozawa y cols.'” asociaron la metilacion de pl6 con peor prondstico
(p = 0,001 y p = 0,01, respectivamente), mientras que Lee y cols.'”, que
estudiaron 44 DLBCL nodales, al igual que nosotros en casos gastricos, no
encontraron asociacién con la supervivencia. Por lo tanto, segin nuestros
resultados, la metilacién de p/6 parece no tener valor prondstico en los DLBCL
gastricos, mientras que su asociacion con la supervivencia en otras localizaciones

es controvertida.

La metilacion del promotor del gen FHIT, que en este trabajo no mostrd
asociacion con la supervivencia, ha sido propuesta como marcador de menor
supervivencia en DLBCLs por Al-Kuraya y cols.""’, que estudiaron 114 casos de
estos linfomas (p = 0,0232). Teniendo en cuenta nuestros resultados, la

metilacion de este gen parece no tener valor prondstico en los DLBCL géstricos.

157



Discusion

Los DLBCL géstricos con metilacion en el promotor del gen p57
mostraron una mayor SLF, aunque no fue estadisticamente significativa (85% vs.
60%, p = 0,0916). Lee y cols.'”, en un grupo de 44 DLBCL nodales, asociaron la
metilacion de este gen a mayor supervivencia en los casos con un IPI bajo.
Nosotros no pudimos realizar el andlisis de supervivencia tan solo en los
pacientes con IPI bajo, ya que en la mayoria de los casos no disponiamos de este

dato, por lo que seria de interés poder analizarlo en futuros trabajos.

En el presente estudio la metilacion del promotor del gen CDHI no se
asocio al prondstico, como tampoco lo hizo en el trabajo de Amara y cols.'”, en
el que analizaron 46 DLBCLs nodales y extranodales. En conclusion, la
metilacion de CDHI parece no ser un marcador pronostico en DLBCL géstricos

ni de otras localizaciones.

Al igual que en trabajos anteriores, no detectamos asociacion entre la
metilacion del promotor del gen p/5 y la supervivencia en nuestra muestra de
DLBCL gastricos. Lee y cols.'”, Amara y cols.'® y Shiozawa y cols.'”, que
estudiaron 44 DLBCL nodales, 46 y 59 DLBCL nodales y extranodales,
respectivamente, tampoco asociaron la metilaciéon de pl5 al prondstico, por lo

que la metilacion de este gen no parece servir como marcador pronéstico en

DLBCL géstricos ni de otras localizaciones.

Los DLBCL gastricos con metilacién de VHL fueron muy pocos, tan solo
dos de ellos presentaron su promotor metilado, lo que descarta su posible utilidad
como marcador prondstico. En un trabajo con 46 DLBCL nodales y extranodales,
la metilacion del promotor de este gen, que se detectd en el 44% de los casos, se

.y . . 108
asocié a menor supervivencia (p = 0,017)

. La metilacion de este gen parece
darse de manera diferente en DLBCL gastricos que en DLBCL de otras

localizaciones.
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Casi todos los DLBCL gastricos, excepto tres, presentaron metilacion del
promotor de DAP-k, lo que también descarta su utilidad como valor prondstico.

Amara y cols.'®

, en un trabajo con 46 DLBCL nodales y extranodales,
detectaron su metilacion en un menor porcentaje, en el 59% de los casos,
asociando éstos a menor supervivencia (p = 0,003). Sin embargo, en los DLBCL
gastricos la metilacion de DAP-k parece ser una alteracion frecuente, que aparece
en casi todos los casos. El hecho de que sea tan frecuente elimina su utilizacion

prondstica para diferenciar a los pacientes con un mal prondstico.

Los individuos con DLBCL gastricos, con o sin metilacion del promotor
del gen BMP-6, mostraron supervivencias similares, al contrario que en el trabajo
de Daibata y cols.'”® con 35 DLBCL nodales, en el que asociaron su metilacion a
menor supervivencia (p = 0,038). En los DLBCL gastricos, al contrario que en

los nodales, la metilaciéon de BMP-6 no parece tener valor prondstico.

Los DLBCL gastricos con metilacion del promotor del gen MGMT
mostraron una SLF superior, aunque no estadisticamente significativa (87,5 vs.
68,8, p = 0,2762). La mayoria de trabajos que han analizado su valor prondstico
en DLBCL nodales o de diferentes localizaciones han asociado su metilacion a
mayor supervivencia'”''*"'°. Sin embargo, en DLBCL gastricos, la metilacion
del promotor del gen MGMT, aunque parece mejorar ligeramente la

supervivencia del paciente, no parece ser de utilidad como marcador pronoéstico.

Tan solo dos de los DLBCL gastricos mostraron metilacion del promotor
del gen GSTPI, no pudiendo analizar su valor pronéstico. En DLBCLs, otros
trabajos que han encontrado su metilaciéon en un mayor nimero de casos han
discutido su valor prondstico, ya que Nakamichi y cols.'"?, en un grupo de 53
DLBCL nodales y extranodales, la asociaron a mejor prondstico, mientras que
Amara y cols.'”, con 46 DLBCL nodales y extranodales, no encontraron
asociacion prondstica. En el caso de los DLBCL gastricos, la baja frecuencia de

la metilacion de GSTPI descarta su utilidad como valor pronéstico.
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En cuanto al resto de los promotores de genes que analizamos, p73, ID4,
ATM y hMLH], hasta ahora no se habia analizado su posible valor pronéstico en
DLBCL gastricos ni de otras localizaciones. Nuestros resultados indican que, al
menos en casos gastricos, la metilacion de los promotores de estos genes no

presenta asociacion con la supervivencia.

En algunos tumores, el fenotipo metilador (CIMP) se ha asociado a un peor
pronéstico. Roman-Goémez y cols.'”, que analizaron la metilacion de 38
promotores de genes en 54 casos de LLA, observaron una asociacion entre la
presencia de mas de dos genes metilados y menor supervivencia. Ludovic y
cols.', en un grupo de 582 muestras de adenocarcinoma de colon, analizaron la
metilacion de promotores de 5 genes, detectando una menor supervivencia en los
casos con 1-3 genes metilados y atin menor en los casos con 4-5 genes metilados.
En DLBCL géstricos, asi como en nodales, ningtin trabajo ha analizado el posible

valor prondstico del CIMP.

Por ello, teniendo en cuenta los 14 genes analizados en nuestro trabajo,
estudiamos la asociacion entre el nimero de genes metilados y la SG y SLF en
los DLBCL géstricos. En primer lugar, pudimos observar que, en estos linfomas,
el fenotipo metilador es frecuente, ya que tan solo dos de los casos presentaron
menos de tres promotores metilados y 16 de ellos (47% de los casos) presentaron
mas de 6 promotores metilados. En segundo lugar, observamos que no habia
asociacion entre el CIMP y el pronoéstico. Esto indica que, teniendo en cuenta los
genes analizados en este trabajo, el nimero de promotores metilados no es un
marcador prondstico util, aunque no se puede descartar que considerando los

promotores de otros genes el CIMP pueda estar asociado a la supervivencia.
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CONCLUSIONES

1. Los DLBCL gastricos presentan caracteristicas diferentes a los nodales:
niveles bajos de LDH, una frecuencia de infiltracion medular casi
inexistente, diferencias inmunofenotiticas y en el porcentaje de

metilacion de promotores de algunos genes.

2. Presentar niveles elevados de LDH y no haberse sometido a gastrectomia
constituyen marcadores de mal prondstico en los individuos con DLBCL

gastrico.

3. La translocacion t(11;18) no estd presente en los DLBCL gastricos
analizados, lo que sugiere que los linfomas MALT con la t(11;18) no

progresan a DLBCL géstrico.

4. Entre los algoritmos inmunohistoquimicos y los marcadores proteicos
individuales analizados en este trabajo, la expresion de BLIMP-1
clasifica de manera mas precisa a los pacientes con DLBCL gastrico de
mal prondstico. Ademas, la expresion de Bcl-2 en DLBCL géstricos de
tipo no-CQG, segun el algoritmo de Hans, es un marcador de pronodstico

adverso.

5. La metilacion de promotores de los genes supresores de tumores pl6,
p73, p57, CDHI, pl5, ID4, DAP-k y BMP-6 en los DLBCL gastricos
podria ser un evento epigenético temprano en el proceso de la
oncogénesis, pudiendo ser un indicador que permita reconocer estados
pretumorales o de riesgo. Esta metilacion podria deberse, al menos en

parte, a la infeccion por H. pylori.
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Conclusiones

6. Los individuos con enfermedades gastricas e infeccion por H. pylori que

162

presenten un fenotipo metilador deben considerarse un grupo de riesgo a
desarrollar cancer gastrico y deberian someterse a un mayor control de la
enfermedad, con especial atencidon a la erradicacion de la infeccion

bacteriana.

La metilacion de los promotores de los 14 genes analizados en este
trabajo no tiene valor prondstico en los casos de DLBCL géstricos, ni de

manera individual ni en conjunto.
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