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Resumen

Introduccion: El linfoma de Hodgkin clasico presenta escasas células de Reed Sternberg/Hodgkin inmersas en un abundante microambiente
tumoral. Los desbalances gendmicos del locus 9p24.1 han sido asociados con alteraciones en la expresion de los genes del ligando de
muerte celular 1y 2, ambos reguladores de la respuesta inmune. Objetivo: Evaluar desbalances genémicos del locus 9p24.1 en células
de Reed Sternberg/Hodgkin y del microambiente tumoral en biopsias de pacientes con linfoma de Hodgkin clasico y correlacionarlo con
la expresién del ligando de muerte celular 1y la presentacion de la enfermedad. Materiales y Métodos: Se efectud hibridacion in situ
en biopsias de 22 pacientes con linfoma de Hodgkin clasico dirigida a los genes del ligando de muerte celular 1y 2. Las alteraciones
se clasificaron en: amplificacién, ganancia y polisomia. La expresién se evalué mediante inmunohistoquimica. Resultados: Todos los
pacientes mostraron alteraciones del nimero de copias. Se diferenciaron dos grupos: con amplificacion (32%) y sin amplificacién (68%);
este ultimo subdividido en: rico en ganancia (53%) y rico en polisomias (47%). El grupo rico en polisomias mostré mayor edad (p=0,027). El
40% de los pacientes con amplificacidn y rico en ganancias no presenté masa bulky. La expresién proteica mostré score +3 sélo en estos
dltimos. E1100% de los casos ricos en polisomias presentaron monosomia del cromosoma 9 en los linfocitos circundantes respecto al 36,4%
de los otros dos grupos. Conclusiones: Nuestros datos constituyen un aporte a la caracterizacion bioldgica del LHC, de interés en el marco
de las nuevas modalidades terapéuticas. MED.UIS.2020;34(1):35-44-

Palabras clave: Linfoma de Hodgkin. FISH. PD-L1/PD-L2 (Programmed cell death ligand 1/2). Expresidn génica.

Genomic imbalances at 9p24.1 locus in Argentine patients with classical Hodgkin
lymphoma

Abstract

Background: Classical Hodgkin lymphoma shows scarce tumor Reed-Sternberg/Hodgkin cells surrounded by a dense immune
microenvironment. Genetic alterations at the 9p24.1locus result in genomic imbalances in the copy number of PD-L1/PD-L2 genes, both of
them being immune response regulators. Aim: To characterize genomic imbalances at the 9p24.1 locus in Reed-Sternberg/Hodgkin cells
and immune microenvironment in biopsies of patients with Classical Hodgkin lymphoma and correlate it with PD-L1 protein expression
and disease presentation. Material and Methods: Paraffin embedded biopsies of 22 patients with CHL were retrospectively evaluated
by fluorescence in situ hybridization using SPEC CD274/PDCD1LG2/CEN9 DNA probe. The frequency of 9p24.1 alterations, amplification,
copy gain and polysomy, were determined taking into account the number of gene copies with respect to the centromere. PD-L1 protein

Articulo recibido el 13 de julio de 2020 y aceptado para publicacién el 16 de enero de 2020.

DOI: https://doi.org/10.18273/revmed.v34n1-2021004


https://doi.org/10.18273/revmed.v34n1-2021004
mailto:islavutsky@hotmail.com
mailto:islavutsky@hematologia.anm.edu.ar
mailto:islavutsky@hematologia.anm.edu.ar

Garcia-Montenegro M, Narbaitz M, Metrebian MF, Pavlovsky A, Slavutsky |

MED.UIS. 2021;34(1):35-44

expression was evaluated by immunohistochemistry. Results: All cases presented alterations in the number of copies of PD-L1/ PD-L2,
which are differentiated in two groups: with amplification (32%) and without amplification (68%). The latter was subdivided into rich in
gains (RG) (53%) and rich in polysomies (RP) (47%). Groups with amplification and RG were younger than the RP group (p = 0.027). The
latter was not associated with bulky disease, a fact observed in 40% of patients with amplification and RG. Protein expression showed
score +3 only in the latter. All RP cases presented chromosome 9 monosomy in the surrounding lymphocytes, compared to 36.4% of the
other two groups. Conclusions: Our data contributes to the biologic characterization of CHL, of interest in the context of new therapeutic

modalities. MED.UIS.2020;34(1):35-44
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Infroduccién

El linfoma de Hodgkin (LH) es un proceso
linfoproliferativo clonal originado en células B del
centro germinal. Compromete predominantemente
cadenas de ganglioslinfaticos cervicales, mediastinales
y axilares, y su historia natural se caracteriza por el
crecimiento tumoral lento y sostenido, inicialmente
en un estadio localizado, extiendiéndose en
forma progresiva a lo largo de diferentes cadenas
ganglionares y sitios extraganglionares. Para la
estadificacion de la enfermedad al momento del
diagndstico se emplea la clasificacién de Ann Arbor
con la modificacién de Cotswolds, que se basa en la
extensidon anatdmica de la enfermedad, asociado
0 no a la presencia de sintomas B y/o enfermedad
voluminosa (masa bulky - ensanchamiento mediastinal
mayor a 10 cm o mas de 1/3), determinandose cuatro
estadios, definiéndose enfermedad localizada a los
Estadios | y Il (no bulky) y enfermedad avanzada a los
Estadios 11 (bulky) Ill'y V2.

Afecta a todos los grupos etarios, con un pico
bimodal en adultos jévenes y en adultos, con una
tasa de incidencia mundial ajustada por edad para
2012 de 0,9 casos cada 100.000 individuos, siendo
mayor en paises mas desarrollados (2,1 casos cada
100.000) que en paises menos desarrollados (0,65
casos cada 100.000)%. La misma tasa en América
Latina (2012) es de 1 caso cada 100.000 individuos3,
observandose las mayores incidencias en Argentina
2003-2007 (1,8/100.00), Brasil 2003-2007 (1,8/100.00),
Uruguay 2005-2007 (1,7/100.00), Costa Rica 2003-
2007 (1,6/100.00) y Cuba 2004-2007, (1,7/100.00) y las
menores incidencias en Bolivia 2011 (0,5/100.00) y El
Salvador 1999-2003 (0,4/100.00)* El LH representa
estimativamente el 10% del total de los linfomas
diagnosticados, ascendiendo al 21% cuando se
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analiza su frecuencia dentro de los linfomas en edad
adolescente®. Presenta una tasa de supervivencia
aproximada de 92% al afio, 85% a los 5 afios y 80% a los
10 afios del diagndstico'.

Desde el punto de vista histoldgico, se caracteriza por
presentar escasas células neopldsicas, denominadas
células de Reed Sternberg/Hodgkin (RS/H) y sus
variantes citomorfoldgicas (1-2% de la masa tumoral),
las cuales se encuentran inmersas en un profuso
microambiente tumoral, rico en células inflamatorias
pertenecientes al sistema inmune (linfocitos,
histiocitos, plasmocitos, mastocitos, neutréfilos y
eosindfilos). Actualmente, el método diagndstico
de elecciéon es el estudio histomorfolégico
mediante biopsia de la lesién tumoral, acoplado
a su caracterizacion inmunofenotipica mediante
técnicas de inmunohistoquimica, cuyos criterios
diagndstico minimos se basan en la identificacién de
las células de RS/H y/o sus variantes, en un contexto
inflamatorio determinado, demostrando un perfil
inmunofenotipico caracteristico®. De este modo, se
logran identificar dos entidades clinico-patoldgicas
bien diferenciadas dentro del LH, el LH clasico (LHC),
el cual comprende el 95% de los casos de LH y el LH
predominio linfocitico nodular. A su vez el LHC se
subdivide en cuatro subtipos histoldgicos: esclerosis
nodular, celularidad mixta, rico en linfocitos vy
deplecién linfocitaria, basandose en diferentes
caracteristicas de la composicion y estructura del
microambiente tumoral®’.

Si bien la descripcidn clinico-patoldgica del LH se
remonta a la primera mitad del siglo XIX?, hace casi
200 afios, en la actualidad el LH sigue siendo una
patologia que despierta mucho interés cientifico
por muiltiples factores, como su heterogeneidad
clinica, su amplio rango etario de aparicidn, su
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complejidad histoldgica, la variabilidad en Ia
expresion de marcadores de superficie, la particular
desregulacion de multiples vias de sefializacién y los
resultados terapéuticos favorables alcanzados hasta
la actualidad®™.

Aunque no resulta claro el rol exacto del infiltrado
celular inflamatorio/inmunitario presente en el LH,
hay evidencia que indica que las células de RS/H
desarrollan diversas estrategias tendientes a atraer
diferentestipos de célulasinflamatorias/inmunes, que
disminuyen la actividad citotdxica del sistemainmune
antitumoral, promoviendo un microambiente pro-
tumoral acorde a las necesidades de supervivencia
delas células neoplasicas. A su vez, las mismas células
del sistema inmune producen citosinas y quimiosinas
que favorecen la proliferacion de las células de RS/H,
promoviendo su expansion clonal™ . De esta forma
las células de RS/H desarrollan la capacidad necesaria
para la formacion y perpetuacién de un entorno
que promueve el crecimiento tumoral, mientras
que a su vez bloquea los mecanismos inflamatorios
fisiopatoldégicos antitumorales, favoreciendo al
escape inmunitario.

Diferentes estudios relacionados al microambiente
tumoral en LHC, han descripto multiples mecanismos
celulares y moleculares interrelacionados, que
permiten colectivamente a las células de RS/H resistir
al ataque de las defensas innatas y adaptativas del
sistema inmune del huésped, entre los cuales se
incluyen: mutaciones inactivantes del antigeno
leucocitario humano, sobreexpresién de moléculas
de membrana celular inmunotolerogénicas,
creacidn de una red de citocinas inmunosupresoras,
reclutamiento de células inmunes inmunosupresoras
y activacién de la via coinhibitoria PD-1/PD-L1-2, entre
otras®.

A nivel genético, las células de RS/H se caracterizan
por presentar un gran numero de aberraciones
cromosdmicas complejas, relativamente recurrentes,
lo que refleja su marcada inestabilidad gendmica™®.
Por otro lado, existe escasa evidencia de alteraciones
cromosdémicas en células del microambiente
tumoral™®°, En este contexto, datos recientes de
la literatura, describen que la amplificacion del
locus 9p24.1 en células de RS/H es una anomalia
altamente recurrente, tanto en lineas celulares como
en tumores primarios®*. Esta regién cromosdmica
resulta de importancia, dado que en ella mapean
genes involucrados en la modulacién de mecanismos
de inmunotolerancia, como PD-L1 (Programmed

37

linfoma de Hodgkin clasico

death 1Ligand 1) y PD-L-2 (Programmed death 1 Ligand
2) asi como también el gen JAK2 (Janus Kinasa 2),
relacionado a la via de sefalizaciéon JAK/STAT (Janus
kinasa/Signal transducer and activator of transcription
proteins)> y el gen JMJD2C (Jumonji domain-
containing protein 2C), el cual codifica para una
histona demetilasa, pudiendo jugar unrolimportante
en la remodelacién epigenética de la célula RS/H*.

Desde el punto de vista del andlisis mutacional, los
genes alterados con mayor recurrencia se vinculan a
la via de sefalizaciéon de NF-kB (Nuclear Fcator Kappa
B) y JAK/STAT, las cuales estan constitutivamente
activadas en las células de RS/H. Estas mutaciones
no son mutuamente excluyentes, observdndose
multiples genes alterados para una misma via. Las
mutaciones vinculadas a la via de NF-kB se producen
predominantementeeninhibidoresdelasefalizacidn,
como TNFAIP3 (TNF Alpha Induced Protein 3) (~40%)%,
NFKBIA (~15%)* y NFKBIB (~15%)* que, en conjunto
con alteraciones numéricas y estructurales de genes
activantes relacionados, como la amplificacién de REL
(REL Proto-Oncogene, NF-KB Subunit), la amplificacién
de MAP3K14 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase
Kinase 14) y la translocacién o ganancia de BCL3 (B
cell leukemia/lymphoma 3), potencian aidn mas la
activacion constitutiva de esta via. Con respecto
a la via de senalizacién de JAK/STAT, ademas de
observarse amplificacion del gen JAK2 como ya se
menciond, se reportan mutaciones inactivantes en
el regulador negativo SOCS1 (Suppressor Of Cytokine
Signaling 1) (~40%) y mutaciones activantes en STAT6
(=30%)*.

Particularmente, PD-L1 y PD-L2 son proteinas de
transmembrana tipo 1 que se encuentran codificadas
por los genes (D274 (CD274 Molecule) y PDCD1LG2
(Programmed Cell Death 1 Ligand 2), respectivamente.
Ambas estdn constitutivamente expresadas en
diferentes tipos de células: macréfagos, células
presentadoras de antigenos, endoteliales,
sincitiotrofoblasto placentario y pulmdn, entre otras,
las cuales participan de la homeostasis del sistema
inmune mediante la via de sefializacién PD-1/PD-L1-2%°.

Por su parte, PD-1 (Programmed death 1) es una
molécula de sefializacién de la superficie celular que
se expresa enlinfocitos T activados, asi como en otras
células efectoras del sistema inmune: NK, células
B, macrdfagos, linfocitos T reguladores y células T
foliculares. En condiciones fisiolégicas y mediante la
interaccién con sus ligandos, PD-L1 y PD-L2, envian
una sefial inhibitoria que regula el balance entre la
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activacion de células T y los mecanismos bioldgicos
de tolerancia inmunolégica, lo que permite controlar
la intensidad y duracién de la respuesta inmune,
limitando el dafio tisular en respuesta a determinado
antigeno, y el posible desarrollo de enfermedades
autoinmunes y alérgicas®°.

En consecuencia, la estimulacién de la via de
sefializacién PD-1/PD-L1-2 genera un fenédmeno de
agotamiento de las células T efectoras (células T
“exhaustas”), resultando en la inhibicién temporaria
y reversible de su activacién, asi como limitando su
diferenciacion y expansién clonal*?%3. Ademas de
su importancia en un contexto fisiolégico como el ya
mencionado, este mecanismo de inmunomodulacién
es de sumo interés debido a que es utilizado
como herramienta bioldgica por diversos tipos
de neoplasias, para escapar a los mecanismos
de vigilancia antitumoral del sistema inmune,
favoreciendo una respuesta antigénica crénica
inefectiva y asimismo la persistencia y/o progresion
de la enfermedad clonal. Diferentes estudios han
reportado altos niveles de expresién de PD-L1 en
tumores sdlidos®3* y neoplasias hematoldgicas,
como LH, linfoma de células B primario mediastinal,
linfomas de células T y linfoma difuso de células
grandes B primario del sistema nervioso central y
testicular3537,

En este contexto, el objetivo del presente trabajo
es caracterizar los desbalances gendmicos del locus
PDL1/PDL2 ubicado a nivel de 9p24.1 en biopsias de
pacientes fijadas en formol y embebidas en parafina
con diagndstico histopatoldgico e inmunofenotipico
de LHC, tanto en las células RS/H como en las células
del microambiente tumoral, y correlacionarlo con el
nivel de expresidn proteica de PD-L1, la presentacidn
de la enfermedad, el estadio tumoral segin Ann
Harbor y los resultados de la evaluacién interina por
tomografia por emisién de positrones a los 3 meses
postquimioterapia (PET3).

Materiales y Métodos

Se evaluaron, en forma retrospectiva y secuencial
biopsias completas de 22 pacientes con diagndstico
histolégico e inmunofenotipico de LHC, fijadas en
formol y embebidas en parafina, correspondientes
al periodo 2011-2014. El estudio fue aprobado por
el Comité de Etica de los Institutos de la Academia
Nacional de Medicina. Todos los pacientes
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dieron su consentimiento informado. Como
criterios de inclusién, se establecid trabajar con
biopsias correspondientes al diagndstico inicial
de la enfermedad, de pacientes mayores de 18
afios, con serologia negativa para el virus de la
inmunodeficiencia humana y sin tratamiento previo
de la enfermedad. Los pardmetros clinicos analizados
fueron obtenidos del registro de pacientes que
formaron parte del estudio GATLA LH-05 realizado
en la Republica Argentina.

Para evaluar desbalances genémicos a nivel del locus
9p24 se efectud el andlisis por FISH (Fluorescence in
situ hybridization) del clister PD-L1/PD-L2 empleando
la sonda SPEC CD274/PDCD1LG2/CENg (ZytoVision,
Alemania), acorde a las indicaciones del fabricante,
y a lo previamente descripto®. Se determiné el
ndmero de copias del locus PD-L1/PD-L2 en relacidn al
centromero del cromosoma 9 analizando 50 células
de RS/H para cada caso, clasificando las alteraciones
gendmicas como amplificacién (A) cuando habia
>3 copias del gen en estudio respecto al nimero
de sefales centroméricas (ratio 23:1), ganancia
(G) cuando el ratio era <3:1 pero >1:1 y polisomia
(P) cuando el ratio era 1:1 (Figura 1). Ademas, se
evaluaron 3 biopsias de linfadenitis reactivas (tejido
linfoide reactivo), como controles para la deteccién
de monosomia del cromosoma 9 en células del
microambiente tumoral, determinando como punto
de corte 20%, calculado como la media +3 desvios
estandar. Por ultimo, se efectué inmunomarcacion
sobre cortes completos de las mismas biopsias con el
anticuerpo anti-PD-L1/CD274 (clon RBT-PDL1, Rmab,
BioSB) para analizar el nivel de expresidn proteica en
células de RS/H, considerando grado +3 el maximo
nivel (tincion de intensidad moderada/fuerte >30% de
las células tumorales), seguido por grado +2 (tincién
de intensidad moderada/fuerte en el 5 a 30% de las
células tumorales), +1 (tincién de intensidad débil
>5%)y 0 (con ausencia de expresion o expresidn <5%)
(Figura 2), adaptado de las técnicas de evaluacién de
estudios previos en neoplasias linfoides394'.

Para el andlisis estadistico se empled el programa
IBM SPSS Statistics 24. La comparacidon de los datos
delos pacientes se efectud utilizando el test de Mann-
Whitney. El andlisis de las variables cuantitativas se
realizé empleando el test “t” de Student en tanto que
para las variables categdricas se utilizd la prueba de
Chi cuadrado o el Test Exacto de Fisher. Se considerd
significativo un p<o0,05.
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Figura 1: Células de Reed Sternberg/Hodgkin de pacientes con linfoma de Hodgkin clasico hibridadas con la sonda SPEC CD274/PDCD1LG2/

CEN9 (locus 9p24.1: verde, centromero del cromosoma 9: rojo) (ZytoVision, Alemania) mostrando: A) Amplificacion del locus 9p24.1; B)

Ganancia; C) Polisomia.

Fuente: autores

Figura 2: Inmunomarcacion de células de Reed Sternberg/Hodgkin con el anticuerpo anti-PDL1 (clon RBT-PDL1, Rmab, BioSB) mostrando:

A) Score +3; B) Score +2; C) Score +1.

Fuente: autores

Resultados

Los pacientes presentaron una edad media de 31
afios (rango 18 a 53 afios), siendo el 50% del sexo
masculino. Al momento del diagndstico el 41% (9/22)
tenia un estadio temprano de la enfermedad (1 y Il no
bulky) y el 59% (13/22) un estadio avanzado (Il bulky,
1y IV). El 36% (8/22) de los casos desarrolld sintomas
B, mientras que el 27% (6/22) de los pacientes
presentd masa bulky al diagndstico, representando
el 46% (6/13) de los casos en estadio avanzado (Tabla
1). Todos pertenecian al subtipo histoldgico de LHC
esclerosis nodular.

El andlisis por FISH de las células de RS/H mostré
alteraciones en el nimero de copias del locus PD-L1/
PD-L2 en la totalidad de los casos, identificAndose
un espectro de alteraciones numéricas con
porcentajes variables de A, G y P, para cada caso
(Tabla 2). Esto permitié diferenciar dos grupos
citomoleculares: uno con presencia de los tres

39

tipos de alteraciones (Grupo AGP) (7; 32%) y otro
sin amplificacién (Grupo GP) (15; 68%). A su vez,
dentro del grupo GP se observé un 53% de casos
(8/15) con >50% de células de RS/H con G, (GP-G;
GP rico en ganancias), en tanto que el 47% (7/15)
restante presenté mayor porcentaje de polisomias
(GP-P; GP rico polisomias). No se encontré ningun
paciente que presentara un solo tipo de alteracidn.

Resulta interesante destacar que los pacientes del
grupo AGP mostraron menor edad media al inicio de
la enfermedad (26 afios) que el grupo GP (34 afios)
(Tabla 1). Cuando este ultimo grupo lo dividimos en
los dos subgrupos previamente mencionados, vemos
que el grupo GP-G presentaba una media de edad
menor (30,7 afos) que el GP-P (37,7 afios). No se
observarondiferencias significativas entre AGP y GP-G
por lo que fueron analizados en conjunto, mostrando
una edad media significativamente menor (28,6
anos) que la del grupo GP-P (p=0,027). Asimismo, el
analisis de las caracteristicas clinicas mostrd ausencia
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de masa bulky en los pacientes del grupo GP-P,
manifestacion que si fue observada en los casos
AGP y en aquellos con GP-G (6/15; 40%), indicando un
comportamiento mds agresivo de la enfermedad. No
se observaron diferencias significativas en relacién al
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estadio de la enfermedad y la presencia de sintomas
B (Tabla 1). Por ultimo, el andlisis del PET fue positivo
(Deauville score 3-4-5)* en el 43% (3/7) de los casos
con amplificacién, respecto del 27% (4/15) de los
pacientes sin amplificacion.

Tabla 1: Caracteristicas clinico — patoldgicas de los pacientes con LHC estudiados

Caracteristicas Grupo AGP
clinicas Total Grupo AGP | GrupoGP | p + GP>50%G Grupo GP<50%G p
N° de casos (%) 22 (100) 7 (32) 15 (68) 15 (68) 7 (32)
Edad media, afos (rango) 31,6 (18-54) 26 (18-38) | 34 (18-54) p=0,054 28,6 (18-38) 37,7 (22-54) p=0,027
Sexo F/M 11/1 4/3 7/8 p=1 8/7 3/4 p=1
Estadio clinico (%)
Temprano (I 'y Il no bulky) 9(41) 4(57) 5(33) 6 (40) 3(43)
Avanzado (Il bulky, Ill'y IV) 13 (69) 3(42) 10 (67) p=0376 9 (60) 4 (57) Pl
Masa Bulky (%) 6(27) 2(29) 4(27) p=1 6 (40) 0 -
Sintomas B (%) 8(36) 2(29) 6 (40) p=1 4(27) 4 (57) p=0,343
F: femenino; M: masculino; A: amplificacion; G: ganancia: P: polisomia
Fuente: autores
Tabla 2: Espectro de alteraciones numéricas del locus 9p24.1 en células de RS/H
Grupos Citomoleculares
Grupo AGP Grupo GP-G Grupo GP-P
Caso n° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (11 (12 |13 (14 (15 (16 |17 |18 |19 | 20 | 21 | 22
Disomias (%) 0 28 | 0 0 2 0 0o |0 2 0 0 0 |0 |0 0 |0 0 [10]9 |0 |8 [14
Polisomias (%) 22 |20 |11 |4 |36 |14 |B0O |27 |26 |36 |36 [38 |40 |42 |44 |55 |56 |46 |52 |62 |56 |53
Ganancias (%) 46 |40 |82 |90 |57 |82 |46 |73 |72 |64 |64 |62 |60 |58 |56 |45 |44 |44 |39 |38 |36|33
Amplificaciones (%) |32 |12 |7 6 |4 4 4 |0 0 0 0 0 0 0 0 [0 (O (O |O |O |O|O

Grupo AGP: grupo con amplificaciones, ganancias y polisomias); Grupo GP-G: grupo con ganancias y polisomias, rico en ganancias (G>50%);

Grupo GP-P: grupo con ganancias y polisomias, rico en polisomias (P>50%);

Fuente: autores

A nivel proteico, se detectd expresion de intensidad
variable para PD-L1 en células de RS/H en el 95% de
los casos (21/22). Cuando efectuamos el andlisis por
grupo, se observd que los pacientes del grupo GP-P
tenian menor nivel de expresidn, con score +1 en el
57% de los pacientes (4/7), en tanto que el score +3
se visualiz solamente en el grupo AGP (4/7; 57%)
y en un caso del subgrupo GP-G (1/8; 12,5%). No se
observaron casos con minima o nula expresién en el
grupo AGP, indicando una asociacién positiva entre
el nimero de copias del locus PD-L1/PD-L2 y el nivel
de expresidn proteica.

Por otra parte, el andlisis de los linfocitos pequefios
del microambiente tumoral circundantes a las células
RS/H mostré monosomia del cromosoma 9 en el 53%
de los casos (Figura 3a). Esta alteracion se encontrd
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significativamente asociada al grupo GP-P (100% de
los casos) respecto del grupo AGP y GP-G (36,4%)
(Figura 3b), sugiriendo una mayor inestabilidad
gendmica en las células del microambiente tumoral
en este subgrupo.

Discusion

En el presente trabajo efectuamos el andlisis de los
desbalances gendmicos del locus 9p24.1 mediante
FISH tanto en las células de RS/H como en las del
microambiente tumoral, asi como la evaluacién
de la expresién proteica de PD-L1, en material de
biopsias incluidas en parafina de pacientes con LHC.
Los resultados fueron comparados con algunas
caracteristicas clinicas de la patologia, como la edad,
el estadio tumoral y la respuesta al PET3.
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Figura 3: Analisis de los linfocitos pequefios del microambiente tumoral circundantes a las células Reed Sternberg/Hodgkin (RS/H). A) Nucleos
interfasicos hibridados con la sonda SPEC CD274/PDCD1LG2/CEN9 (locus 9p24.1: verde, Centromero del cromosoma 9: rojo) (ZytoVision,

Alemania) mostrando: célula de RS/H (flecha roja), linfocitos circundantes disomicos (flechas amarillas), linfocitos con monosomia del

cromosoma 9 (punta de flecha blanca). B) Grafico mostrando la distribucion de la monosomia del cromosoma 9 en los distintos subgrupos

citomoleculares. Cr9: cromosoma 9; A: amplificacion; G: ganancia; P: polisomia.

Fuente: autores

El analisis de nuestros datos mostrd desbalances
gendémicos, fundamentalmente ganancia del nimero
de copias y amplificacién del locus 9p24.1, en las
células de RS/H de todos los casos estudiados. Este
valor resulta similar al detectado por Roemer et al
(22) (92%), en donde el 97% de la poblacién estudiada
presentaba alteraciones numéricas de dicho locus.
Por el contrario, contrasta con los resultados de
estudios realizados empleando CGH (Comparative
genomic hybridization) en células de RS/H aisladas
por microdiseccién ldser, que mostraron mucho
menor frecuencia de aumento del nimero de copias
para dicho locus (40%)"%".

Nuestra serie mostré amplificacién del locus 9p24.1
en el 32% de los casos, sustentando datos previos de
la literatura que detectan esta alteracién en el 36-38%
de los pacientes®*. Por el contrario, nuestra cohorte
no presentd casos sin alteraciones numéricas del
locus 9p24.1 0 con polisomias en forma exclusiva, los
cuales si fueron detectados en el trabajo de Roemer
et al®?, aunque en muy baja frecuencia (1% y 5%,
respectivamente).

Asimismo, resulta interesante destacar que, en
nuestra serie, los pacientes con amplificacién y los
del subgrupo GP-G presentaron una edad media
significativamente menor que los pertenecientes
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al subgrupo GP-P. Por otro lado, los grupos AGP y
GP-G mostraron asociacidn con la presencia de masa
bulky, relacionada a enfermedad progresiva, aspecto
no detectado en los pacientes GP-P. Esta observacion
resulta de particular importancia, sustentando un
probable valor prondstico de la amplificacién de
9p24.1 en LHC. No obstante, la literatura muestra
datos contradictorios. Roemer et al*> observaron una
menor sobrevida libre de progresién (SLP) y estadios
mds avanzados al debut de la enfermedad enlos casos
con amplificacién del locus PD-L1/PD-L2, sugiriendo
que la evasion de este mecanismo bioldgico del
sistema inmune antitumoral por parte de las células
de RS/H, disminuye la capacidad de contencién del
clon neoplasico en su sitio anatémico, favoreciendo
la progresion de la enfermedad. En el mismo sentido,
Paydas et al* describieron peor SLP y sobrevida
global (SG) en casos de LHC con co-expresién de PD-
L1y PD-1 en células tumorales y del microambiente
tumoral. Por el contrario, otros autores no encuentran
diferencias en la SLP y SG entre los casos con alta y
baja expresiéon de PD-L1/PD-L2 en células de RS/H#45,
Por su parte, Hollander et al*® observan diferencias en
la SLP en los casos con alta expresion de PD-L1y PD-1
en células del microambiente tumoral y no en células
de RS/H, siendo necesario continuar estos estudios a
fin de definir el significado clinico de esta alteracién en
el LHC.



Garcia-Montenegro M, Narbaitz M, Metrebian MF, Pavlovsky A, Slavutsky |

Simultdneamente, nuestro andlisis también mostré
asociacién positiva entre el nimero de copias del
locus PD-L1/PD-L2 con el nivel de expresién proteica
de PD-L1 por inmunohistoquimica en células de
RS/H. Esta asociacion fue demostrada inicialmente
por Green et al* quienes también observaron el
aumento de expresion de JAK2. Cabe destacar
que el amplicdn 9p24.1 incluye los genes (D274
y PDCDILG2 y la secuencia codificante para JAK2,
una tirosina kinasa que media la activacidon de
receptores de citosinas involucrados en mecanismos
de inflamacién e inmunidad, acoplada a la via de
sefalizaciéon JAK-STAT®. Esto resulta de importancia
ya que la amplificaciéon del locus 9p24.1 no solo
implica modificaciones en el nimero de copias de PD-
L1y PD-L2, sino también del gen JAK2, lo que conduce
a una mayor expresion proteica y la subsecuente
activacién de la via de sefalizaciéon JAK/STAT,
induciendo aln mas la expresidon de los ligandos de
PD-1, profundizando la activacién del eje PD-1/PD-
L1/2, lo que en definitiva lleva a mayor proliferacién
neopldsica®. En este contexto, recientemente
Carey et al* realizaron un estudio topogréfico de las
células del microambiente tumoral del LHC mediante
inmunofluorescencia multiplexada y analisis digital
de imdgenes, concluyendo que los macréfagos
asociados a tumor son las células del microambiente
tumoral que mds expresan PDL-1 y se co-localizan
espacialmente en las inmediaciones de las células
de RS/H PD-L1+, fortaleciendo sinérgicamente la
activacién de la via de sefalizacion PD1-PD-L1/2 de los
linfocitos T efectores, disminuyendo la capacidad de
reaccion del sistema inmune antitumoral.

diferentes estudios mostraron
la presencia de aberraciones cromosdmicas,
particularmente  alteraciones  numéricas, en
células linfoides morfolégicamente normales del
microambiente tumoral, localizadas en la proximidad
de las células neopldsicas™®. En nuestra serie,
observamos monosomia del cromosoma 9 en las
células del microambiente tumoral circundantes a las
células RS/H en el 53% de los casos, particularmente
asociado al grupo GP-P. Este hallazgo sustentaria la
inestabilidad cromosdémica descripta en pacientes
con LH, manifestada por la presencia de rearreglos
cromosdmicos complejos en las células de RS/H
y aneuploidias tanto en las células neoplasicas
como en los linfocitos aparentemente normales
del microambiente tumoral?>#4¢, asi como también
por estudios en linfocitos de sangre periférica de

Por otra parte,

42

MED.UIS. 2021;34(1):35-44

pacientes con LHC pre y post-tratamiento*® y
andlisis de microntcleos y disfuncion telomérica®.
El empleo de metodologias mas recientes como
CGH y NGS (Next generation sequencing) también
detectan una alta inestabilidad cromosdmica en
estos pacientes'®5'

Conclusiones

Si bien nuestro estudio presenta limitaciones
relacionadas con su caracter retrospectivo y el bajo
numero de pacientes evaluados, los resultados
obtenidos muestran que los desbalances genédmicos
del locus PD-L1/PD-L2 son altamente frecuentes en
el LHC en nuestra regidn, presentdndose con un
espectro de alteraciones numéricas que permitid
diferenciar claramente dos grupos distintivos. Los
casos con amplificacién de 9p24.1 mostraron una
menor edad de inicio de la enfermedad, masa bulky
mediastinal al diagndstico, aumento significativo de
la expresion proteica de PD-L1y menor inestabilidad
gendmica en las células del microambiente tumoral.
Sin duda, estos hallazgos constituyen un aporte a la
caracterizacion bioldgica del LHC, siendo de interés
en el marco de las nuevas modalidades terapéuticas
con inmunomoduladores™ que demostraron que
el bloqueo de esta via de senalizacién inhibitoria de
linfocitos T efectores, se asocia a una mejor tasa de
respuesta al tratamiento y de SLP, alcanzando una
alta eficacia terapéutica.
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