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BCL2
Gen de la célula B de la Leucemia / 
Linfoma linfocítica crónica 2 (del inglés, 
B-Cell CLL / Lymphoma 2).

BCL6
Gen de la célula B de la Leucemia / 
Linfoma linfocítica crónica 6 (del inglés, 
B-Cell CLL / Lymphoma 6).

BCLU
Linfoma de células B, inclasificable, de 
características intermedias entre BL y 
DLBCL (del inglés, B-Cell Lymphoma, 
Unclassifiable, with features intermediate 
between diffuse large B-cell lymphoma 
and Burkitt lymphoma).

BCR
Receptor de la célula B (del inglés, B-Cell 
Receptor).

bHLH-LZ
Proteína básica con motivos hélice-bucle-
hélice con cremalleras de leucina (del 
inglés, Basic Hélix-Loop-Helix Leucine 
Zipper). 

BL
Linfoma de Burkitt (del inglés, Burkitt’s 
Lymphoma).

BLIMP1 
Proteína 1 de maduración inducida por 
linfocitos B (del inglés, B-Lymphocyte-
Induced Maturation Protein 1).

BR
Región básica (del inglés, Basic Region).

BVR1:
Región variante de Burkitt 1 (del inglés, 
Burkitt Variant Region 1).

BVR2:
Región variante de Burkitt 2 (del inglés, 
Burkitt Variant Region 2).

CD
Grupo de diferenciación (del inglés, Cluster 
of Differentiation).

CHOP
Ciclofosfamida, Doxorubicina, Vincristina y 
Prednisona.

CLL
Leucemia linfática crónica (del inglés, 
Chronic Lymphocytic Leukemia).

CNS
Sistema nervioso central (del inglés, 
Central Nervous System).

CNS-DLBCL
Linfoma difuso de células grandes B, 
primario del sistema nervioso central 
(del inglés, Primary Diffuse Large B-Cell 
lymphoma of the Central Nervous System).

DLBCL
Linfoma difuso de células grandes B (del 
inglés, Diffuse Large B-Cell Lymphoma).

DNA
Ácido desoxiribunocléico (del inglés, 
Desoxyrubunocleic Acid).

ECOG
Grupo oncológico cooperativo del este 
(del inglés, Eastern Cooperative Oncology 
Group).

FDC
Célula folicular dendrítica (del inglés, 
Follicular Dendritic Cell).

FISH
Hibridación in situ fluorescente (del inglés, 
Fluorescent In Situ Hybridization).

FL
Linfoma folicular (del inglés, Follicular 
lymphoma).
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IG
Inmunoglobulina.

IGH
Cadena pesada de las inmunoglobulinas 
(del inglés, Immunoglobulin Heavy chain).

IGK
Cadena ligera kappa de las inmunoglobulinas 
(del inglés Immunoglobulin Kappa chain).

IGL
Cadena ligera lambda de las inmunoglobulinas 
(del inglés, Immunoglobulin Lambda chain).

IRF4
Factor regulador del interferon 4 (del in-
glés, Interferon Regulatory Factor 4).

IPI
Índice Pronóstico Internacional.
 
MALT
Tejido linfoide asociado a mucosas (del 
inglés, Mucosa-Associated Lymphoid 
Tissue).

MB
Cajas MYC (del inglés, MYC Boxes). 

MCL
Linfoma de células del manto (del inglés, 
Mantle Cell lymphoma).

mRNA
Ácido ribunocléico mensajero (del inglés, 
Messenger Ribonucleic Ácid).

miRNA
micro-RNA.

MUM1
Oncogen del mieloma múltiple 1 (del 
inglés, Multiple Mieloma oncogene 1).

MYC
Oncogen viral homólogo de la mielocito-
matosis aviar V-myc.

MYC+
Linfoma con traslocación del gen MYC.

MYC-
Linfoma sin traslocación del gen MYC.

MZL
Linfoma de la zona marginal (del inglés, 
Marginal Zone Lymphoma).

NF-kB
Factor nuclear kappa B (del inglés, Nuclear 
Factor Kappa B).

NLPHL
Linfoma de Hodgkin nodular de 
predominio linfocítico (del inglés, Nodular 
Lymphocytic Predominant Hodgkin 
Lymphoma).

NLS
Señal de localización nuclear (del inglés, 
Nuclear Localization Signal).

OS
Supervivencia global (del inglés, Overall 
Survival).

R-CHOP
Rituximab y CHOP.

SLL
Linfoma linfocítico (del inglés, Small 
Lymphocytic Lymphoma).

TCR
Receptor de la célula T (del inglés, T-Cell 
Receptor).

VEB
Virus de Epstein-Barr.

VIH
Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

WHO
Organización mundial de la salud (del 
inglés, World Health Organization).
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1.1.  Tejidos linfoides: estructura y  
función

Los tejidos linfoides son el lugar donde 
las células inmunes residen, proliferan y 
se diferencian hacia células inmunocom-
petentes. En base a su función y al esta-
dio de maduración de las células linfoides 
que lo constituyen, los tejidos linfoides se  
dividen en dos grupos principales: los te-
jidos linfoides centrales o primarios y los 
tejidos linfoides periféricos o secundarios.

Los tejidos linfoides centrales o primarios 
son la médula ósea y el timo. En ellos se en-
cuentran las células linfoides precursoras y 
tiene lugar el proceso de diferenciación in-
dependiente de antígeno. En la médula ósea 
se generan los linfocitos inmaduros B y T, 
y se produce el primer proceso de diferen-
ciación de las células B: el reordenamiento 
de los segmentos V (variable), D (diversity) 
y J (joining) de los genes de las inmunoglo-
bulinas (IG). Los linfocitos inmaduros T ge-
nerados en la médula ósea viajan al timo, 
el órgano linfoide primario en el que estos 
linfocitos sufren los primeros procesos de 
diferenciación con el reordenamiento del 
gen del receptor de la célula T (TCR). 

Los tejidos periféricos o secundarios son  
los ganglios linfáticos, el bazo, y el tejido lin-
foide asociado a mucosas (MALT). En ellos, 
las células linfoides B y T se enfrentarán a 
los antígenos y tendrá lugar la diferencia-
ción dependiente de antígeno. El ganglio 
linfático, así como el resto de órganos lin-

1. Introducción

foides secundarios, se organizan alrededor 
de una estructura princeps que es el folí-
culo linfoide. Las células linfoides B naive, 
procedentes de la médula ósea, junto con 
células presentadoras de antígenos (las cé-
lulas foliculares dendríticas o FDC) forman 
los folículos linfoides primarios, que care-
cen de centro germinal. Cuando estas célu-
las linfoides reconocen un antígeno y son 
estimuladas por éste, se produce su expan-
sión dando lugar a los folículos linfoides 
secundarios, que se componen de dentro a 
fuera por el centro germinal, el manto y la 
zona marginal.

En el centro germinal se pueden identificar 
dos áreas bien diferenciadas desde el pun-
to de vista morfológico y funcional: la zona 
clara y la zona oscura. En la zona oscura las 
células predominantes son los centroblas-
tos, unos linfocitos B de tamaño intermedio 
grande, con uno o varios nucléolos cerca-
nos a la membrana nuclear. Los centroblas-
tos proliferan con gran rapidez en la zona 
oscura del folículo linfoide, y durante este 
proceso de proliferación sufren un gran nú-
mero de mutaciones en la región V del gen 
de las IGs, lo que se conoce como “hipermu-
tación somática”. Mediante este proceso de 
hipermutación, las células linfoides consi-
guen aumentar la  variabilidad de las IGs 
producidas, de forma que algunas tendrán 
mayor afinidad por el antígeno, mientras 
que otras tendrán menor afinidad. 

Los centroblastos maduran a centrocitos, 
unos linfocitos de pequeño tamaño y nú-
cleo irregular, los cuales se sitúan en la 
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zona clara del centro germinal. Los centro-
citos experimentan un cambio de isotipo 
de inmunoglobulina (de la expresión de la 
región constante de la cadena pesada de las 
inmunoglobulinas), de forma que pasarán 
de ser IGM a IGG, IGA o, con menor frecuen-
cia, IGE. Aquellos centrocitos que hayan 
sufrido una pérdida de afinidad por el an-
tígeno debido a la hipermutación somática, 
morirán mediante apoptosis, mientras que 
aquellos que hayan mejorado su afinidad 
por el antígeno serán capaces de sobrevi-
vir gracias a la interacción con las FDC y las 
células T helper específicas de antígeno del 
centro germinal. 

Por fuera del centro germinal se encuentra 
la zona del manto, formada básicamente 
por linfocitos naive que entrarán en el cen-
tro germinal al reconocer y ser estimulados 

Figura 1. Diferenciación celular en el centro germinal. Adaptación de Lenz G et al, 2010. Las líneas rojas indican 
que un factor regulador inhibe un gen o una función determinada, y las líneas verdes indican una regulación 
positiva o activación.
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por un antígeno. Por último, en el bazo, en el 
tejido linfoide asociado a mucosas y en al-
gunos ganglios linfáticos (especialmente los 
ganglios mesentéricos), por fuera del manto 
se puede observar la zona marginal. La zona 
marginal está formada por una mezcla de 
linfocitos naive y linfocitos B de memoria, 
procedentes de la maduración de los cen-
trocitos. 

La maduración y diferenciación de los lin-
focitos B se ve reflejada en el perfil de ex-
presión inmunofenotípico de los mismos. 
Así, los linfocitos naive del manto expre-
san, además de los marcadores B habituales 
(CD19, CD20, PAX5, etc.) los antígenos CD23 
y CD21, y ocasionalmente también coexpre-
san CD5. Los centroblastos y centrocitos del 
centro germinal, expresan dos marcadores 
de centro germinal: CD10 y BCL6. CD10 tie-
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Figura 2. Origen celular de los linfomas de células B. Adaptado de Valera 2013 (Valera, 2013).
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ne una función no bien conocida, pero se 
cree que su expresión es fundamental en la 
formación del centro germinal. El factor de 
transcripción BCL6 regula un gran número 
de genes, y actúa sobre los mecanismos de 
regulación de la proliferación, la diferen-
ciación celular y la respuesta al daño en el  
ácido desoxiribunocléico (DNA). La proteína 
p53 es su principal diana. A través de p53, 
por un lado inhibe a p21, de forma que faci-
lita la proliferación celular, y por otro lado, 
inhibe a ATM y ATR, lo cual  permite una 
mayor tolerancia a los cambios en el DNA, 
indispensable para los mecanismos de hi-
permutación somática y cambio de isotipo 
de IGs. BCL6 también regula la diferencia-
ción celular, inhibiendo la maduración de 
los centrocitos hacia células plasmáticas y 
células B de memoria, a través de la inhibi-
ción de BLIMP1. De forma característica, los 

centroblastos y centrocitos del centro ger-
minal tienen inhibida la expresión de mo-
léculas antiapoptóticas como BCL2, lo que 
les hace susceptibles a la muerte celular 
por apoptosis, por lo que su supervivencia 
dependerá de la capacidad de unirse con 
mayor afinidad al determinante antigéni-
co presente en el centro germinal (Lenz e 
Staudt, 2010). Finalmente, la salida del cen-
tro germinal de los centrocitos, y su dife-
renciación post-centro germinal a célula 
plasmática o célula B de memoria, requiere 
la expresión de los factores IRF4 y BLIMP1, 
a la vez que la inhibición de BCL6 (figura 1).  

Las neoplasias de células linfoides refle-
jan en buena medida los diferentes esta-
dios de maduración de las células linfoides 
B normales, tanto desde el punto de vista 
morfológico como inmunofenotípico. Esta 
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Tabla 1. Linfomas B agresivos (WHO 2008)

Linfoma de Burkitt (BL)
Linfoma difuso de células grandes B (DLBCL)

DLBCL, sin otras especificaciones (NOS)
Variantes morfológicas comunes

Centroblástica
Inmunoblástica
Anaplásica

Variantes morfológicas infrecuentes
Subgrupos moleculares

Tipo centro germinal (GC)
Tipo célula B activada (ABC)

Subgrupos inmunohistoquímicos
DLBCL CD5 positivo
Tipo centro germinal (GC)
Tipo no-centro germinal (no-GC)

Subtipos de DLBCL
Linfoma B de células grandes, rico en 
células T/histiocitos
PDLBCL, primario del sistema nervioso 
central (CNS-DLBLC)
DLBCL primario cutáneo, tipo piernas
DLBCL EBV positivo asociado a la edad

Otros linfomas de células B grandes
Linfoma de células B grandes, primario 
mediastínico (tímico)
Linfoma de células B grandes intravascular
DLBCL asociado a inflamación crónica
Granulomatosis linfomatoide
DLBCL, ALK positivo
Linfoma plasmablástico
Linfoma de células B grandes asociado a 
la enfermedad de Castleman multicéntrica 
HHV8 positiva
Linfoma de cavidades

Casos intemedios
Linfoma de células B, inclasificable, de 
características intermedias entre DLBCL y 
BL (BCLU)
Linfoma de células B, inclasificable, de 
características intermedias entre DLBCL y 
linfoma de Hodgkin clásico 

especialmente agresivas, con sus variantes 
y subtipos correspondientes (tabla 1. Adap-
tación de Swerdlow 2008).  

La presente tesis se centra, en sus dos prime-
ros trabajos, en  DLBCL, BL y BCLU,  mientras 
que el último trabajo explora las caracterís-
ticas de un subtipo concreto de DLBCL: el 
linfoma difuso de células grandes B primario 
del sistema nervioso central (CNS-DLBCL).

semejanza es utilizada a la hora de clasi-
ficar y denominar las neoplasias linfoides. 
Así, por ejemplo, la mayor parte de los  
linfomas de células del manto (MCL) y de 
las leucemias linfáticas crónicas (CLL) / lin-
fomas linfocíticos (SLL) se creen originados 
de las células B naive del manto folicular. 
Del centro germinal del folículo linfoide de-
rivarían el linfoma folicular (FL), el linfoma 
de Burkitt (BL) y algunos tipos de linfoma 
difuso de células grandes B (DLBCL), y to-
dos ellos se caracterizan por la expresión 
de marcadores de centro germinal como 
CD10 y BCL6. El linfoma de Hodgkin, a su 
vez, derivaría del centro germinal y, al igual 
que los FL, BL y DLBCL, las células que lo 
forman tienen hipermutación somática de 
las IGs. Finalmente, tanto el linfoma de la 
zona marginal (MZL) como el linfoma del 
tejido linfoide asociado a mucosas (linfoma 
MALT), se originarían de células B de me-
moria de la zona marginal mientras que las 
neoplasias de células plasmáticas, como su 
nombre indica, tendrían su origen en las 
células plasmáticas (figura 2).

1.2.  Clasificación de los linfomas                                                

Las neoplasias de células linfoides se pue-
den presentar clínicamente en forma de leu-
cemia (expresión en sangre periférica), de 
linfoma (en forma de masa tumoral, ganglio-
nar o extraganglionar) o de ambos a la vez. 
La Organización Mundial de la Salud (WHO), 
en su clasificación más reciente de 2008, di-
vide las neoplasias linfoides en neoplasias 
de células linfoides precursoras, de linfoci-
tos maduros B, T o NK, linfoma de Hodgkin y 
enfermedades linfoproliferativas asociadas 
a inmunodeficiencia (Swerdlow, 2008). De 
entre los linfomas de linfocitos maduros B, 
se reconocen varias entidades 
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munodeficiencia subyacente, congénita 
(inmunodeficiencia común variable, inmu-
nodeficiencia severa combinada, ataxia-
telangiectasia, etc) o adquirida (infección 
por el virus de la inmunodeficiencia huma-
na (VIH), trasplante de órganos sólidos o de 
médula ósea, tratamiento inmunosupre-
sor). Los casos producidos en el contexto de 
una inmunodeficiencia subyacente están 
asociados al virus de Epstein-Barr (VEB) con 
mayor frecuencia que los DLBCL esporádi-
cos. Por último, existen casos de DLBCL aso-
ciados al VEB en el contexto de pacientes de 
edad avanzada (mayor a 50 años) en los que 
no existe una inmunodeficiencia manifies-

1.2.1. Linfoma difuso de células 
grandes B (DLBCL) 

El DLBCL es una neoplasia constituida por 
linfocitos B de tamaño intermedio o grande, 
que proliferan de forma difusa destruyen-
do la arquitectura del ganglio linfático o el 
órgano en el que asienta. El tamaño grande 
de las células neoplásicas se define como 
un tamaño nuclear igual al de un macrófa-
go o más del doble de un linfocito normal. 
Existen diferentes subtipos de DLBCL con 
características clínico-patológicas y bioló-
gicas específicas, como los linfomas prima-
rios del sistema nervioso central o los pri-
marios cutáneos, mientras que el resto de 
casos constituyen un grupo heterogéneo de 
neoplasias que se engloban en el grupo de 
DLBCL sin otras especificaciones (NOS). 

Epidemiología
El LDCGB NOS es el linfoma más frecuen-
te, y representa alrededor del 37% de los 
linfomas no-Hodgkin de células B (figura 
3. Adaptación de Swerdlow, 2008). La edad 
media de presentación es la séptima dé-
cada, si bien puede afectar a pacientes de 
cualquier edad. En cuanto a la distribución 
por sexos, existe un ligero predominio en 
el sexo masculino, siendo la ratio hombres: 
mujeres de 1.2:1 (Jaffe, 2011).

Etiología
La mayoría de los DLBCL se producen de 
novo (DLBCL primarios), pero en ocasiones 
son consecuencia de la transformación o  
la progresión de un linfoma B de bajo gra-
do (DLBCL secundarios), como un FL, CLL-
SLL, MZL o linfoma de Hodgkin. La etiología  
es desconocida en la mayor parte de los 
casos, y habitualmente, los pacientes no 
tienen factores de riesgo conocidos. Sin 
embargo, en algunos casos existe una in-

Figura 3. Frecuencia relativa de los subtipos de linfo-
mas B en adultos.

Linfoma B de alto grado, NOS 2.5%
Linfoma de Burkitt 0.8%
Linfoma marginal esplénico 0.9%
Linfoma de la zona marginal 2%
Linfoma linfoplasmacítico 1.4%

PMLBCL

CLL/SLL

MCL

MALT

LINFOMA 
FOLICULAR

DLBCL

Linfoma difuso de células grandes B 37%
Linfoma folicular 29%
Linfoma MALT 9%
Linfoma de células del Manto 7%
CLL/SLL 12%
Linfoma de células grandes primario mediastínico 3%
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ta. En estos casos, se cree que los pacientes 
tendrían cierta inmunodeficiencia provoca-
da por un deterioro del sistema inmunoló-
gico asociado a la edad.  

Características clínicas
Los pacientes con DLBCL se presentan ha-
bitualmente con adenopatías y/o masas 
tumorales extranodales de crecimiento 
rápido, con o sin síntomas B (fiebre, su-
doración nocturna y pérdida de peso). Se 
pueden producir otros síntomas variables, 
en función de la localización de las masas 
tumorales. Aproximadamente el 40% de los 
casos debutan en localización extranodal, y 
hasta un 71% tienen afectación extranodal 
a lo largo de la evolución de la enfermedad. 
Prácticamente cualquier órgano puede ser 
afectado por el DLBCL, siendo las localiza-
ciones extraganglionares más frecuentes 
el tracto gastrointestinal (especialmente 
estómago y región íleo-cecal), el anillo de 
Waldeyer, bazo, hígado, hueso, testículo, 
glándulas salivares, riñones y partes blan-
das. Como se ha mencionado con anteriori-
dad, determinadas localizaciones primarias 
como la piel o el sistema nervioso central, 
tienen especial relevancia desde el punto 
de vista biológico y clínico-patológico.

Aproximadamente la mitad de los DLBCL 
son diagnosticados en fases iniciales (esta-
dios I y II), y la infiltración de la médula ósea 
se produce en el 11-27% de los pacientes.

Morfología
Los órganos afectados por el DLBCL habi-
tualmente presentan una morfología total-
mente borrada por un infiltrado difuso de 
células linfoides grandes, en ocasiones con 
necrosis e infiltración de tejidos adyacen-
tes. Con menor frecuencia, la arquitectura 
se encuentra alterada únicamente de forma 
parcial, con una infiltración neoplásica en-

tre folículos linfoides preservados (patrón 
interfolicular) o con disposición sinusoi-
dal, imitando a las metástasis de neopla-
sias epiteliales. En ocasiones, se observan 
abundantes macrófagos fagocitando detri-
tus celulares intercalados entre las células 
neoplásicas, dando un aspecto en “cielo es-
trellado”, lo que plantea el diagnóstico dife-
rencial con el linfoma de Burkitt. 

Desde el punto de vista citológico, se des-
criben tres variantes comunes y otras po-
co frecuentes. Las variantes comunes son 
la centroblástica, la inmunoblástica y la 
anaplásica. En la variante centroblástica, 
que es la más frecuente, las células neo-
plásicas (centroblastos) son de tamaño 
intermedio-grande, con una cromatina 
vesicular y dos o tres nucléolos adya-
centes a la membrana nuclear. Habitual-
mente, los centroblastos se encuentran 
entremezclados con otras células neoplá-
sicas de núcleo redondo u ovalado, con 
un nucléolo central prominente (inmuno-
blastos) en proporción variable, mientras 
que en ocasiones los centroblastos cons-
tituyen más del 90% de las células neoplá-
sicas. En la variante inmunoblástica, más 
del 90% de las células neoplásicas son 
inmunoblastos. La distinción entre estas 
dos variantes morfológicas es poco repro-
ducible, ya que se observa gran variabili-
dad intra-observador e inter-observador. 
La variante anaplásica está constituida 
por células linfoides grandes con núcleos 
bizarros, pleomórficos, en ocasiones mul-
tinucleados, y citoplasma amplio. Entre 
las variantes poco frecuentes podemos 
encontrar células en anillo de sello, cé-
lulas con abundantes microvilli, células 
fusiformes, o la presencia de un estroma 
mixoide o fibrilar.



Introducción 27

que se ha intentado reproducir los subgru-
pos moleculares mediante marcadores in-
munohistoquímicos. En este sentido, se 
han propuesto varios algoritmos inmuno-
histoquímicos, entre los que se encuentran 
los de Hans, Muris, Choi, Nyman, Visco-
Young o Tally (Hans et al., 2004; Muris et al., 
2006; Choi et al., 2009; Nyman et al., 2009; 
Meyer et al., 2011; Visco et al., 2012). En es-
tos algoritmos, mediante unos pocos mar-
cadores inmunohistoquímicos, los casos se 
dividen en GC-like y no-GC-like. Sin embar-
go, la concordancia entre los resultados ob-
tenidos por arrays de expresión génica y los 
diferentes algoritmos diagnósticos es varia-
ble, y la capacidad de éstos para predecir el 
comportamiento de los DLBCL no está clara 
(Coutinho et al., 2013; Culpin et al., 2013).

Características genéticas
Los DLBCL con frecuencia presentan muta-
ciones genéticas y traslocaciones. Respecto 
a las mutaciones, hasta el 50% de los ca-
sos presentan hipermutaciones somáticas 
en oncogenes como PIM1, MYC, Rho/TTF 
o PAX5, y se cree que éstas contribuyen de 
alguna forma a la oncogénesis de la neopla-
sia. Con frecuencia, existen también mu-
taciones en BCL6, TP53, CARD11, CD79b y 
MYD88, entre otros (Pasqualucci et al., 2011; 
Zhang et al., 2013).

Respecto a las traslocaciones, las más sig-
nificativas son las que afectan a los genes 
BCL2, BCL6 y MYC. El gen BCL2, situado en la 
banda cromosómica 18q21.3, se encuentra 
traslocado en aproximadamente el 20% de 
los casos de DLBCL. La traslocación de BCL2 
tiene lugar con los genes de las IGs, habi-
tualmente con la IGH [t(14;18)(q32;q21.3)] 
o con IGK o IGL [t(2;18)(p1;q21.3) o t(18;22)
(q21.3;q11)] respectivamente. Algunos de 
estos casos corresponden a la transforma-
ción de un linfoma folicular preexistente, 

Immunofenotipo
El inmunofenotipo de los DLBCL es muy 
variable, de manera que lo característico es 
que no existe un inmunofenotipo caracte-
rístico. Los marcadores de diferenciación de 
línea B (PAX5, CD19, CD20, CD22, CD79a y 
CD79b, etc) son positivos en la mayoría de 
los casos, aunque en ocasiones se observa 
negatividad para uno o más de ellos. Los 
marcadores de diferenciación de línea T 
son negativos, excepto CD5, que es positivo 
en aproximadamente el 10% de los DLBCL. 
El porcentaje de casos que expresan CD10, 
BCL6, BCL2 o MUM1 es muy variable en la 
literatura, en parte debido a la falta de ho-
mogeneidad en los criterios para clasificar 
un caso como positivo o negativo para cada 
uno de estos marcadores. Algunos DLBCL 
expresan CD30, y otros expresan marca-
dores asociados con diferenciación plas-
mocelular como CD38, CD138 o VS38c. El p 
orcentaje de células en proliferación (Ki67) 
suele estar comprendido entre el 40% y el 
90%.

Subgrupos moleculares y subgrupos 
inmunohistoquímicos
Mediante estudios de expresión génica se 
han identificado dos subgrupos molecu-
lares de DLBCL. El primer subgrupo lo for-
man linfomas con un patrón de expresión 
génica similar al de las células B del centro 
germinal (GCB-like DLBCL), mientras que el 
segundo está compuesto por linfomas con 
un patrón similar al de células B activadas 
de sangre periférica (ABC-like DLBCL) (Ali-
zadeh et al., 2000; Rosenwald et al., 2002). 
Estos subgrupos moleculares delimitan dos 
grupos de pacientes con diferente pronósti-
co, tanto en la era pre-Rituximab como pos-
teriormente a la inclusión de Rituximab en 
los regímenes de quimioterapia (Fu et al., 
2008). En la práctica diaria, resulta difícil 
utilizar arrays de expresión génica, por lo 



28 Alteraciones del gen MYC en linfomas agresivos de células B: evaluación mediante FISH,  
relación con la expresión proteica y valor pronóstico. 

pero otros son DLBCL de novo. La traslo-
cación de BCL2 se produce con mayor fre-
cuencia en GCB-like DLBCLs y se asocia a 
una mayor expresión de la proteína BCL2 
y a un comportamiento más agresivo (Vis-
co et al., 2013). El gen BCL6, situado en la 
banda cromosómica 3q27, se encuentra 
traslocado en aproximadamente el 30% de 
los DLBCL, constituyendo la alteración cito-
genética más frecuente. La traslocación de 
BCL6 se puede producir con IGH, IGK, IGL 
o con un gran número de genes diferentes. 
Por otro lado, el gen BCL6 presenta muta-
ciones en hasta el 70% de los casos, y éstas 
no se encuentran relacionadas con la exis-
tencia o no de traslocaciones. Las alteracio-
nes moleculares de BCL6 se dan con mayor 
frecuencia en los ABC-DLBCL (Iqbal et al., 
2007). El gen MYC, situado en la banda cro-
mosómica 8q24, se encuentra traslocado en 
aproximadamente el 5-14 % de los casos. La 
traslocación de MYC puede producirse con 
el gen de la IGH [t(8;14)(q24;q32)], típica del 
linfoma de Burkitt, aunque en más del 50% 
de los casos afecta a IGK, IGL o a otros ge-
nes no-IG. A diferencia de lo que ocurre en 
el BL, el reordenamiento del gen MYC en 
los DLBCL con frecuencia se produce en el 
contexto de un cariotipo complejo, y puede 
asociarse a las traslocaciones de los genes 
BCL2 y/o BCL6 en lo que se conoce como 
linfomas “doble-hit” y “triple-hit”. Desde 
el punto de vista de los subgrupos mole-
culares, las alteraciones del gen MYC son 
más frecuentes en los GC-like DLBCL (Ott, 
Rosenwald e Campo, 2013; Aukema et al., 
2014).

Pronóstico y factores predictivos
El DLBCL es un linfoma agresivo con una al-
ta mortalidad en pacientes no tratados. Sin 
embargo, con un tratamiento adecuado se 
consigue la curación en una elevada propor-
ción de pacientes. El tratamiento habitual 

consiste en la combinación de ciclofosfami-
da, doxorrubicina, vincristina, prednisona 
(CHOP) junto con rituximab, un anticuerpo 
monoclonal quimérico que se une de for-
ma específica a CD20 (R-CHOP) (Sehn et al., 
2005; Coiffier et al., 2010). 

Se han propuesto un gran número de fac-
tores pronósticos: clínicos, morfológicos, 
inmunohistoquímicos y moleculares, mu-
chos de ellos con resultados variables en di-
ferentes estudios, y con pacientes tratados 
con CHOP sin rituximab. (tabla 2. Adaptado 
de Jaffe, 2011). 

El índice pronóstico internacional (IPI), el IPI 
ajustado a la edad (aa-IPI) y el IPI ajustado 
para pacientes tratados con R-CHOP son ín-
dices pronósticos que reúnen diferentes va-
riables clínicas y han sido validados como 
modelos predictivos en múltiples estudios, 
tanto en pacientes tratados con CHOP como 
en los tratados con R-CHOP (A predictive 
model for aggressive non-Hodgkin’s lym-
phoma. The International Non-Hodgkin’s 
Lymphoma Prognostic Factors Project, 1993; 
Sehn et al., 2007; Ziepert et al., 2010). La in-
filtración de la médula ósea con una mor-
fología concordante (de células grandes) 
con el linfoma primario se asocia a una 
peor supervivencia que la infiltración con 
una morfología discordante (de células pe-
queñas) (Campbell et al., 2006). Como se ha 
mencionado con anterioridad, el subgrupo 
molecular ABC-like DLBCL tiene un com-
portamiento más agresivo que el GCB-like 
DLBCL, tanto en pacientes tratados con 
CHOP como en los tratados con R-CHOP (Fu 
et al., 2008). 

Desde el punto de vista de las alteraciones 
moleculares, la traslocación del gen BCL2 ha 
sido relacionada con un peor pronóstico en 
el subgrupo de pacientes con GC-like DLB-
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CL, mientras que su papel pronóstico en el 
DLBLC de forma global no está clara (Iqbal 
et al., 2011; Visco et al., 2013). El papel de BCL6 
como factor pronóstico en el DLBCL es varia-
ble en diferentes estudios (Niitsu et al.; Jerke-
man et al., 2002). La traslocación del gen MYC 
se asocia a un comportamiento más agresi-

vo, especialmente en aquellos casos en los 
que se encuentra traslocado conjuntamente 
con BCL2 o BCL6 en forma de linfoma “doble-
hit” o “triple-hit” (Savage et al., 2009; Barrans 
et al., 2010; Snuderl et al., 2010). 

1.2.2. Linfoma de Burkitt (BL)

El linfoma de Burkitt es un linfoma de cé-
lulas B muy agresivo con una capacidad de 
proliferación muy elevada y que frecuente-
mente se presenta en localización extrano-
dal o en forma leucémica. Está constituido 
por células linfoides de tamaño intermedio 
que proliferan con un patrón “en cielo es-
trellado”, expresan marcadores inmunofe-
notípicos propios de linfocito de centro 
germinal y de forma característica presen-
tan traslocación del gen MYC. Según la últi-
ma clasificación de la WHO, el diagnóstico 
del BL requiere de la combinación de carac-
terísticas clínicas, morfológicas, inmunofe-
notípicas y moleculares, y ninguna de ellas 
puede utilizarse como “gold standard” de 
forma aislada (Swerdlow, 2008).

Epidemiología
Se reconocen tres variantes clínicas de BL, 
con diferencias en la presentación clínica, 
en la morfología y en las características bio-
lógicas (Jaffe, 2011).

- BL endémico: esta variante del BL se da 
en África ecuatorial, coincidiendo con las 
regiones en que la malaria es endémica, 
y en estas áreas representa la neoplasia 
maligna más frecuente en edad pediátri-
ca. Afecta sobre todo a niños, con un pico 
de incidencia entre los 4 y los 10 años y 
existe un discreto predominio masculino 
(ratio hombres: mujeres de 2:1). La mayo-
ría de los BL endémicos son VEB positivos.

Tabla 2. Factores de mal pronóstico en DLBCLs

Clínicos
• IPI elevado*

Morfológicos
• Morfología inmunoblástica o plasmablástica

Inmunohistoquímicos
• Expresión de BCL2*
• Ausencia de fenotipo GC (CD10-.BCL6-, o al 
aplicar el algoritmo de Hans)*
• Expresión de CD5
• Elevada proliferación (Ki-67)  (controvertido)
• Expresión de IRF4/MUM-1
• Inmunopositividad para p53
• Expresión de CD44s
• Ausencia de expresión HLA-DR
• Expresión nuclear de P14 (ARF) 
• Expresión de Ciclina D3 en ≥50% de las células 
neoplásicas
• Expresión de Ciclina D2
• Expresión de Proteína Quinasa C-β
• Escasa respuesta de células T intratumoral 
• Número elevado de células T granzima B 
positivas intratumorales
• Expresión citoplasmática de proteína ALK
• Perfil de inhibición de Caspasa 9

Molecular 
• Subtipo ABC-like en arrays de expresión génica*
• Reordenamiento del gen BCL2
• Ausencia de reordenamiento del gen BCL6
• Ausencia de mutaciones del gen BCL6
• Bajos niveles de mRNA del gen BCL6
• Reordenamiento no-IG/ BCL6
• Mutaciones en TP53
• Ausencia de hipermetilación del promotor de la 
O-metilguanina DNA metiltransferasa
• Perfil de expresión de determinados genes en 
análisis de microarrays de DNA
• Baja expresión de HGAL
• Ganancias en la región cromosómica 3p11-p12

* Factores más importantes
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- BL esporádico: esta variante se puede dar 
en cualquier parte del mundo, y afecta so-
bre todo a niños y adultos jóvenes. Repre-
senta entre el 20 y el 50% de los linfomas 
pediátricos y en adultos se presenta a una 
edad media de 30 años, con un predomi-
nio masculino (ratio hombres:mujeres de 
2:1 ó 3:1). Alrededor del 30% de los casos 
son VEB positivos, siendo el porcentaje 
menor en países occidentales.

- BL asociado a inmunodeficiencia: esta va-
riante tiene lugar sobre todo en el contexto 
de la infección por el virus de la inmuno-
deficiencia humana (VIH), representando 
entre el 30 y el 40% de los linfomas asocia-
dos a VIH. Se puede producir en el contex-
to de otras inmunodeficiencias, como las 
asociadas al tratamiento inmunosupresor 
en pacientes trasplantados, si bien en es-
te contexto son mucho menos frecuentes. 
Alrededor del 25-40% de los casos asocia-
dos al VIH son VEB positivos.

Etiología
La etiología del BL no es bien conocida. Se 
han sugerido como posibles factores etioló-
gicos el VEB, la inmunosupresión ocasiona-
da por la infección persistente de la malaria 
y el VIH. Estos tres factores etiológicos ten-
drían un impacto diferente en las tres va-
riantes epidemiológicas de BL, y podrían 
actuar de forma distinta en su patogénesis 
(Molyneux et al., 2012). 

Características clínicas
Las características clínicas del BL depen-
den en gran medida de la variante clínica 
y de la localización de las lesiones, si bien 
en todas ellas es frecuente la presencia de 
masas voluminosas (“bulky”) y alteraciones 
relacionadas con la alta tasa de replicación 
de la neoplasia.

- BL endémico: en esta variante es fre-
cuente la afectación extranodal, especial-
mente de la mandíbula y los huesos de la 
cara, que suponen aproximadamente el 
50% del lugar de presentación. Otras loca-
lizaciones frecuentes son el intestino (re-
gión íleo-cecal), los ovarios, los riñones, la 
glándula tiroides, las glándulas salivares 
y las mamas. La afectación de la médula 
ósea es infrecuente y no existe afectación 
de sangre periférica en forma de leucemia.

- BL esporádico: en esta variante los pa-
cientes suelen presentar masas volumi-
nosas abdominales, muchas veces de 
localización en el íleon terminal, el ciego 
y el peritoneo. También es frecuente la 
afectación de los riñones, los ovarios y las 
mamas, siendo infrecuente la localización 
en la mandíbula y los huesos de la cara. 
La médula ósea se encuentra infiltrada 
con mayor frecuencia que en la variante 
endémica, y en ocasiones se demuestra 
la presencia de células neoplásicas circu-
lando en sangre periférica. La presencia de 
un 25% de células neoplásicas en médula 
ósea en el momento del diagnóstico define 
la leucemia de Burkitt o leucemia aguda 
linfoblástica tipo III (LAL-L3). La afectación 
del CNS es habitual si no se efectúa un tra-
tamiento profiláctico adecuado.

- BL asociado a inmunodeficiencia: esta 
variante se presenta habitualmente en 
estadios avanzados, con afectación ex-
tranodal (tracto gastrointestinal, médula 
ósea y CNS), pero también es frecuente la 
afectación de los ganglios linfáticos. Sue-
le presentarse en estadios avanzados, y se 
asocia a recuentos de células CD4 meno-
res a 0.2 x 109/L, infección por VIH de larga 
historia no tratada con terapia antirretro-
viral de alta actividad, y edad inferior a  
20 años. 
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Morfología
Todos los BL endémicos, y la mayor parte 
de BL esporádicos y BL asociados a inmuno-
deficiencia comparten unas características 
morfológicas comunes. Los órganos afec-
tados muestran una arquitectura borrada 
por una infiltración difusa de linfocitos de 
tamaño intermedio, entre los que destacan 
macrófagos que fagocitan detritus celulares, 
lo que confiere un aspecto en “cielo estrella-
do”. Las células neoplásicas son uniformes, 
monótonas, con un núcleo redondeado de 
cromatina fina en el que se observan varios 
nucléolos de localización central, y un cito-
plasma escaso de aspecto basófilo (figura 4). 
En extensiones citológicas se pueden ob-
serva vacuolas lipídicas citoplasmáticas. La 
presencia de abundantes mitosis y figuras 
de apoptosis son características constantes. 
En algunos casos asociados a inmunodefi-
ciencia, las células presentan un núcleo ex-
céntrico, con un único nucléolo central (BL 
con diferenciación plasmocelular).

Inmunofenotipo 
Las células neoplásicas del BL expresan 
marcadores de línea B (CD19, CD20, CD79, 
PAX5. etc) e IGM con restricción de cadenas 
ligeras, siendo negativos los marcadores de 
línea T. Son positivas para marcadores de 
centro germinal, como CD10 y BCL6, y tam-
bién para CD38 y CD43, mientras que CD34 
y TdT son negativos.  El BCL2 es caracte-
rísticamente negativo, si bien algunos ca-
sos expresan BCL2 de forma débil y parcial  
(figura 5). El índice de proliferación (Ki67) es 
cercano al 100% de las células neoplásicas. 
Las características inmunofenotípicas del 
BL son prácticamente constantes por lo que 
el diagnóstico de BL en casos con fenotipo 
atípico (como la positividad para BCL2) re-
quiere que se den el resto de las caracterís-
ticas, incluyendo la traslocación de MYC sin 
reordenamiento de BCL2 o BCL6.

Características genéticas
La alteración genética característica del 
BL es la traslocación del gen MYC, situa-
do en la banda cromosómica 8q24,  que se 
encuentra en más del 90% de los casos. La 
traslocación del gen MYC se produce ha-
bitualmente con el gen de la IGH [t(8;14)
(q24;q32)], pero también puede tener lugar 
con los genes de las cadenas ligeras IGK e 

Figura 4: Aspecto morfológico del BL. (A) Patrón 
en “cielo estrellado” (H&E x100). (B) Proliferación 
monótona de células linfoides de tamaño in-
termedio con cromatina fina y varios nucléolos 
paranucleares (H&E x400)

A

B
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IGL [t(2;8)(p12;q24) y t(8;22)(q24;q11.2) res-
pectivamente] en una menor proporción de 
los casos. 

Estudios de expresión génica han demos-
trado la existencia de una firma genética 
constante, claramente diferente a la de 
los DLBCL, si bien algunos casos presen-
tan cierto solapamiento (Dave et al., 2006; 
Hummel et al., 2006). Recientemente, se 
han descrito mutaciones recurrentes en los 
genes TCF3 e ID3 en BL, que contribuyen a 
la patogénesis de la enfermedad (Richter et 
al., 2012; Schmitz et al., 2012).

1.2.3. Linfoma de células B, 
inclasificable, de características 
intermedias entre DLBCL y BL (BCLU) 

El linfoma de células B inclasificable, de 
características intermedias entre DLBCL y 
BL (BCLU) es una categoría provisional in-

troducida en la clasificación de la WHO de 
2008 (Swerdlow, 2008). En ella se incluyen 
linfomas agresivos que tienen caracterís-
ticas morfológicas y genéticas tanto de 
DLBCL como de BL, pero que por razones 
biológicas y clínicas no deben encuadrar-
se en ninguna de estas entidades. Algunos 
casos han sido diagnosticados con anterio-
ridad como linfoma Burkitt-like, o corres-
ponden a la transformación de un linfoma 
folicular previo. 

Se trata de neoplasias habitualmente cons-
tituidas por una combinación de células de 
tamaño intermedio, similar a las del BL, y 
de células más grandes que las típicas del 
BL, similares a las del DLBCL. Con frecuen-
cia existe un índice de proliferación muy 
elevado y un patrón en “cielo estrellado”. 
Algunos casos presentan una morfología 
más típica de BL, pero tienen característi-
cas inmunofenotípicas o genéticas que ex-
cluyen este diagnóstico. No deben incluirse 
en esta categoría los casos de DLBCLs con 

Figura 5.: Inmunofenotipo 
característico del BL: positivi-
dad para CD10 (A) y BCL6 (B), 
y negatividad para BCL2 (C). 
El porcentaje de células Ki67 
positivas es superior al 95% (D).

A B

C D
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traslocación del gen MYC ni los escasos 
ejemplos de BL típicos en los que no se en-
cuentra la traslocación característica del 
gen MYC (Swerdlow, 2008).

Epidemiología
Se trata de linfomas poco frecuentes. La 
edad media de presentación es elevada, 
cercana a los 70 años, si bien puede afec-
tar a pacientes de cualquier edad, y afecta 
a ambos sexos con igual frecuencia (Perry, 
Anamarija M. et al., 2013).

Etiología
La mayoría de los BCLU se producen de novo, 
pero como se ha comentado anteriormente, 
en ocasiones son consecuencia de la trans-
formación o la progresión de un linfoma  
B de bajo grado, especialmente FLs que su-
fren una traslocación del gen MYC que se 
añade a la traslocación subyacente de BCL2. 

Características clínicas
Más de la mitad de los pacientes se presen-
tan con enfermedad diseminada (estadios 
III y IV), con afectación extraganglionar 
frecuente en forma de masas voluminosas 
(bulky), síntomas B, IPI alto y LDH elevada 
(Perry, Anamarija M. et al., 2013). A diferen-
cia del BL, no existe una predilección por la 
afectación de la mandíbula y la región íleo-
cecal. La médula ósea y la sangre periféri-
ca pueden verse afectadas, y algunos casos 
tienen una presentación en forma de leuce-
mia (Swerdlow, 2008).  

Morfología e inmunofenotipo
El BCLU comparte características morfo-
lógicas e inmunofenotípicas con el BL y 
el DLBCL (tabla 3. Adaptada de Swerdlow, 
2008). Los órganos infiltrados muestran una 
arquitectura borrada por una proliferación 
neoplásica de células linfoides con frecuen-

Tabla 3. Características morfológicas, inmunofenotípicas y genéticas en el diagnóstico diferencial entre  
DLBCL y BCLU

Características BL Intermedio BL/DLBCL DLBCL

Morfología
Únicamente células pequeñas/
medianas
Únicamente células grandes
Mezcla de células pequeñas y grandes

Si
No
No

Común
No

En ocasiones

No 
Común

Raro

Proliferación (Ki67/MIB1)
>90% 
<90% 

Si
No

Común
En ocasiones

Raro 
Común

Expresión BCL2
Negativo / débil
Intenso

Si
No

En ocasiones
En ocasiones

En ocasiones
En ocasiones

Características genéticas
Traslocación MYC

Ig-MYC
NoIG-MYC

Traslocación de BCL2 pero no de MYC
Traslocación de BCL6 pero no de MYC
Double hit
MYC-Cariotipo simple
MYC -Cariotipo complejo

Si
Si
No
No
No
No
Si 

Raro

Común
En ocasiones
En ocasiones

Raro
Raro

En ocasiones
Raro

Común

Raro
Raro
Raro

En ocasiones
En ocasiones

Raro
Raro
Raro
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tes figuras de mitosis y apoptosis, y macró-
fagos fagocitando detritus (patrón en “cielo 
estrellado”). Algunos casos muestran una 
morfología superponible al BL, con células 
de tamaño intermedio, con varios nucléolos. 
En otros casos, se observa una mayor varia-
bilidad en el tamaño y el contorno nuclear 
del que es habitual en el BL, mostrando ca-
racterísticas morfológicas intermedias entre 
el BL y el DLBCL (Swerdlow, 2008).

El inmunofenotipo del BCLU suele ser simi-
lar al del BL, con expresión de marcadores 
de línea B (CD20, CD19, CD79, etc) y de mar-
cadores de centro germinal (CD10 y BCL6), 

y negatividad para BCL2. La expresión de 
BCL2 de forma moderada o intensa en casos 
que por otra parte cumplen criterios de BL 
justifica su clasificación como BCLU (figura 
6). El Ki67 es muy elevado, habitualmente 
superior al 90%, pero puede ser inferior en 
algunos casos (Swerdlow, 2008; Perry, Ana-
marija M. et al., 2013). 

Características genéticas
La traslocación del gen MYC se demuestra 
en el 35-50% de los casos. Sin embargo, a di-
ferencia de lo que ocurre en el BL, la trasloca-
ción afecta con frecuencia a los genes de las 
cadenas ligeras de las IGs (IGK e IGL) o a otros 

Figura 6: Aspecto morfológico e inmunofenotipo de un caso de BCLU: las células neoplásicas muestran un 
aspecto variado, con predominio de células intermedias y algunas células grandes con nucléolo central promi-
nente (A). Positividad para CD10 (B) y BCL2 (C) de forma intensa y difusa. El porcentaje de células Ki67 positivas 
es superior al 90% (D).

	
  

	
   	
  

A B

C D



Introducción 35

genes no relacionados con las IGs. La traslo-
cación del gen MYC no se produce de forma 
aislada, sino que tiene lugar en el contexto 
de un cariotipo complejo, en el que se aso-
cia en muchos casos a la traslocación de los 
genes BCL2 y/o BCL6 en lo que se denomina 
linfomas “doble-hit” y “triple-hit” (Swerdlow, 
2008; Perry, Anamarija M. et al., 2013). La tras-
locación de los genes BCL2 y BCL6 de forma 
aislada, sin reordenamiento del gen MYC es 
poco frecuente. Estudios de expresión génica 
han demostrado que algunos casos de “do-
ble-hit” tienen un perfil génico similar al BL, 
mientras que otros muestran un perfil géni-
co intermedio entre el BL y el DLBCL (Dave et 
al., 2006; Hummel et al., 2006).

Pronóstico
El pronóstico de estos linfomas es infaus-
to, especialmente en los linfomas doble-
hit y triple-hit. La tasa de mortalidad es 
muy elevada y la tasa de respuesta a las 
terapias actuales es muy baja, incluso con 
tratamientos intensivos similares a los uti-
lizados en el BL (Li et al., 2013; Perry, Ana-
marija M. et al., 2013; Petrich, Nabhan e 
Smith, 2014). 

1.2.4. DLBCL primario del sistema 
nervioso central (CNS-DLBCL)

El DLBCL primario del sistema nervio-
so central (CNS-DLBCL) es el linfoma que 
asienta en el cerebro, la médula espinal o 
las leptomeninges, sin afectación extrace-
rebral en el momento del diagnóstico ni 
antecedentes de linfomas previos. Se ex-
cluyen de esta entidad los linfomas que 
asientan en la duramadre, los linfomas in-
travasculares y aquellos que se producen 
en el contexto de una inmunodeficiencia 
(Swerdlow, 2008).

Epidemiología
El CNS-DLBCL es una enfermedad infre-
cuente, representando menos del 1% de 
los linfomas no-Hodgkin. La edad media de 
presentación se sitúa en la séptima década, 
y se da con  mayor frecuencia en hombres 
que en mujeres.

Etiología
La etiología del CNS-DLBCL es en buena 
medida desconocida. En pacientes inmu-
nodeprimidos con frecuencia se demuestra 
infección por el VEB en las células neoplá-
sicas, mientras que en pacientes inmuno-
competentes el VEB suele estar ausente.

Características clínicas
Los pacientes con CNS-DLBCL con frecuen-
cia se presentan con síntomas neurológicos 
focales, acompañados o no de semiología 
secundaria al incremento de la presión in-
tracraneal. En el 60-70% de los casos, los 
estudios de neuroimagen muestran una 
lesión única, habitualmente de localiza-
ción supratentorial. Las lesiones suelen 
ser hipercaptantes, sin necrosis central y 
con escaso edema peritumoral (Deckert et 
al., 2011). La afectación de leptomeninges 
se demuestra en hasta el 15% de los casos 
cuando se utilizan métodos diagnósticos de 
alta sensibilidad (Korfel et al., 2012). Aproxi-
madamente el 20% de los pacientes desa-
rrollan afectación intraocular (Deckert et 
al., 2011).

Morfología
La mayoría de los CNS-DLBCL están com-
puestos por una proliferación difusa de 
linfocitos de tamaño grande, de aspecto 
centroblástico, mezclados con linfocitos 
pequeños reactivos e histiocitos (figura 7). 
Es habitual la presencia de áreas de necro-
sis y de hemorragia, y en pacientes que 
han recibido tratamiento con corticoides 
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antes de la toma de la biopsia, la necrosis 
puede ser de carácter masivo. Con frecuen-
cia puede observarse un patrón de creci-
miento perivascular, especialmente en la 
periferia de la lesión, y puede extenderse 
a parénquima alejado de la masa tumoral 
(Ferry, 2011).  

Inmunofenotipo
Las células neoplásicas expresan marcado-
res de diferenciación de línea B (PAX5, CD19, 
CD20, CD79, etc). El CD10 es positivo en me-
nos del 20% de los casos, mientras que la 
mayoría (60-80%) son positivos para BCL6 y 
prácticamente todos los casos (80-100%) ex-
presan MUM1. Por lo tanto, la mayor parte 
de los CNS-DLBCL pertenecen al subgrupo 
inmunofenotípico no-GC-like. El BCL2 es po-
sitivo en un 50-90% de los casos, si bien el 
criterio para considerar un caso como posi-
tivo o negativo no está bien establecido (Bra-
aten et al., 2003; Camilleri-Broët et al., 2006; 
Hattab et al., 2010; Brunn et al., 2013).

Características genéticas 
Desde el punto de vista genético, el CNS-
DLBCL se caracteriza por la hipermutación 
somática de un gran número de genes, en-
tre los que se encuentran PAX5, PIM1, MYC, 
RhoH/TTF y PRDM1. Como consecuencia de 
estas mutaciones genéticas, se produce una 
activación de importantes vías de señaliza-
ción como la vía del factor nuclear kappa B 
(NF-kB), del receptor de las células B (BCR) 
o de los receptores tipo Toll (Toll-like recep-
tor) (Montesinos-Rongen et al., 2004; Dec-
kert et al., 2011; Deckert et al., 2014).

Mediante estudios de hibridación genómica 
comparativa (CGH) se han demostrado fre-
cuentes ganancias en los cromosomas 12, 
18, 22 y 20, y pérdidas en el cromosoma 6q 
(Weber et al., 2000; Boonstra et al., 2003).

En cuanto a las traslocaciones, el gen BCL6 
se encuentra traslocado con frecuencia, 
mientras que los reordenamientos de los 
genes BCL2 y MYC ocurren en raras ocasio-

Figura 7: Imagen histológica de un CNS-DLBCL. El tumor está constituido por células linfoides de aspecto centroblás-
tico que proliferan de forma difusa (A). En la periferia del tumor se identifica el patrón perivascular característico (B).
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nes (Montesinos-Rongen et al., 2002; Cady 
et al., 2008; Brunn et al., 2013). 

Pronóstico y factores pronósticos
El CNS-DLBCL es un linfoma agresivo, si 
bien el pronóstico ha mejorado conside-
rablemente con la introducción de trata-
mientos con altas dosis de metotrexate. Los 
factores pronósticos mejor establecidos son 
la edad y la calidad de vida (“Performance 
status”) medido mediante la escala del gru-
po oncológico cooperativo del este (ECOG) 
(Korfel e Schlegel, 2013).

En cuanto a factores pronósticos biológicos 
individuales, se ha propuesto la trasloca-
ción del gen BCL6, así como la expresión 
de la proteína BCL6 y las deleciones del  
cromosoma 6q, aunque los resultados son 
contradictorios en diferentes estudios (Bra-
aten et al., 2003; Camilleri-Broët et al., 2006; 
Cady et al., 2008).

1.3.  MYC: gen y proteína 

El gen MYC (también conocido como C-
MYC) pertenece a una familia de factores 
de transcripción en la que se encuentran 

los genes MYCL, MYCN. La identificación 
del gen MYC se remonta a principios de 
los años 80, cuando fue reconocido como 
el gen situado en la región 8q24 que se en-
cuentra traslocado en la t(8;14)(q24;q32) del 
BL (Dalla-Favera et al., 1982). Durante las 
tres décadas que han transcurrido desde 
entonces, numerosos estudios han apor-
tado valiosa información sobre la biología 
del gen MYC, si bien todavía existen nu-
merosos interrogantes (Meyer e Penn, 2008; 
Dang, 2012). 

1.3.1. Estructura del gen MYC

El gen MYC, situado en la banda cromosómi-
ca 8q24, consta de tres exones (figura 8). La 
transcripción comienza habitualmente en un 
codón AUG del exón II, que junto con el exón 
III darán lugar a una proteína de 439 aminoá-
cidos (64 KDa). Existen dos codones de inicio 
alternativos, un codón CUG en el exón I y un 
segundo codón AUG en el exón II, que darán 
lugar a dos isoformas minoritarias de 454 y 
339 aminoácidos respectivamente (p67MYC y 
MYCS) (Hann et al., 1988; Spotts et al., 1997). 

Figura 8: Estructura del gen MYC, con sus exones, codones de inicio e isoformas resultantes.
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1.3.2. La proteína MYC

Como se ha comentado, la isoforma ma-
yoritaria de MYC es una proteína de 439 
aminoácidos (64 KDa). Se trata de un factor 
de transcripción que forma parte de la fa-
milia de proteínas básicas con motivos hé-
lice-bucle-hélice y cremalleras de leucina 
(bHLH-LZ, del inglés: basic helix-loop-helix 
leucine zipper). 

La secuencia de aminoácidos de la proteí-
na MYC presenta áreas altamente conser-
vadas denominadas cajas MYC (MB, del 
inglés: MYC boxes). Existen 4 cajas MYC: 
MBI, MBII, MBIII y MBIV, que son impor-
tantes en la actividad como activador de la 
transcripción de la proteína MYC (Meyer e 
Penn, 2008). MBI y II se encuentran en el ex-
tremo N-terminal de la proteína (figura 9). 
MBI contiene dos aminoácidos importantes  
en la estabilidad y la actividad de la pro-
teína MYC: una Serina en la posición  
62 (Ser62) y una Treonina en la posición 58 
(Thr58). La fosforilación de la Ser62 por qui-
nasas específicas estabiliza y activa a MYC, 
mientras que la posterior fosforilación de 
la Thr58 favorece su ubiqüitinación y pos-
terior degradación (Hann, 2006; Conacci-

Sorrell, Mcferrin e Eisenman, 2014). Una vez 
activada, la proteína MYC tiene una vida 
media muy corta, por lo que la regulación 
de su degradación es de vital importancia.

En el segmento intermedio se encuentran 
las MBIII y IV, y la señal de localización nu-
clear (NLS, del inglés: nuclear localization 
signal), que indica la localización subcelu-
lar de la proteína.

El extremo C-teminal contiene la región 
básica (BR, del inglés: basic region), y los 
dominios bHLH y LZ. Los dominios bHLH-
LZ son el lugar de unión de MYC con la 
proteína MAX para formar heterodímeros. 
Los heterodímeros MYC/MAX reconocen, a 
través del dominio BR, secuencias específi-
cas del DNA conocidas como cajas E (E-box-
es), que tienen la estructura 5’-CANNTG-3’, 
habitualmente en forma palindrómica (se-
cuencia 5’-CACGTG-3’) (Meyer e Penn, 2008).

Red MYC/MAX/MAD
La formación de heterodímeros MYC/MAX 
es necesaria para las funciones activadoras 
de MYC, ya que permite su unión a regiones 
promotoras de los genes diana, y la activa-
ción transcripcional de los mismos. La pro-
teína MAX se encuentra constitutivamente 

Figura 9.: Estructura de las proteínas MYC y MAX. 
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expresada, y en ausencia de MYC forma 
homodímeros MAX/MAX que no tienen  
actividad sobre la transcripción de genes 
diana. En presencia de MYC, los homodí-
meros MAX/MAX se deshacen y MAX se 
une a MYC, ya que su afinidad por MYC es 
mayor que por sí misma. La familia de pro-
teínas MXD (de la que MAD es el principal 
representante) tiene funciones opuestas a 
MYC. Por un lado, MAD compite con MYC en  
su unión con MAX, impidiendo la formación 
de heterodímeros MYC/MAX. Por otro lado, 
los heterodímeros MAX/MAD se unen de 
forma específica a las E-boxes, reprimien-
do la transcripción de los mismos genes 
diana que activa MYC (Meyer e Penn, 2008; 
Dang, 2012; Lüscher, 2012; Conacci-Sorrell, 
Mcferrin e Eisenman, 2014).

1.3.3. Regulación del gen MYC

El gen MYC se expresa de forma ubicua 
durante la embriogénesis y en células de 
tejidos con alta capacidad proliferativa, 
mientras que su expresión es indetectable 
en células con diferenciación terminal. La 
expresión del gen MYC se encuentra es-
trechamente regulada a diferentes niveles, 
tanto a nivel transcripcional como de esta-
bilidad del mRNA y de activación y degra-
dación de la proteína MYC. El gen MYC es 
el destino final de múltiples vías de trans-
ducción de señales, como factores de cre-
cimiento, que se unen al promotor de MYC 
reprimiendo el inicio y la elongación de su 
transcripción. El mRNA del gen MYC tiene 
una vida media muy corta, por lo que su 
estabilización o desestabilización por par-
te de algunos micro-RNA podría también 
jugar un papel en su actividad. Por último, 
y como se ha comentado anteriormente, 
la fosforilación de la Ser62 y la Thr58 en el 

dominio MBI, así como los diferentes com-
ponentes de la red MYC/MAX/MAD inter-
vienen en la regulación de las funciones de 
MYC a nivel protéico (Meyer e Penn, 2008; 
Dang, 2012; Conacci-Sorrell, Mcferrin e Eis-
enman, 2014).

1.3.4. Función del gen MYC

La ptroteína MYC tiene la capacidad de 
unirse aproximadamente al 10-15% de todo 
el genoma, por lo que puede actuar sobre 
un gran número de genes y de procesos ce-
lulares, tanto dependientes de la RNA poli-
merasa II como de las RNA polimerasas I y 
III. La actividad de MYC sobre estos genes 
es principalmente estimulando la trans-
cripción, pero en algunos casos también 
actúa reprimiéndola, como ocurre con su 
interacción con MIZ1 (Meyer e Penn, 2008; 
Campbell e White, 2014; Conacci-Sorrell, 
Mcferrin e Eisenman, 2014).

Entre las funciones del gen MYC destacan 
la regulación de la proliferación, la diferen-
ciación, y el crecimiento celular, la síntesis   
y la apoptosis. Así, el gen MYC promueve la 
progresión de la fase G0/G1 a la fase S del 
ciclo celular, a través de la activación de la 
transcripción de factores de regulación del 
ciclo celular (como Ciclina D1, CDK4 o E2F1) 
y la inhibición de inhibidores de quinasa 
dependientes de ciclina (CDKs, del inglés: 
cyclin-dependent kinase) como p21. En 
cuanto a la apoptosis, el gen MYC actúa es-
tabilizando la proteína proapoptótica p53, 
y de forma indirecta, inhibe proteínas anti- 
apoptóticas como BCL2 (Meyer e Penn, 2008). 
Respecto a la diferenciación celular, se ha 
visto que la regulación negativa de MYC es 
necesaria para la salida de la célula del ci-
clo celular y su posterior diferenciación. Así 
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por ejemplo, la expresión elevada de MYC 
(estimulada por IRF4) en determinadas cé-
lulas de la zona clara del centro germinal, 
conlleva su reentrada en la zona oscura y 
posterior proliferación, mientras que aque-
llas que son MYC negativas podrían salir 

del centro germinal para diferenciarse a 
células de memoria o a plasmablastos tem-
pranos (Ott, Rosenwald e Campo, 2013).

Se ha sugerido que el gen MYC, en lugar de 
activar una firma genética concreta, actua-
ría como amplificador de la transcripción, 
estimulando únicamente la transcripción 
de los genes activos de una determinada 
célula. De esta forma, estimularía el pro-
grama de transcripción preexistente, sin 
actuar sobre genes silenciados (Lin, C. Y. et 
al., 2012; Nie et al., 2012). Estudios recientes 
cuestionan este modelo de amplificación 

Figura 10: Mecanismos de actuación del gen MYC. Arriba: estimulación general de los genes activos de una  
célula determinada. Abajo: estimulación selectiva de determinados genes. Adaptado de Karube, 2015.
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global, enfatizando que el gen MYC puede 
activar firmas genéticas específicas, pro-
bablemente a través de otros factores de 
transcripción (Sabò et al., 2014; Walz et al., 
2014) (figura 10).

1.4.  Desregulación del gen MYC en 
linfomas B agresivos

La desregulación del gen MYC es el princi-
pal mecanismo etiopatogénico del BL, pero 
también está implicado, si bien en menor 
medida, en otros procesos linfoprolifera-
tivos como el DLBCL, el BCLU, el Linfoma 
plasmablástico, las neoplasias de células 
plasmáticas, el Linfoma linfoblástico TdT 
positivo, el DLBCL ALK+ y algunas leuce-
mias de células B maduras (figura 11) (Jaffe, 
2011; Ott, Rosenwald e Campo, 2013). 
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La traslocación génica fue el primer me-
canismo descrito en la desregulación del 
gen MYC, pero la sobreexpresión pue-
de obedecer a otros mecanismos como 
la amplificación o ganancia de copias, la 
presencia de mutaciones o la activación 
por  mecanismos indirectos. En la tabla 4 
quedan resumidos los mecanismos impli-
cados en algunos de estos linfomas (Ott, 
Rosenwald e Campo, 2013; Karube e Cam-
po, 2015).

Por otro lado, el reordenamiento del gen 
MYC puede tener lugar como un proceso 
secundario, siendo el mecanismo implica-
do en la transformación de algunos linfo-
mas B indolentes en linfomas B agresivos. 
Este mecanismo ha sido descrito en lin-
fomas foliculares, linfomas de células del 
manto, linfomas marginales esplénicos y 
en neoplasias de células plasmáticas. 

La presente tesis se centra, en sus dos pri-
meros trabajos, en  DLBCL, BL y BCLU,  y en 
el último trabajo explora las características 
de un subtipo concreto de DLBCL: el linfo-

ma difuso de células grandes B primario del 
sistema nervioso central (CNS-DLBCL).

1.4.1 MYC en el linfoma de Burkitt (BL)

La traslocación del gen MYC fue inicial-
mente reconocida en el BL, al demostrar 
que es el gen situado en la región 8q24 
responsable de la t(8;14)(q24;q32), caracte-
rística de este linfoma (Dalla-Favera et al., 
1982). El reordenamiento de MYC en el BL 
clásico se produce mayoritariamente (hasta 
en el 70-80% de los casos) con el gen de las 
cadenas pesadas de las inmunoglobulinas 
(IGH), dando lugar a la t(8;14)(q24;q32). En el 
20% de casos restantes, el reordenamiento 
del gen MYC afecta a los genes de las cade-
nas ligeras kappa y lambda (IGK e IGL), en 
forma de t(2;8)(p12;q24) y t(8;22)(q24;q11.2) 
respectivamente.

Los puntos de ruptura en la región 8q24 
varían considerablemente en función del 
gen compañero (partner) que participe en 

Figura 11: Reordenamiento del gen MYC en linfomas B de novo (Adaptada de Jaffe, 2011).
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el reordenamiento. En la traslocación t(8;14)
(q24;q32) clásica, el punto de ruptura en el 
cromosoma 8 se encuentra habitualmen-
te en posición 5’ (centromérica) respecto 
al gen MYC. Estos puntos de ruptura en 
posición 5’ se agrupan en tres regiones 
diferentes, que permiten clasificar las tras-
locaciones 5’ en clase I, clase II y clase III. 
En las traslocaciones de clase I, el punto de 
ruptura se sitúa en el primer exón o el pri-
mer intrón del gen MYC. En las traslocacio-
nes de clase II el punto de ruptura se sitúa 
inmediatamente anterior (5’) al gen MYC, 
mientras que en las traslocaciones de clase 
III el punto de ruptura se sitúa en posición 
más distante (5’) del gen MYC. En ocasio-
nes, las traslocaciones de clase III se pro-
ducen a gran distancia (varias megabases) 
del gen MYC en dirección centromérica. Las 

traslocaciones de clase I y clase II son pre-
dominantes en los BL esporádicos y en los 
asociados a inmunodeficiencia, mientras 
que las de clase III predominan en el BL en-
démico (Joos, Falk, et al., 1992; Joos, Halus-
ka, et al., 1992; Busch et al., 2007). 

Respecto a las traslocaciones variantes, que 
afectan a los genes IGK o IGL [t(2;8)(p12;q24) 
y t(8;22)(q24;q11.2) respectivamente] el pun-
to de ruptura en el cromosoma 8 se sitúa de 
forma constante en la región 3’ (teloméri-
ca) del gen MYC. Se describen dos regiones 
donde se concentran la mayor parte de los 
puntos de ruptura 3’: la región variante de 
Burkitt tipo 1 (BVR1, del inglés: Burkitt va-
riant region 1) y la región variante de Bur-
kitt tipo 2 (BVR2, del inglés: Burkitt variant 
region 2). En algunas ocasiones, el punto de 

Tabla 4: Mecanismos de desregulación de MYC en linfomas B agresivos. Adaptada de Karube, 2015.

DLBCL BL BCLU DLBCL ALK+ Linfoma 
Plasmablástico

Principal 
mecanismo de 
desregulación 
de MYC

Traslocación 
amplificación

Traslocación Traslocación
Activación 
por STAT3

Traslocación

Traslocación 
de  MYC 5% a 14% 90% a 100% 35% a 50% 0% 41% a 49%

Ganancia de 
copias/
amplificación 
de  MYC 

21% a 38% Muy raro Sin datos 50% 20%

Partners de 
traslocación 
de  MYC

A menudo no-
IG (35-53%)

IG (100%)
A menudo no-

IG (38%)
-

IG (83%, no-IG 
(17%)

Taslocación 
concurrente 
de BCL2

Frecuente 
(58% a 83%

0% 47% - Sin datos

Cariotipo Complejo Simple Complejo Complejo Sin datos

Expresión de  
MYC 29% a 47% 100% 35% 100% Sin datos
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ruptura en estas traslocaciones variantes 
se sitúa varias megabases en sentido telo-
mérico (figura 12) (Henglein et al., 1989; Ei-
nerson et al., 2006).

El reordenamiento del gen MYC en el BL 
se produce en el contexto de un carioti-
po simple, es decir, con pocas alteraciones  
citogenéticas adicionales o como alteración 
única. En estudios mediante hibridación ge-
nómica comparada (CGH, del inglés: com-
parative genomic hybridization) más de la 
mitad de los casos presentan la traslocación 
de MYC de forma aislada, siendo las altera-
ciones secundarias más frecuentes ganan-
cias en los cromosomas 1p, 7 y 12 o pérdidas 
en los cromosomas 6q, 13q y 17p (Toujani et 
al., 2009). 

La traslocación del gen MYC, indepen-
dientemente del partner gen compañero 
implicado en la misma, conlleva su desre-
gulación y sobreexpresión, y constituye el 

Figura 12:  Región 8q24, gen MYC y principales puntos de ruptura en el BL.
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togenia de la enfermedad en los casos sin 
reordenamiento de MYC (Leucci et al., 2008).
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gen MYC se producen en hasta el 60% de 
los casos, especialmente en el BL endémi-
co con la t(8;14). La mayor parte de estas 
mutaciones se producen en dominios fun-
cionantes del gen, y pueden actuar sobre la 
transcripción del mismo, su actividad o su 
estabilidad (Salghetti, Kim e Tansey, 1999; 
Thomas e Tansey, 2011). A modo de ejem-
plo, algunas mutaciones afectan a la Ser62 
o a la Thr58, que como se ha mencionado 
anteriormente tienen una función impor-
tante en la estabilidad y en la degradación 
de MYC (ver apartado 1.3.2).

En el primer trabajo de esta tesis, y en otros 
trabajos recientes, se ha podido demostrar 
que la sobreexpresión de la proteína MYC 
resultante de estos mecanismos de des-
regulación se puede objetivar mediante 
técnicas inmunohistoquímicas (Ruzinova, 
Caron e Rodig, 2010; Tapia et al., 2011).

1.4.2. MYC en el linfoma difuso de 
células grandes B (DLBCL)

Las alteraciones del gen MYC en el DLBCL 
incluyen traslocaciones, amplificaciones / 
ganancia de copias y mutaciones, además 
de mecanismos de activación indirectos.

La traslocación del gen MYC se encuentra 
en el 5-14% de los casos de DLBLC. El reor-
denamiento se produce en muchos casos 
con el gen IGH en forma de t(8;14)(q24;q32) 
clásica del BL, pero también con los genes 
IGK e IGL, en mayor frecuencia a la obser-
vada en el BL. En el 35-50% de los casos, el 
MYC se encuentra reordenado con un gen 
no-IG, cosa que no ocurre en el BL (Hummel 
et al., 2006; Savage et al., 2009; Barrans et 
al., 2010). 

Los puntos de ruptura en la región 8q24, 
como se ha mencionado en el BL (apartado 
1.4.1), varían considerablemente en función 
del partner. Cuando el reordenamiento 
afecta al gen de la IGH, el punto de ruptura 
se sitúa en la región 5’ (centromérica) res-
pecto al gen MYC, mientras que en las tras-
locaciones que interesan a los genes IGK o 
IGL, el punto de ruptura se sitúa en la re-
gión 3’ (telomérica). Las traslocaciones que 
afectan a genes no-IG se producen mayo-
ritariamente en localización 3’ respecto al 
gen MYC, y en ocasiones se sitúan muy ale-
jadas del mismo (Bertrand et al., 2007). Es-
tos reordenamientos no-IG con frecuencia 
afectan a genes con funciones importantes 
en la linfomagénesis, como BCL6 [t(3;8)] y 
PAX5 [t(8;9)] (Bertrand et al., 2007; Aukema 
et al., 2014).

En el DLBCL, las traslocaciones del gen MYC 
se producen en muchos casos en el contex-
to de un cariotipo complejo, en el que con 
frecuencia se añaden reordenamientos de 
otros genes como BCL2 o BCL6. Estos linfo-
mas son conocidos como linfomas “doble-
hit” cuando se encuentran reordenados 
MYC y BCL2 o BCL6 o “triple-hit” cuando 
los tres genes se encuentran reordenados 
(Savage et al., 2009; Barrans et al., 2010; 
Snuderl et al., 2010; Li et al., 2013).

La presencia de reordenamiento del gen 
MYC se han relacionado con un peor pro-
nóstico, tanto en la era pre-Rituximab como 
en la post-Rituximab. Este comportamien-
to más agresivo se ve influenciado en gran 
medida por el elevado porcentaje de casos 
en los que el reordenamiento del gen MYC 
se acompaña de reordenamientos en los 
genes BCL2 y/o BCL6 (Johnson et al., 2009; 
Savage et al., 2009; Barrans et al., 2010; 
Snuderl et al., 2010). En la práctica clínica 
diaria, el comportamiento tan agresivo de 
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estas neoplasias y su baja tasa de respuesta 
al tratamiento estándar con R-CHOP, hacen 
que el estudio del reordenamiento de los 
genes MYC, BCL2 y BCL6 sea obligatorio en 
el momento del diagnóstico.

Las amplificaciones (definidas como la pre-
sencia de más de 4 copias del gen) y las 
ganancias de copias (definidas como la pre-
sencia de 3-4 copias del gen) se objetivan 
en el 2% y el 20-40% de los casos respectiva-
mente. El aumento de número de copias del 
gen se correlaciona con unos niveles eleva-
dos de mRNA, si bien el papel pronóstico de 
estas amplificaciones no está bien estable-
cido (Stasik et al., 2010; Valera et al., 2013). 

Las mutaciones en el gen MYC, han si-
do descritas hasta en un tercio de los  
DLBCL. Estas mutaciones, como en el caso 
del BL (ver apartado 1.4.1) afectan a regio-
nes funcionantes del gen, por lo que pue-
den interferir en su actividad, estabilidad o 
degradación (Pasqualucci et al., 2001).

Como se ha comentado, la presencia de 
reordenamientos, amplificaciones / ganan-
cia de copias y mutaciones, tienen una in-
fluencia sobre la transcripción, estabilidad 
y degradación de la proteína MYC. En el pri-
mer trabajo de la presente tesis y en otros 
trabajos publicados recientemente, se ha 
demostrado que los linfomas con reordena-
miento del gen MYC tienen una expresión 
de la proteína MYC más elevada, que puede 
objetivarse mediante técnicas inmunohis-
toquímicas en tejido parafinado (Ruzino-
va, Caron e Rodig, 2010; Tapia et al., 2011; 
Green, Nielsen, et al., 2012). Sin embargo, en 
un porcentaje variable de DLBCLs sin tras-
locación del gen MYC se observan niveles 
elevados de expresión de la proteína MYC. 
Algunos trabajos recientes han demostrado 
que la expresión de niveles elevados de la 

proteína MYC, se asocia a un peor pronós-
tico, especialmente cuando se encuentra 
co-expresado con BCL2 (Green, Young, et 
al., 2012; Johnson et al., 2012; Hu et al., 2013; 
Valera et al., 2013).

1.4.3. MYC en el linfoma de células 
B, inclasificable, de características 
intermedias entre DLBLC y BL (BCLU)

El gen MYC se encuentra reordenado en 
el 35-50% de los BCLU, y a diferencia de lo 
que ocurre en el BL, el reordenamiento fre-
cuentemente se produce con genes no-IG 
(hasta en la mitad de los casos). Los puntos 
de ruptura en la región 8q24 se localizan con 
frecuencia en la región 3’ (telomérica), de 
forma similar a lo que ocurre con las tras-
locaciones variantes con las cadenas ligeras 
kappa y lambda (Dave et al., 2006; Hummel 
et al., 2006; Ott, Rosenwald e Campo, 2013). 

Las traslocaciones del gen MYC en el BCLU 
se producen en el contexto de un cariotipo 
complejo, y en aproximadamente la mitad 
de los casos se asocian a reordenamientos de 
BCL2 o, en menor frecuencia, de BCL6, en for-
ma de linfomas “doble-hit” y “triple-hit” (Lin, 
P. et al., 2012; Perry, A. M. et al., 2013). Como se 
ha comentado en el DLBLC éstas se asocian a 
un peor pronóstico, (ver apartado 1.4.2).

 La presencia de amplificaciones / ganancia 
de copias del gen MYC ha sido raramente 
estudiada en el BCLU. Los escasos datos 
reportados parecen indicar que se trata de 
una alteración poco frecuente, que ocurriría 
en aproximadamente el 5% de los casos 
(Lin, P. et al., 2012; Perry, A. M. et al., 2013). 
Finalmente, se desconoce el porcentaje de 
casos de BCLU en los que el gen MYC se en-
cuentra mutado.
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1.4.4. MYC en el DLBCL primario del 
sistema nervioso central (CNS-DLBCL)

La presencia de traslocaciones del gen 
MYC ha sido escasamente estudiada en 
el CNS-DLBCL. Los datos disponibles indi-
can que se trataría de una alteración muy 
infrecuente que se objetiva entre el 0 y el 
2% de los CNS-DLBCL (Montesinos-Rongen 
et al., 2002; Cady et al., 2008; Hattab et al., 
2010). Con mayor frecuencia se producen 
hipermutaciones somáticas en el gen MYC, 
presentes en hasta el 60% de los casos. Es-
tas mutaciones afectan principalmente al 
exón I y al intrón I (Montesinos-Rongen 
et al., 2004). No existen datos respecto a la 
presencia o no de amplificaciones / ganan-
cia de copias del gen MYC en el CNS-DLBCL.  

Por lo que respecta a la expresión de la pro-
teína MYC en el CNS-DLBCL, no se dispone 
de datos previos al inicio de la presente te-
sis. No obstante, la presencia de niveles el-
evados de mRNA del gen MYC encontrada 
en algunos trabajos, apunta a que podría 
haber una elevada expresión proteica, inde-
pendiente de la presencia de traslocaciones 
(Rubenstein et al., 2006). Un trabajo publi-
cado recientemente objetivó la presencia 
de niveles altos de miRNA relacionados 
con MYC en el CNS-DLBCL en comparación 
con DLBCL nodales, que podrían justificar, 
al menos en parte, una sobreexpresión del 
gen MYC (Fischer et al., 2011). 

1.5.  Métodos de estudio de las traslo-
caciones del gen MYC

El estudio de las traslocaciones del gen 
MYC, así como de otros genes implicados 
en la etiopatogenia y el pronóstico de los 
procesos linfoproliferativos, puede abor-

darse mediante diferentes técnicas. En la 
práctica rutinaria, las técnicas que tienen 
mayor implantación son la citogenética 
convencional y la hibridación in situ fluo-
rescente (FISH). La citogenética convencio-
nal permite establecer un cariotipo comple-
to de las células neoplásicas, y no sólo de 
un único gen determinado, por lo que apor-
ta una información muy valiosa. Se trata 
además de una técnica económica y senci-
lla de realizar. Sin embargo, la citogenética 
convencional adolece de importantes in-
convenientes. En primer lugar, requiere de 
células neoplásicas en división por lo que 
sólo puede realizarse si se dispone de teji-
do en fresco, mientras que la disponibilidad 
de escaso tejido y su fijación en formalde-
hido son lo habitual en el diagnóstico ruti-
nario de las neoplasias linfoides agresivas. 
Por este mismo motivo, tampoco es posible 
utilizarla en estudios retrospectivos. Ade-
más, se trata de una técnica de baja sen-
sibilidad, y no permite realizar correlación 
con la morfología y la arquitectura tisular 
(Dunphy e Cagle, 2010). 

En cambio, la técnica de FISH puede reali-
zarse en células en interfase procedentes 
de tejido fijado en formol y parafinado (ade-
más de muestras citológicas, tejido conge-
lado o células en metafase), requiere muy 
escaso tejido y tiene una alta sensibilidad. 
Además, permite analizar un gran número 
de células, realizar una correlación morfo-
lógico-arquitectural y estudiar casos de for-
ma retrospectiva. Por todo ello, la FISH se 
ha ido convirtiendo en una técnica habitual 
en el estudio del reordenamiento génico 
durante el proceso diagnóstico de los pro-
cesos linfoproliferativos, tanto del gen MYC 
como de otros genes como BCL2 o BCL6. La 
disponibilidad de sondas comerciales y la 
estandarización del procedimiento técnico 
también han contribuido a la implementa-
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ción de la FISH en los laboratorios de anato-
mía patológica (Dunphy e Cagle, 2010).

Existen dos estrategias diferentes a la ho-
ra de estudiar reordenamientos mediante 
la técnica de FISH, cada una con un tipo 
de sonda de locus específico diferente: las 
sondas de doble fusión o colocalización (en 
inglés: dual fusión) y las sondas de separa-
ción (en inglés: split o break-apart).

1.5.1.- FISH con sondas de fusión o 
colocalización

El estudio FISH con sondas de fusión o 
colocalización se basa en el empleo de una 
sonda específica de locus para cada uno de 
los loci involucrados en la traslocación. Cada 
una de las sondas está marcada con un fluo-
rocromo diferente; habitualmente una de 
color rojo y otra de color verde, con diferen-
tes picos de absorción. Las sondas de fusión 
están diseñadas de forma que se extienden a 
ambos lados de los puntos de rotura más fre-
cuentes. A las dos sondas específica de locus 
se puede añadir una sonda centromérica del 
cromosoma en estudio (cromosoma 8 en el 
caso de MYC), de color azul. Esta sonda cen-
tromérica permite evaluar el número de cro-
mosomas donde se sitúa el gen en estudio, y 
por lo tanto valorar la existencia de ganancia 
de copias / amplificaciones.

En una célula normal, en el estudio me-
diante sondas FISH de fusión se observarán 
dos señales verdes y dos señales rojas, co-
rrespondientes a los dos pares génicos en 
estudio (patrón 2R2G). En cambio, cuando 
la célula ha sufrido un reordenamiento de 
los genes en estudio, se observarán señales 
de fusión verde-roja (o amarilla, resultante 
de la superposición de ambas señales). Si se 

trata de una traslocación recíproca, se ob-
servará una señal verde y una roja, corres-
pondientes a los dos alelos preservados, 
y dos señales de fusión, correspondientes 
a los dos cromosomas derivativos (patrón 
2F1R1G). En caso de pérdida de uno de los 
cromosomas derivativos, puede observarse 
una única señal de fusión, junto a la señal 
verde y roja de los alelos preservados (pa-
trón 1F1R1G) (figura 13).

Las sondas de fusión o colocalización re-
quieren el conocimiento previo de los 
dos genes implicados en una traslocación 
determinada, lo que aporta a la vez una 
ventaja y un inconveniente respecto a las 
sondas de separación: permiten evaluar 
un reordenamiento concreto y específico 
[t(8;14)(q24;q32) en el caso del gen MYC], 
pero dan lugar a falsos negativos o resul-
tados equívocos cuando el reordenamiento 
se produce con un gen compañero o part-
ner diferente al estudiado [t(2;8)(p12;q24),  
t(8;22)(q24;q11.2) o t(8;?)(q24;?) en el caso 
del gen MYC]. Por otro lado, pueden produ-
cirse falsos positivos debido a la superpo-
sición al azar de dos señales verde y roja, 
por lo que es importante establecer puntos 
de corte a la hora de valorarlas (Ventura et 
al., 2006). Estas sondas son especialmente 
útiles cuando el reordenamiento se produ-
ce de forma casi constante entre dos genes 
concretos conocidos.

1.5.2.- FISH con sondas de separación

El estudio FISH con sondas de separación 
(en inglés: split o break-apart) se basa en el 
empleo de dos sondas específicas de locus 
que flanquean el punto de ruptura del gen 
en estudio. Así, una de las sondas va dirigi-
da contra la región del DNA que se extien-
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de desde el punto de ruptura hacia el cen-
trómero y la otra contra la región entre el 
punto de ruptura y el telómero. Como se ha 
descrito en las sondas de fusión, cada una 
de las sondas está marcada con un fluoro-
cromo diferente; que suelen ser una de co-
lor rojo (Spectrum Orange), y otra de color 
verde (Spectrum Green) con picos de absor-
ción diferentes. 

En una célula normal, en el estudio me-
diante sondas FISH de separación se 
observarán dos señales roja-verde (o ama-
rilla), correspondientes a los dos alelos no  
reordenados del gen en estudio (patrón 
2F). En cambio, cuando la célula ha sufrido 
un reordenamiento del gen en estudio, se  
observará una separación de las señales 
verde y roja (Split). Si se trata de una tras-
locación recíproca, se observará una señal 

fusionada verde-roja (o amarilla) corres-
pondiente al alelo no reordenado, y dos 
señales de separación verde y roja, corres-
pondientes a los dos cromosomas derivati-
vos (patrón 1F1R1G). En caso de pérdida de 
uno de los cromosomas derivativos, puede 
observarse una única señal roja o verde, 
junto a la señal fusionada del alelo preser-
vado (patrón 1F1R o 1F1G (figura 14).

Las sondas de separación tienen la ventaja 
de que permiten detectar reordenamientos 
del gen en estudio, con independencia del 
partner implicado [t(8;?)(q24;?) en el caso 
del gen MYC]. Además, evitan la posibilidad 
de falsos positivos debidos a la superpo-
sición nuclear. En contrapartida, tienen el 
inconveniente de que no permiten deter-
minar el segundo gen implicado o partner. 
Por lo tanto, estas sondas son especialmen-

Figura 13:  Representación esquemática de la FISH mediante sondas de fusión o de colocalización.

Cromosomas 
metafásicos Célula en interfase

Sondas de fusión

Normal

14 der14 der8  8

t(8;14)(q24;q32) 2F1R1G

14   14 8     8

2R2G
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te útiles cuando el gen en estudio sufre 
reordenamientos con diferentes partners 
(Ventura et al., 2006; Dunphy e Cagle, 2010). 

Dada la importancia de la evaluación del 
reordenamiento del gen MYC y de otros ge-
nes en el proceso diagnóstico así como en  

la evaluación pronóstica de los linfomas 
agresivos, es de vital importancia conocer 
las características de la técnica utilizada 
(sondas de fusión vs. sondas de separación), 
en especial en cuanto a su sensibilidad  
y especificidad, ventajas y limitaciones. Ello 
motivó el segundo trabajo de la presente tesis.

Figura 14:  Representación esquemática de la FISH mediante sondas de separación.

Cromosomas 
metafásicos Célula en interfase

Sondas de separación

Normal

8 der8 derN  N
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2F

8     8 N    N
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2. Hipótesis

La presencia de traslocaciones del gen MYC en el linfoma de Burkitt es bien conocida, y 
forma parte esencial de la patogenia de la enfermedad. En otros linfomas agresivos, como 
el DLBCL y BCLU, también pueden detectarse alteraciones en el gen MYC, asociadas o no 
a alteraciones en otros genes como BCL2 o BCL6. Estas alteraciones pueden influir en la 
expresión de los genes afectos y determinar la patogenia y/o comportamiento de la en-
fermedad. Por ello, es de vital importancia el estudio de la presencia o no de alteraciones 
del gen MYC en el diagnóstico y valoración pronóstica de los linfomas agresivos, así como 
valorar su influencia sobre la expresión del gen. Sobre estas premisas nos planteamos las 
siguientes hipótesis:

a)	 La presencia de traslocación y/o amplificación/ganancia de copias del gen MYC 
influye en la expresión proteica, que puede ser evaluada mediante estudio inmuno-
histoquímico (trabajo 1). 

b)	 La expresión del gen MYC en linfomas agresivos no se relaciona con las carac-
terísticas morfológicas, inmunofenotípicas, el subtipo molecular (determinado me-
diante el algoritmo de Hans) ni el índice de proliferación (trabajo 1).

c)	 El estudio de la traslocación de MYC mediante diferentes sondas de FISH puede 
dar lugar a resultados discordantes. El diseño de las sondas de FISH influye sobre su 
sensibilidad en la detección de traslocaciones del gen MYC, dada la gran variabilidad 
de puntos de ruptura descritos en la banda cromosómica 8q24 (trabajo 2).

d)	El CNS-DLBCL es una neoplasia muy agresiva en la que las alteraciones en los 
genes MYC, BCL2 y BCL6 pueden estar presentes, y podrían tener repercusiones en 
el comportamiento de la enfermedad, de forma similar a lo que ocurre en los DLBCL 
sistémicos (trabajo 3).

e)	 La expresión de los genes MYC y BCL2 y en el CNS-DLBCL, relacionada o no a al-
teraciones genéticas, puede determinarse mediante técnicas inmunohistoquímicas 
y podría influir en el comportamiento de la enfermedad (trabajo 3).
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3. Objetivos

El objetivo principal de la presente tesis es estudiar la implicación del gen MYC en linfomas 
B agresivos, analizando la presencia de alteraciones génicas (traslocación y/o ganancia de 
copias) mediante técnicas de hibridación in situ fluorescente, y la expresión proteica me-
diante técnicas inmunohistoquímicas, y valorar su papel pronóstico en una serie de CNS-
DLBCL.

Los objetivos específicos son los siguientes:

a)	 Evaluar si existe una correlación entre la expresión proteica del gen MYC, deter-
minada mediante técnicas inmunohistoquímicas, y la presencia o no de alteraciones 
(traslocaciones y/o ganancia de copias) a nivel genético en linfomas B agresivos (tra-
bajo 1).

b)	 Determinar si la presencia de alteraciones del gen MYC y/o la expresión de nive-
les elevados de la proteína MYC se asocian o no al perfil inmunohistoquímico (CD10, 
BCL6, BCL2 y MUM1), subtipo molecular (algoritmo de Hans) o índice de proliferación 
(Ki67) del linfoma (trabajo 1).

c)	 Comparar los resultados obtenidos mediante diferentes sondas de hibridación 
in situ fluorescente (FISH) en el estudio de las alteraciones del gen MYC (trabajo 2).

d)	Estudiar las características inmunofenotípicas (expresión de CD10, BCL6 y 
MUM1), los subgrupos moleculares (algoritmo de Hans) y el índice de proliferación 
en una serie de CNS-DLBCL, y valorar su posible repercusión en el pronóstico de la 
enfermedad (trabajo 3).

e)	 Determinar la existencia de alteraciones genéticas en los genes MYC, BCL2 y BCL6 
en una serie de CNS-DLBCL, y valorar su posible repercusión en el pronóstico de la enfer-
medad (trabajo 3).

f)	 Evaluar la expresión de MYC y BCL2 mediante técnicas inmunohistoquímicas en 
una serie de CNS-DLBCL y valorar su posible repercusión en el pronóstico de la enfer-
medad (trabajo 3).



4. Resultados



4. Resultados





Resultados 61

4. Resultados

4.1.  Trabajo 1: La detección inmunohistoquímica de la proteína MYC se correlaciona 
con el estado del gen MYC en los linfomas agresivos de células B.  
Histopathology 2011, 59(4), 672–678

Resumen:

La presencia de traslocaciones del gen MYC conlleva un mal pronóstico y una repuesta 
pobre al tratamiento con rituximab-ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina y prednisona 
(R-CHOP) en el linfoma difuso de células grandes B, y probablemente estos enfermos se 
beneficiarían de un tratamiento quimioterápico más intensivo. La evaluación de las tras-
locaciones del gen MYC requiere estudio citogenético o mediante hibridación in situ fluo-
rescente (FISH), que son métodos caros y no están disponibles en todos los laboratorios. En 
el presente trabajo evaluamos la expresión de la proteína MYC y de otras características 
inmunohistoquímicas (CD20, CD3, CD10, BCL6, BCL2 y MUM1), así como el subtipo molecu-
lar según el algoritmo de Hans, en una serie de 56 linfomas agresivos de células B en la que 
el estado del gen MYC era conocido. La serie estaba constituida por 9 linfomas de Burkitt 
(8 casos con traslocación del gen MYC), 45 linfomas difusos de células grandes B (9 casos 
con traslocación del gen MYC) y 2 linfomas de células B, inclasificables, de características 
intermedias entre BL y DLBCL (los dos con traslocaciones del gen MYC). La expresión de  
la proteína MYC en un porcentaje elevado de las células neoplásicas se correlacionó con la 
traslocación del gen MYC. No se observó relación entre la expresión de la proteína MYC y el 
resto de características inmunofenotípicas, el subtipo molecular o la demostración de ga-
nancia de copias del gen MYC. En conclusión, la traslocación del gen MYC se asocia a unos 
niveles de proteína MYC elevados, demostrables mediante técnicas inmunohistoquímicas.
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Immunohistochemical detection of MYC protein correlates with MYC 
gene status in aggressive B cell lymphomas

Aims: MYC gene translocation entails a bad prognosis 
and a poor response to rituximab–cyclophosphamide, 
doxorubicin, vincristine and prednisone (R-CHOP) 
in diffuse large B cell lymphomas (DLBCL), and 
more intensive chemotherapy regimens could be 
more effective in those cases. Its evaluation requires 
cytogenetic or fluorescence in-situ hybridization 
(FISH) studies, which are expensive and not widely 
available. The aim of this work was to find an 
immunohistochemical marker able to be used as a 
screening tool to identify MYC translocations. 

Methods and results: Aggressive B cell lymphomas 
in which MYC status was assessed during their 
diagnostic work-up between 2007 and 2010 were 
collected, their immunophenotype was re-evaluated, 
and were stratified according to the Hans algorithm. 

Two tissue microarrays were built in order to evaluate 
MYC protein expression with a commercially available 
antibody. The study was performed on 56 specimens: 
nine Burkitt lymphomas (eight translocated), 45 
DLBCLs (nine translocated) and two lymphomas with 
intermediate features (both translocated). Only MYC 
protein expression detected by immunohistochemistry 
correlated with MYC translocation. No relationship 
was seen between MYC gene copies and protein 
expression.

Conclusions: MYC protein expression detected by 
immunohistochemistry using a commercially available 
antibody correlates with MYC gene translocation, and 
could be used as a screening tool to select those cases 
in which confirmatory genetic testing is mandatory. 

Keywords: Burkitt lymphoma, DLBCL, immunohistochemistry, lymphoma, MYC 

Abbreviations: ABC, activated B cell; BL, Burkitt lymphoma; DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole; DLBCL, diffuse 
large B cell lymphomas; FISH, fluorescence in-situ hybridization; GC, germinal centre; MUM1, multiple mieloma 
oncogene 1; R-CHOP, rituximab–cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine and prednisone; TMA, tissue 
microarray

Introduction

Burkitt lymphoma (BL) is an aggressive neoplasm of 
B cell lymphocytes arising in the germinal centres. In 
almost all cases, BL harbours a balanced translocation 
between MYC   and immunoglobulin genes [e.g. t(8:14), 
t(2:8) or t(8:22)] as a unique cytogenetic alteration, 
that results in deregulated MYC protein expression.1–3 

In routine surgical pathology practice, BL must be 
distinguished from diffuse large B cell lymphoma 
(DLBCL), the most common B cell lymphoma. This 
distinction is of crucial importance, due to the different 
prognosis and treatment regimens of both entities.4,5 

Despite the strict BL diagnostic criteria reported in 
the literature,1 distinction from DLBCL is not always 
possible on morphological and immunophenotypic 
features alone and cytogenetic or fluorescence in-
situ hybridization (FISH) studies are mandatory. In 
cases in which distinction between both entities is not 
possible, even after recourse to all these techniques, 
the diagnostic category of ‘B-cell lymphoma, 

Address for correspondence: G Tapia, Department of Pathology, 
Hospital Germans Trias i Pujol, Carretera de Canyet s ⁄ n, 08916  
Badalona, Barcelona, Spain. e-mail: gustavotapiam@hotmail.
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unclassifiable, with features intermediate between BL 
and DLBCL’ must be used.6,7

This scenario has been complicated recently 
by the recognition that the MYC gene may be 
translocated in DLBCL with a frequency of 5–15%. 
The presence of MYC translocation has been proved 
to be a strong adverse prognostic factor in DLBCL. 
It results in a more aggressive behaviour and a 
poorer response to rituximab– cyclophosphamide, 
doxorubicin, vincristine and prednisone (R-CHOP)-
type chemotherapy, and therefore chemotherapy 
regimens similar to those used in BL might be more 
effective.8,9 However, DLBCL cases that harbour a 
MYC translocation (MYC+ DLBCL) are heterogeneous 
in morphological and immunophenotypic aspects, 
similar to DLBCL cases without MYC translocation 
(MYC—DLBCL). Moreover, the correlation of MYC 
translocation and the molecular classification of 
lymphomas [germinal centre B cell-like (GC-like) or 
activated B cell-like (GC-like versus ABC)] or their 
immunophenotype are contradictory in the different 
series reported. Therefore, performance of cytogenetic 
or FISH studies to assess MYC gene status in all 
DLBCL instances seems reasonable, although these 
techniques are not available in all laboratories. 

In this context, the feasibility of an immunohistoche-
mical stain able to predict the status of the MYC gene 
would be very useful. Recently, it has been reported 
that the presence of the VpreB3 protein alone could be 
a useful marker in predicting MYC+ DLBCL, although 
unfortunately the polyclonal antibody used in this 
study is not commercially available.10 We wanted to 
investigate whether the presence of the MYC protein,  
detected by immunohistochemistry with commercia-
lly available antibodies, correlated with the gene sta-
tus and could be used as a screening tool. 

Material and methods

case selection and immunophenotype

Aggressive B cell lymphomas diagnosed between 2007 
and 2010 in which MYC status was investigated as part 
of their diagnostic work-up were collected from the 
files of the Pathology Department, Hospital Germans 
Trias i Pujol, Badalona, Barcelona, Spain. All specimens 
had been fixed in 4% formalin and embedded in 
paraffin according to routine procedure. 

Every case was reviewed in order to confirm diagnosis 
according to the World Health Organization (WHO) 
2008 classification.1 Immunohistochemical stains for 
CD20 (clone L26, 1 ⁄ 300; Dako, Glostrup, Denmark), CD3 
(clone PS1, 1 ⁄ 30; Novocastra, Newcastle upon Tyne, 
UK), CD10 (clone 56C6, 1 ⁄ 20; Novocastra), BCL6 (clone 
PG-B6p, 1 ⁄ 30; Dako), BCL2 (clone 124, 1 ⁄ 200; Dako) 
and multiple mieloma oncogene 1 (MUM1) (clone 
MUM1p, 1 ⁄ 40; Dako) were re-evaluated and scored 

as positive or negative.  The proliferating index was 
evaluated using the Ki67 antibody (clone MIB1, 1 ⁄ 800; 
Dako). Immunohistochemical stains were performed 
with the Dako EnVisionTM system following the 
manufacturer’s protocol. Cases were classified as GC-
like or ABC-like according to the Hans algorithm.11

Fish

In all cases, the status of the MYC gene was evaluated 
during the diagnostic work-up. MYC rearrangement 
was studied by FISH using a dual-colour break-apart 
commercial probe (LSI MYC DC BA; Abbott Molecular, 
Abbott Park, IL, USA). Four-micrometre-thick paraffin-
embedded tissue sections were processed with the 
Histology FISH Accessory Kit (Dako). Briefly, after 
pretreatment and enzymatic digestion following the 
manufacturer’s instructions, slides were codenatured 
for 4 min at 85°C and hybridized overnight at 37_C 
on a HYBrite (Vysis ⁄ Abbott Molecular, Inc., Des 
Plaines, IL, USA). Following hybridization, coverslips 
were removed and slides were washed in x 2 SSC ⁄ 
0.3% Tween-20 at 72°C for 2 min and x 2 SSC ⁄ 0.1% 
Tween-20 for 1 min at room temperature. Following 
dehydration in graded ethanol series, samples were 
counterstained with the fluorescence mounting 
medium containing 4’,6-diamidino-2-phenylindole 
(DAPI) provided in the kit.

Myc immunohistochemistry

To evaluate the presence of MYC protein, representative 
1-mm cores of each case were taken from tissue blocks 
and two tissue microarrays (TMAs) were built using a 
tissue microarrayer (Beecher Instruments, Inc., Sun 
Prairie, WI, USA). Commercially available monoclonal 
antibody against MYC was used (clone Y69, no. 1472-
1, 1 ⁄ 100; Epitomics, Inc., Burlingame, CA, USA). Four-
μm sections were obtained from the TMA blocks, 
depparaffinized in xylene and rehydrated in graded 
alcohols. Heat-induced antigen retrieval was carried 
out in a microwave oven with citrate buffer at pH 6.0. 
Endogenous peroxidase was blocked with hydrogen 
peroxide at 5% and detection was performed using the 
Dako EnVisionTM system following the manufacturer’s 
protocol.

The pattern and percentage of positive neoplastic cells 
were evaluated by two pathologists independently.
Discrepant scores between pathologists were reviewed 
on a multiheaded microscope and an agreement was 
reached.

Statistical analysis

The different variables studied were compared using 
the chi-squared test or Student’s t-test, and analyses 
were conducted using the spss statistical package, 
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hydrogen peroxide at 5% and detection was performed
using the Dako EnVisionTM system following the
manufacturer’s protocol.

The pattern and percentage of positive neoplastic
cells were evaluated by two pathologists independently.
Discrepant scores between pathologists were reviewed
on a multiheaded microscope and an agreement was
reached.

statistical analysis

The different variables studied were compared using the
chi-squared test or Student’s t-test, and analyses were
conducted using the spss statistical package, version
17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Differences were
considered significant when P-values were < 0.05.

Results

cases and clinical data

A total of 56 cases were collected from files from the
Department of Pathology. The reviewed diagnoses
comprised BL in nine cases, DLBCL in 45 cases and B
cell lymphomas, unclassifiable, with features interme-

diate between BL and DLBCL (BL ⁄ DLBCL) in two cases.
Clinical characteristics regarding age and sex distribu-
tion are summarized in Table 1.

immunophenotype and correlation with myc
status

With regard to BL, eight of nine cases (88.9%) showed
a translocated MYC gene, whereas the remaining case
showed an increased number of MYC gene copies (four
copies ⁄ cell). All BL cases were CD10 and BCL6-positive
(100%), two of nine were BCL2-positive (22.2%) and
one of five was positive for MUM1 (20%). The mean
proliferating index, detected by the monoclonal anti-
body Ki67, was 93.9% (range 80–100%). All cases
corresponded to the GC-like subtype according to the
Hans algorithm. Immunohistochemical findings are
summarized in Table 1.

In BL ⁄ DLBCL cases, a MYC gene translocation was
detected in both instances. Both were CD10 and BCL6-
positive, whereas BCL2 was positive in one of the two
cases and MUM1 was positive in the only case in which
it was studied. Proliferation index was 100% in both
cases (Table 1).

Table 1. Demographic data and immunophenotype of BL, BL ⁄ DLBCL and DLBCL cases

BL (n = 9) BL ⁄ DLBCL (n = 2)

DLBCL (n = 45)

MYC+ (n = 9) MYC) (n = 36) P*

Age, median (range), years 39.9 (3–81) 58 (44–72) 60 (39–80) 67 (39–84) 0.261

Gender (%)
Male 66.7 50 77.8 52.8 0.174

Female 33.3 50 22.2 47.2

Immunophenotype, n (%)
CD10+ 9 ⁄ 9 (100) 2 ⁄ 2 (100) 5 ⁄ 9 (55.6) 14 ⁄ 36 (38.9) 0.365

BCL6+ 9 ⁄ 9 (100) 2 (100) 5 ⁄ 7 (71.4) 31 ⁄ 35 (88.6) 0.237

BCL2+ 2 ⁄ 9 (22.2) 1 ⁄ 2 (50) 9 ⁄ 9 (100) 28 ⁄ 36 (77.8) 0.119

MUM1+ 1 ⁄ 5 (20) 1 ⁄ 1 (100) 8 ⁄ 8 (100) 26 ⁄ 33 (78.8) 0.153

Ki67 index, mean (range) 93.9 (80–100) 100 65 (25–95) 76 (35–95) 0.299

Hans algorithm
GC-like 9 ⁄ 9 (100) 2 ⁄ 2 (100) 5 ⁄ 9 (55.6) 16 ⁄ 36 (44.4) 0.550

ABC-like 0 ⁄ 9 (0) 0 ⁄ 2 (0) 4 ⁄ 9 (44.4) 20 ⁄ 36 (55.6)

*The distribution of variables between MYC+ and MYC–DLBCL cases were investigated using chi-squared analysis or Student’s
t-test (for quantitative variables).

BL, Burkitt lymphoma; BL ⁄ DLBCL, B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between BL and DLBCL; DLBCL,
diffuse large B cell lymphoma; ABC, activated B cell; GC, germinal centre; MUM1, multiple myeloma oncogene 1.
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versión 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Differences 

were considered significant when P-values were < 0.05.

Results

cases and clinical data

A total of 56 cases were collected from files from the 
Department of Pathology. The reviewed diagnoses 
comprised BL in nine cases, DLBCL in 45 cases and 
B cell lymphomas, unclassifiable, with features 
intermediate between BL and DLBCL (BL/DLBCL) in 
two cases. Clinical characteristics regarding age and 

sex distribution are summarized in Table 1.

immunophenotype and correlation with myc 
status

With regard to BL, eight of nine cases (88.9%) showed 
a translocated MYC gene, whereas the remaining case 
showed an increased number of MYC gene copies 
(four copies ⁄ cell). All BL cases were CD10 and BCL6-
positive (100%), two of nine were BCL2-positive (22.2%) 
and one of five was positive for MUM1 (20%). The mean 
proliferating index, detected by the monoclonal anti-

body Ki67, was 93.9% (range 80–100%). All cases corres-
ponded to the GC-like subtype according to the Hans 
algorithm.  Immunohistochemical findings are sum-
marized in Table 1.

In BL ⁄ DLBCL cases, a MYC gene translocation was de-
tected in both instances. Both were CD10 and BCL6- 
positive, whereas BCL2 was positive in one of the 
two cases and MUM1 was positive in the only case in 
which it was studied. Proliferation index was 100% in 

both cases (Table 1).

Among DLBCLs, a translocated MYC gene was detected 
in nine of 45 cases (20%) and nine additional cases 
(20%) showed an increased number of gene copies 
(three to five copies ⁄ cell).

In MYC— DLBCL lymphomas, CD10 was positive in 19 
of 36 cases (38.9%), BCL6 in 31 of 35 (88.6%), BCL2 in 28 
of 36 (77.8%) and MUM1 in 26 of 33 (78.8%). The mean 
proliferation index (Ki67) was 76% (range 35–95%). Hans 
algorithm classified 16 of 36 cases as GC-like and 20 of 
36 cases as ABC-like (Table 1). In MYC+ DLBCL cases, 
CD10 was positive in five of nine (55.6%) and BCL6 in 
five of seven (71.4%) cases, where as BCL2 and MUM1 
were positive in all cases evaluated (Table 1). The mean 
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proliferation index (Ki67) was 65% (range 25–95%). Five 
of nine cases were classified as GC-like, whereas four 
of five were ABC-like. Statistical analysis showed no 
significant relation between any immunohistochemical 
stain or Hans classification and MYC gene translocation 

or increased gene copy number.

c-myc immunohistochemistry and correlation 
with c-myc status

Overall, independently of the diagnosis, MYC+ 
lymphomas showed MYC nuclear positivity in 70% 
of neoplastic cells, whereas MYC— lymphoma cells 
were positive for MYC in only 28% (Figure 1). The 
relationship between MYC gene translocation and MYC 
protein expression detected by immunohistochemistry 
was statistically significant (P < 0.001, Table 2). No 
cytoplasmic immunostaining was observed in any case.

In all BL cases harbouring a MYC translocation, diffuse 
and intense nuclear staining for MYC  monoclonal 
antibody was observed in neoplastic cells, with a 
mean of 81% positive cells (range 50–100%). In the 
only BL case with no MYC translocation, nuclear MYC 
staining was observed in 30% of neoplastic cells (Table 
2 and Figure 1J–L).

In the only BL ⁄ DLBCL lymphoma case in which there 
was available tissue for MYC immunohistochemistry,  
60% of cells were positive with the same pattern 

shown by BL cases. As mentioned previously, this case 
showed a MYC gene translocation.

Regarding DLBCL, MYC+ cases showed intense nuclear 
staining with the MYC monoclonal antibody in 61% 
of neoplastic cells (range 5–95%), whereas in MYC— 
cases nuclear positivity for MYC was seen in 28% of 
neoplastic cells (range 5–80%) (Figure 1A-I). Statistical 
analysis showed a significant correlation between MYC 
staining and MYC gene status (Table 2). No significant 
differences in MYC protein expression were seen 
between increased copies versus normal MYC— DLBCL 
cases (31% versus 26%, data not shown).

Discussion

DLBCL is a heterogeneous entity in its clinical 
characteristics. From a pathological point of 
view, his heterogeneity is also reflected in the 
DLBCL morphological, immunophenotypic and 
genetic features. Several studies have tried to 
predict DLBCL biological behaviour based on its 
morphology (immunoblastic versus centroblastic), 
immunophenotype (CD5+ DLBCL, BCL2, BCL6, p53),12 
cell of origin (GC-like versus activated B cell-like)13,14 or 
genetic alterations, but the results obtained have been 
contradictory. 

Recently, it has been shown that the presence of a 
MYC gene translocation in DLBCL, which occurs in up 
to 15% of the cases, has a high prognostic impact and 
results in a more aggressive course and poor response 
to R-CHOP-type chemotherapy used for DLBCL.8,9 

Moreover, it has been postulated that MYC+ DLBCL 
cases should be treated preferably with chemotherapy 
regimens similar to those used for BL. Therefore, 
additional studies to investigate the MYC gene status 
should be mandatory in all DLBCL cases. The studies 
can be performed by karyotyping of metaphase 
neoplastic cells or by FISH analysis, but the former 
requires viable fresh tissue (which in most instances 
is not available) and the second may be challenging in 
some cases, and both techniques are not performed 
routinely in many pathology laboratories.

In this context, the feasibility of a universally available 
screening tool that could select those DLBCL cases 
harboring a MYC gene translocation would be very 
useful. Unfortunately, MYC+ and MYC— DLBCL share 
the same morphological features and no unique 
immunophenotypic marker has been found to be 
specific in predicting MYC gene status. Regarding 
the cell of origin, Barrans et al.9 found a significantly 
higher frequency of GC-like phenotype in MYC+ DLBCL, 
although Savage et al.8 did not find such association. 
Recently, Rodig et al.10 have reported that VpreB3 
expression as detected by immunohistochemistry 
could be useful as a screening tool for predicting MYC 
gene translocation, although the antibody they used is 
not commercially available.

Taking into consideration that MYC gene 
translocation and amplification have been found 
to correlate with increased mRNA levels in non-
Hodgkin lymphoma, 15 we hypothesized that it would 
also result in increased MYC protein expression 
detectable by immunohistochemistry. In this study 
we could demonstrate a significantly higher MYC 
protein expression in translocated DLBCL compared 
to non-translocated DLBCL (61% versus 28%). These 
differences were independent of other lymphoma cell 
features, such as immunophenotype, proliferation 
index or cell of origin. In non-translocated cases, 
we did not find any difference with regard to 
normal versus increased gene copies (28% versus 
31%). Moreover, MYC protein expression seems to 
be independent of lymphoma type, as we found 
no statistical differences in the percentage of MYC 
positive cells between Burkitt lymphoma and MYC+ 

DLBCL (81% versus 61%).

In contrast with a previous study on this subject16 
we identified nuclear staining in every case, but no 
cytoplasmic staining was observed. The antibody 
clone used in both studies was the same, but antigen 
retrieval conditions were different. Thus, whereas 
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immunohistochemistry. In this study we could dem-
onstrate a significantly higher MYC protein expression
in translocated DLBCL compared to non-translocated
DLBCL (61% versus 28%). These differences were

independent of other lymphoma cell features, such as
immunophenotype, proliferation index or cell of origin.
In non-translocated cases, we did not find any differ-
ence with regard to normal versus increased gene

A

D

G

J K L

H I

E F

B C

Figure 1. Individual examples of aggressive lymphomas. Patient 1 (A–C): diffuse large B cell lymphoma MYC). A, Haematoxylin and eosin

(H&E); B, Ki67 with high proliferating index, C, MYC stain showing low percentage of positive cells. Patient 2 (D–F): diffuse large B cell

lymphoma MYC+. D, H&E; E, Ki67 with high proliferating index; F, MYC stain showing intermediate percentage of positive cells. Patient 3 (G-I):

diffuse large B cell lymphoma MYC+. G, H&E; H, Ki67 with low–intermediate proliferating index; I, MYC stain with high percentage of positive

cells. Patient 4 (J-L): Burkitt lymphoma MYC+. J, H&E; K, Ki67 with nearly 100% of proliferating index; L, MYC stain with high percentage

of positive cells.

676 G Tapia et al.

� 2011 Blackwell Publishing Ltd, Histopathology, 59, 672–678.

Ruzinoba et al. used ethylenediamine tetraacetic 
acid (EDTA) at pH 8.0 in a steam pressure cooker, 
we used citrate buffer at pH 6.0 in a microwave 
oven. This discrepancy could have influenced the 
sensitivity and specificity of the antibody. Although 
MYC functions are not completely delineated, 

it is known to play a critical biological role as a 
nuclear transcription factor, which is congruent 
with its nuclear immunoreaction. Moreover, other 
studies using the same antibody did not mention 
cytoplasmic staining. 
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copies (28% versus 31%). Moreover, MYC protein
expression seems to be independent of lymphoma type,
as we found no statistical differences in the percentage
of MYC positive cells between Burkitt lymphoma and
MYC+ DLBCL (81% versus 61%).
In contrast with a previous study on this subject16

we identified nuclear staining in every case, but no
cytoplasmic staining was observed. The antibody clone
used in both studies was the same, but antigen retrieval
conditions were different. Thus, whereas Rizinoba et al.
used ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) at pH 8.0
in a steam pressure cooker, we used citrate buffer at pH
6.0 in a microwave oven. This discrepancy could have
influenced the sensitivity and specificity of the anti-
body. Although MYC functions are not completely
delineated, it is known to play a critical biological role
as a nuclear transcription factor, which is congruent
with its nuclear immunoreaction. Moreover, other
studies using the same antibody did not mention
cytoplasmic staining.17,18

Interestingly, some cases of MYC) DLBCL showed a
high percentage of MYC nuclear staining (up to 80%)
despite the absence of translocation or increased gene
copy numbers. This could be due to alternative gene
activation or post-transcriptional up-regulation.
Whether this altered protein expression is correlated
with prognosis or bad response to R-CHOP-based
chemotherapy remains to be established.
In conclusion, we have demonstrated that immuno-

histochemical detection of MYC protein using a com-
mercially available antibody correlates with the
presence of MYC gene translocation, independently of
the immunophenotype and cell of origin of lymphoma
cells. However, additional studies on larger series need
to be performed in order to confirm the role of MYC
immunohistochemistry as a screening tool to identify
DLBCL cases with MYC translocations that need
additional genetic studies.
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Interestingly, some cases of MYC— DLBCL showed a 
high percentage of MYC nuclear staining (up to 80%) 
despite the absence of translocation or increased 
gene copy numbers. This could be due to alternative 
gene activation or post-transcriptional up-regulation. 
Whether this altered protein expression is correlated 
with prognosis or bad response to R-CHOP-based  
chemotherapy remains to be established.

In conclusion, we have demonstrated that immuno-
histochemical detection of MYC protein using a com-
mercially available antibody correlates with the pre-
sence of MYC gene translocation, independently of 
the immunophenotype and cell of origin of lymphoma 
cells. However, additional studies on larger series need 
to be performed in order to confirm the role of MYC 
immunohistochemistry as a screening tool to identify 
DLBCL cases with MYC translocations that need addi-
tional genetic studies.
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4.2.  Trabajo 2: Determinación del estado del gen MYC en linfomas agresivos de 
células B: impacto de la selección de la sonda FISH. 
Histopathology 2013, 63(3), 418–424. 

Resumen:

La detección de alteraciones del gen MYC es de vital importancia en el diagnóstico del 
linfoma de Burkitt, pero también en la evaluación pronóstica y en la elección terapéutica 
de otros linfomas agresivos de células B. En este trabajo comparamos los resultados obte-
nidos al estudiar el estado del gen MYC mediante diferentes sondas comerciales de FISH 
en una serie de 91 linfomas agresivos. Se utilizaron tres sondas diferentes: una sonda de 
fusión IGH-MYC y dos sondas de separación. En los 13 casos con reordenamiento IGH-MYC, 
la traslocación pudo detectarse con las tres sondas evaluadas. Por el contrario, en 7 de los 
13 casos (54%) con reordenamiento no-IGH-MYC (IGK-MYC, IGL-MYC o no-IG-MYC), la tras-
locación pudo detectarse inequívocamente con una única sonda (de separación), siendo el 
resultado de las otras sondas no concluyente o negativo (falso negativo). Por otro lado,  9 
de los 15 casos (60%) con un patrón sugestivo de traslocación no-IGH-MYC con la sonda 
de fusión IGH-MYC eran debidos a ganancia de copias del gen MYC, y no a la presencia de 
reordenamiento, tal y como se demostró con las dos sondas de separación (falso positivo). 
En conclusión, dada la importancia de la evaluación de la traslocación del gen MYC en lin-
fomas agresivos y los resultados obtenidos en este estudio, proponemos una aproximación 
doble con el uso de una sonda FISH de fusión y otra de separación a la hora de valorar la 
presencia de alteraciones en la banda cromosómica 8q24.
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MYC status determination in aggressive B-cell lymphoma: the impact of 
FISH probe selection

Aims: To assess how hybridization probe design may 
affect MYC status determination in Burkitt lymphoma 
and diffuse large B-cell lymphoma.

Methods and results: We compared the results obtained 
with one dual-fusion and two break-apart commercial 
probes in a retrospective series of 91 aggressive B-cell 
lymphomas. All three probes were able to detect the 
IGH–MYC translocation in every case bearing it (13/13). 
However, seven of 13 (54%) non-IGH–MYC (light-
chain immunoglobulin or non-immunoglobulin-MYC) 
rearrangements were unambiguously detected by just 
one of the probes tested. On the other hand, when 
the IGH–MYC dual-fusion probe was used, nine of 15 

(60%) cases with a hybridization pattern suggestive 
of a non-IGH–MYC translocation were attributable to 
MYC copy gain  rather than MYC rearrangement, as 
demonstrated by both break-apart probes.

Conclusions: Taking into account the prognostic and 
therapeutic implications of the MYC translocation, 
probe design and limitations should be particularly 
kept in mind when MYC hybridization patterns are 
interpreted. In our experience, detection of 8q24  
abnormalities could be optimized by a two-probe 
approach involving the application of both IGH–MYC 
dual-fusion and MYC break-apart selected kits.

Keywords: break-apart, Burkitt lymphoma, diffuse large B-cell lymphomas, dual-fusion, fluorescence in-situ 

hybridization, MYC, translocation

Introduction

MYC gene rearrangement, the characteristic cyto-
genetic alteration of Burkitt’s lymphoma (BL), is also 
present in 10–15% of diffuse large B-cell lymphomas 
(DLBCLs) and in 35–50% of B-cell lymphomas with fea-
tures intermediate between those of BL and DLBCL 
(BL/DLBCL).1–3 In DLBCL, MYC translocation is associ-
ated with a worse prognosis and a poor response to R-

CHOP chemotherapy,4,5 especially in cases with BCL-2 
overexpression.6,7 More intensive chemotherapy regi-
mens have been proposed for those patients.8 Thus, 
MYC gene assessment is crucial in making a diagnosis 
of BL, and is mandatory in establishing the prognosis 
and treatment for DLBCL. 
The t(8;14)(q24;q32) translocation between the im-
munoglobulin heavy-chain (IGH) locus and the MYC 
gene is found in 70–80% of BLs, whereas variant t(8;22) 
and t(2;8) translocations with lambda and kappa light 
chains (IGL and IGK) occur in nearly all of the remain-
ing cases.9,10 In DLBCL, light-chain immunoglobulin 
(IG) and non-IG MYC translocation partners are more 
frequent, accounting for up to 50% in BL/DLBCL.2,11,12 
Breakpoints are widely dispersed on the 8q24 locus, 
and depend on the MYC translocation partner (Figure 
1A). In t(8;14), breakpoints are located 5’ (centromeric) 
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to the MYC coding region,13–15 whereas variant IG–MYC 
rearrangements are consistently found 3’ (telomeric) 
to the gene.16 Non-IG translocation breakpoints are 
mostly telomeric in relation to MYC, although they 
have also been described upstream of the gene.17 The 
majority of8q24 breakpoints are relatively close to the 
gene, but 11% of IG–MYC rearrangements lie far 5’ or 
3’ to it, and non-IG breakpoints have been described 
several Mb away on each side of MYC.13–17 Transloca-
tion events lead to deregulated MYC expression18–20 as 
a consequence of proximity to the transcriptional en-
hancers of partner genes, even when the 8q24 break-

(centromeric) to the MYC coding region,13–15

whereas variant IG–MYC rearrangements are consis-
tently found 3′ (telomeric) to the gene.16 Non-IG
translocation breakpoints are mostly telomeric in
relation to MYC, although they have also been
described upstream of the gene.17 The majority of
8q24 breakpoints are relatively close to the gene, but
11% of IG–MYC rearrangements lie far 5′ or 3′ to it,
and non-IG breakpoints have been described several
Mb away on each side of MYC.13–17 Translocation
events lead to deregulated MYC expression18–20 as a

consequence of proximity to the transcriptional enh-
ancers of partner genes, even when the 8q24 break-
point is far away from the gene.17,21

Usually, fluorescence in-situ hybridization (FISH) is
the chosen method for MYC rearrangement detection.
Two types of commercial FISH probe designs are
available for the detection of MYC translocation (Fig-
ure 1B). In dual-fusion (DF) kits, the two labelled
probes cover breakpoint regions in each of the two
loci involved in the rearrangement. In contrast, in
break-apart (BA) designs, the two labelled probes
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Figure 1. A, Distribution of 8q24 breakpoints. Vertical red arrows indicate breakpoints from discrepant cases (Cases 1–7). Orange rays point

to reported MYC breakpoints (references are shown in brackets). The regions most frequently involved in MYC rearrangement are repre-

sented by orange boxes. Most common IGH–MYC breakpoints occur either at some distance upstream of the gene or in 5′ non-coding gene

sequences.13–15 Far 5′ IGH rearrangements have also been described.13,23,24 Light-chain IG breakpoints map downstream of the gene, within

Burkitt variant rearrangement regions 1 (BVR1) and 2 (BVR2).16,23 Non-IG rearrangements are dispersed over several Mb on each side of

MYC.17 Cen, centromere; Tel, telomere. B, Schematic representation of the region covered by the three MYC probe sets. The DF green probe,

which covers the IGH locus, has been omitted for simplification. Approximate probe sizes and gaps between red and green probes (in BA

sets) are provided. C, Ideograms showing expected signal patterns. The Vysis DF and Dako BA probes would yield an apparently normal

hybridization pattern in most telomeric breakpoints, whereas the Vysis BA probe would miss far 5′ rearrangements. R, rearranged pattern;

NR, non-rearranged pattern; NC, non-conclusive pattern. Red/green fusion signals are represented by a yellow spot. The chromosome 8

centromeric enumeration probe (CEP8) of the Vysis DF set is shown as a light blue spot.

© 2013 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology, 63, 418–424.
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point is far away from the gene.17,21w

Usually, fluorescence in-situ hybridization (FISH) is 
the chosen method for MYC rearrangement detection. 
Two types of commercial FISH probe designs are 
available for the detection of MYC translocation 
(Figure 1B). In dual-fusion (DF) kits, the two labelled 
probes cover breakpoint regions in each of the two loci 
involved in the rearrangement. In contrast, in break-
apart (BA) designs, the two labelled probes flank each 
side of the expected MYC breakpoint region. This 
second approach permits the determination of MYC 
rearrangement independently of its translocation 
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flank each side of the expected MYC breakpoint
region. This second approach permits the determina-
tion of MYC rearrangement independently of its
translocation partner, but does not allow partner
identification when applied on interphase nuclei.
Although FISH methods are well established in

most pathology laboratories,22,23 no probe is able to
cover all MYC breakpoints described. Therefore, far 5′
and 3′ breakpoints, complex rearrangements and
cryptic insertions leading to MYC deregulation may
be overlooked.14,16,24,25 Given the diagnostic and
prognostic significance of MYC gene translocation in
aggressive B-cell lymphomas (BCLs), we decided to
evaluate the relative frequency of discordant cases
and its potential impact on MYC status determination
when different probe designs are used. With this aim,
we compared the results obtained with two different
break-apart (MYC-BA) commercial probes and one
dual-fusion (MYC-DF) commercial probe in a retro-
spective series of aggressive BCLs.

Materials and methods

C A S E S E L E C T I O N

Ninety-one cases of aggressive BCL (nine BLs, 81
DLBCLs, and one BL/DLBCL) that had been character-
ized in previous studies18,26 were collected from the
files of the Pathology Department, Hospital Germans
Trias i Pujol, Badalona, Barcelona, Spain.
Representative 1-mm cores from each case were

taken from formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE)
tissue blocks, and arranged in five tissue microarrays
(TMAs) with a microarrayer (Beecher Instruments,
Sun Prairie, WI, USA).

F L U O R E S C E N C E I N - S I T U H Y B R I D I Z A T I O N

MYC rearrangement was evaluated by FISH on
sequential TMA sections using two commercial BA
probes and one commercial DF probe: MYC FISH
DNA probe, Split Signal (Dako, Glostrup, Denmark);
Vysis LSI MYC dual colour, BA rearrangement probe
(Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA); and Vysis
LSI t(8;14) IGH/MYC/CEP8 Tri-colour DF probe (Ab-
bott Molecular).
Briefly, 4-lm-thick paraffin-embedded tissue

sections were deparaffinized and processed with the
Histology FISH Accessory Kit (Dako). After pretreat-
ment and enzymatic digestion according to the man-
ufacturer’s instructions, slides were codenatured
for 4 min at 85°C and hybridized overnight at 37°C
(Vysis probes) or 45°C (Dako probe) on a HYBrite

(Abbott Molecular). Following hybridization, cover-
slips were removed, and slides were washed at 72°C
for 2 min in 2 9 SSC/0.3% Tween-20 (Vysis probes)
or at 65°C for 10 min in the stringent wash buffer
provided with the kit (Dako probe). After dehydration
in a graded ethanol series, samples were counter-
stained with the kit fluorescence mounting medium
containing 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI).
Hybridization signals were scored in 100 non-over-

lapping nuclei. For BA probes, MYC was interpreted
as non-translocated when co-localization of red and
green signals was seen, and as rearranged when red
and green signals split off. For the DF probe, a cut-off
point was established by hybridization on five cases of
follicular hyperplasia. IGH–MYC translocation was
defined as >19% of tumour nuclei containing red/
green fusion signals (mean plus three standard devia-
tions in non-neoplastic controls). Cases without
fusion signals but with an increased MYC/chromo-
some enumeration probe 8 (CEP8) ratio were consid-
ered to be not conclusive, as they were compatible
with both a non-IGH–MYC rearrangement and extra
copies of non-rearranged MYC genes.

Results

Of the 91 cases included in the study, 85 (nine BLs,
75 DLBCLs, and one BL/DLBCL) could be evaluated
with all probes. The results are summarized in
Tables 1 and 2 and Figure 2. In 26 cases, the hybrid-
ization patterns obtained with at least one of the
probes used were compatible with an 8q24
rearrangement.

Table 1. Summary of MYC FISH results in the various
diagnostic groups

Diagnosis MYC-NR* IGH-MYC†
Non-
IGH-MYC‡

MYC-
NC§

BL 1 4 4 0

DLBCL/BL 0 1 0 0

DLBCL 57 8 9 1

Total 58 13 13 1

*MYC-NR: MYC not rearranged.
†IGH-MYC: MYC translocation with IGH locus.
‡Non-IGH-MYC: MYC rearranged either with IG light
chains or with a non-IG partner.
§MYC-NC: MYC non-conclusive.

© 2013 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology, 63, 418–424.
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partner, but does not allow partner identification 
when applied on interphase nuclei. 

Although FISH methods are well established in most 
pathology laboratories,22,23 no probe is able to cover 
all MYC breakpoints described. Therefore, far 5’ and 
3’ breakpoints, complex rearrangements and cryptic 
insertions leading to MYC deregulation may be 
overlooked.14,16,24,25 Given the diagnostic and prognostic 
significance of MYC gene translocation in aggressive 
B-cell lymphomas (BCLs), we decided to evaluate the 
relative frequency of discordant cases and its potential 
impact on MYC status determination when different 
probe designs are used. With this aim, we compared 
the results obtained with two different break-apart 
(MYC-BA) commercial probes and one dual-fusion 
(MYC-DF) commercial probe in a retrospective series 
of aggressive BCLs.

Materials and methods 

case selection

Ninety-one cases of aggressive BCL (nine BLs, 81 
DLBCLs, and one BL/DLBCL) that had been characterized 
in previous studies18,26 were collected from the files of 
the Pathology Department, Hospital Germans Trias i 
Pujol, Badalona, Barcelona, Spain. Representative 1-mm 
cores from each case were taken from formalin-fixed, 
paraffin-embedded (FFPE) tissue blocks, and arranged 
in five tissue microarrays (TMAs) with a microarrayer 

(Beecher Instruments, Sun Prairie, WI, USA).

fluorescence in-situ hybridization 

MYC rearrangement was evaluated by FISH on 
sequential TMA sections using two commercial BA 
probes and one commercial DF probe: MYC FISH DNA 
probe, Split Signal (Dako, Glostrup, Denmark); Vysis 
LSI MYC dual colour, BA rearrangement probe (Abbott 
Molecular, Des Plaines, IL, USA); and Vysis LSI t(8;14) 
IGH/MYC/CEP8 Tri-colour DF probe (Abbott Molecular).

Briefly, 4-μm-thick paraffin-embedded tissue sections 
were deparaffinized and processed with the Histology 
FISH Accessory Kit (Dako). After pretreatment and 
enzymatic digestion according to the manufacturer’s 
instructions, slides were codenatured for 4 min at 
85°C and hybridized overnight at 37°C (Vysis probes) 
or 45°C (Dako probe) on a HYBrite (Abbott Molecular). 
Following hybridization, coverslips were removed, and 
slides were washed at 72°C for 2 min in 2 9 SSC/0.3% 
Tween-20 (Vysis probes) or at 65°C for 10 min in the 
stringent wash buffer provided with the kit (Dako 
probe). After dehydration in a graded ethanol series, 
samples were counterstained with the kit fluorescence 
mounting médium containing 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI). 

Hybridization signals were scored in 100 non-
overlapping nuclei. For BA probes, MYC was interpreted 
as non-translocated when co-localization of red and 
green signals was seen, and as rearranged when red 
and green signals split off. For the DF probe, a cut-off 
point was established by hybridization on five cases 
of follicular hyperplasia. IGH–MYC translocation was 
defined as >19% of tumour nuclei containing red/ green 
fusion signals (mean plus three standard deviations 
in non-neoplastic controls). Cases without fusion 
signals but with an increased MYC/chromosome 
enumeration probe 8 (CEP8) ratio were considered  to 
be not conclusive, as they were compatible with both 
a non-IGH–MYC rearrangement and extra copies of 
non-rearranged MYC genes. 

Results

Of the 91 cases included in the study, 85 (nine BLs, 75 
DLBCLs, and one BL/DLBCL) could be evaluated with 
all probes. The results are summarized in Tables 1 and 
2 and Figure 2. In 26 cases, the hybridization patterns 
obtained with at least one of the probes used were 
compatible with an 8q24 rearrangement. 

As demonstrated with the IGH–MYC DF probe, 13 
samples (13/26) showed an IGH–MYC translocation. In 
all 13 samples, the translocation was detected by each 
of the three probes applied in the study, which yielded 
completely concordant results. Thirteen cases (13/26) 
showed a global hybridization pattern suggestive of 
non-IGH–MYC translocation (either a variant IGK/IGL–
MYC or a non-IG–MYC rearrangement).  Seven of those 
13 samples (54%) provided conflictive  results when 
different probes were applied (Table 2; Figure 2).
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As demonstrated with the IGH–MYC DF probe, 13
samples (13/26) showed an IGH–MYC translocation.
In all 13 samples, the translocation was detected by
each of the three probes applied in the study, which
yielded completely concordant results. Thirteen cases
(13/26) showed a global hybridization pattern sug-
gestive of non-IGH–MYC translocation (either a vari-
ant IGK/IGL–MYC or a non-IG–MYC rearrangement).
Seven of those 13 samples (54%) provided conflictive
results when different probes were applied (Table 2;
Figure 2).
Cases 1–4 showed a positive break-apart hybridiza-

tion pattern with the Vysis BA probe, whereas both
the Dako BA and Vysis DF probe sets yielded negative
results. This hybridization pattern was interpreted as
a far 3′ translocation event, telomeric to the region
covered by both the Vysis DF and Dako probes
(Figures 1 and 2).

Cases 5 and 6 showed a positive translocation pat-
tern with the Vysis BA probe and a normal DF pat-
tern. A faint, small red signal (miniR) was detected in
some cells with the Dako BA probe, proving the pres-
ence of a MYC 3′ breakpoint near the telomeric end of
the region covered by this probe set (Figures 1 and 2).
Case 7 showed two non-translocated MYC copies

and a rearranged MYC copy. The latter was shown
by a clear red/green split with the Vysis BA probe
and by a single red signal with the Dako BA set.
Although the DF pattern was initially considered to
be not rearranged, closer examination of the sample
after the evaluation of BA results allowed the detec-
tion of a miniR signal in some tumour cells. These
results are consistent with the presence of a MYC 3′
breakpoint in the region covered by the red Dako
probe and near the end of the DF red probe
(Figures 1 and 2).

Table 2. MYC FISH patterns obtained in potentially conflictive cases

Case ID Age Diagnosis MYC-BA Vysis* MYC-BA Dako* MYC-DF Vysis† MYC status

1 33 BL 1F1R1G (+) 2F (�) 2A2R2G (�) Rearranged

2 66 DLBCL 1F1R1G (+) 2F (�) 2A2R2G (�) Rearranged

3 33 DLBCL 1F1R1G (+) 2F (�) 2A2R4G (�) Rearranged

4 84 DLBCL 1F1R1G (+) 2F (�) 1A2R3G (NC) Rearranged

5 48 BL 1F1R1G (+) 2F1miniR (NC) 2A2R2G (�) Rearranged

6 23 DLBCL 1F1R1G (+) 2F1miniR (NC) 2A2R2G (�) Rearranged

7 77 DLBCL 2F1R1G (+) 3F1R (NC) 3A3R1miniR3G (NC) Rearranged‡

8 47 BL 4F (�) 4F (�) 2A4R2G (NC) Not rearranged‡

9 73 DLBCL 3–5F (�) 3–5F (�) 3A4R3G (NC) Not rearranged‡

10 32 DLBCL 3F (�) 3F (�) 2A3R3G (NC) Not rearranged‡

11 42 DLBCL 3F (�) 3F (�) 2A3R2G (NC) Not rearranged‡

12 77 DLBCL 3F (�) 3F (�) 1-2A3R2-3G (NC) Not rearranged‡

13 40 DLBCL 3F (�) 3F (�) 1A3R2-3G (NC) Not rearranged‡

14 50 DLBCL 3F (�) 3F (�) 2A3R1G (NC) Not rearranged‡

15 24 DLBCL 3F (�) 3F (�) 2A3R2G (NC) Not rearranged‡

16 72 DLBCL 3F (�) 3F (�) 2A3R2G (NC) Not rearranged‡

17 75 DLBCL 1F1R (NC) 2F (�) 2A2R2G (�) Non-conclusive

+, Positive FISH pattern; �, negative FISH pattern; NC, non-conclusive hybridization pattern.
*F: not rearranged MYC fusion signal; R and G: red and green signals corresponding to MYC rearrangement events.
†A: aqua-labelled CEP8 signal; R: red-labelled MYC locus signal; G: green-labelled IGH locus signal; miniR: small faint red
signal.
‡MYC copy gain.

© 2013 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology, 63, 418–424.

MYC FISH probe selection 421

Cases 1–4 showed a positive break-apart hybridization 
pattern with the Vysis BA probe, whereas both the Dako 
BA and Vysis DF probe sets yielded negative results. 
This hybridization pattern was interpreted as a far 3’ 
translocation event, telomeric to the región covered by 
both the Vysis DF and Dako probes (Figures 1 and 2).

Cases 5 and 6 showed a positive translocation pattern 
with the Vysis BA probe and a normal DF pattern. A 
faint, small red signal (miniR) was detected in some 
cells with the Dako BA probe, proving the presence 
of a MYC 3’ breakpoint near the telomeric end of the 
region covered by this probe set (Figures 1 and 2).

Case 7 showed two non-translocated MYC copies 
and a rearranged MYC copy. The latter was shown 
by a clear red/green split with the Vysis BA probe 
and by a single red signal with the Dako BA set. 

Although the DF pattern was initially considered to be 
not rearranged, closer examination of the sample after 
the evaluation of BA results allowed the detection of a 
miniR signal in some tumour cells. These results are 
consistent with the presence of a MYC 3’ breakpoint in 
the region covered by the red Dako probe and near the 
end of the DF red probe (Figures 1 and 2).

Additionally, we observed several potentially conflictive 
non-rearranged samples (Cases 8–16). In those cases, 
although the increased MYC/CEP8 ratio observed with 
the DF probe could be interpreted as a non-IGH–MYC 
translocation, BA assays demonstrated that red extra 
signals were attributable to MYC copy gain but not to 
MYC translocation (Table 2; Figure 2). Therefore, a MYC 
rearrangement was actually present in only nine of 
the 15 cases (60%) showing a DF hybridization pattern 
suggestive of non-IGH–MYC translocation.
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Additionally, we observed several potentially con-
flictive non-rearranged samples (Cases 8–16). In
those cases, although the increased MYC/CEP8 ratio
observed with the DF probe could be interpreted as a
non-IGH–MYC translocation, BA assays demonstrated
that red extra signals were attributable to MYC copy
gain but not to MYC translocation (Table 2; Fig-
ure 2). Therefore, a MYC rearrangement was actually
present in only nine of the 15 cases (60%) showing a
DF hybridization pattern suggestive of non-IGH–MYC
translocation.
Finally, case 17 provided a normal hybridization

pattern when studied with the DF and Dako BA
probes, whereas the Vysis BA set showed loss of the
telomeric portion (Table 2; Figure 2). This pattern,
interpreted as non-conclusive, was compatible with
either a far 3′ gene rearrangement (and concomitant
derivative chromosome loss) or a partial deletion of
the locus covered by the green probe.

Discussion

The study of MYC translocations in pathology laborato-
ries is well-established, as it is necessary for the diagnosis

of BL. Currently, such study is also mandatory in the
management of DLBCL, in which MYC translocations
have been demonstrated to correlate with an adverse
clinical outcome and a poor response to chemotherapy.
Therefore, the accurate assessment of MYC status is
crucial for risk stratification of these patients.
Among the different methods available for studying

gene translocations, interphase FISH analysis on FFPE
tissue sections is probably the most common.22,27,28

It is a fast, easy and robust technique with which to
determine chromosomal breaks, and can be per-
formed even on old archival specimens. Moreover, it
has the advantage over conventional cytogenetics of
not requiring viable fresh tissue, which is not always
available.
There are two different FISH strategies for the

detection of MYC gene translocation (DF and BA),
and several probes of each modality are commercially
available. In our study, we compared the results
obtained with three MYC probes on a series of
aggressive BCLs. As shown in Figure 1B, all probes
cover the breakpoint region that is most frequently
involved in IG–MYC translocations, which is situated
from 190 kb 5′ to 50 kb 3′ of the gene. However,
only one of the tested probes (Vysis BA) would detect

Case 2

MYC-BA
Vysis

MYC-BA
Dako

MYC-DF
Vysis

Case 6 Case 7 Case 8 Case 17

1F1R1G 1F1R1G 2F1R1G

2A2R2G 2A2R2G 3A3R1miniR3G 2A4R2G 2A2R2G

2F1miniR 3F1R

4F

4F2F 2F

1F1R

Figure 2. FISH images from some representative conflictive cases hybridized with the different probes. A summary of the signal pattern is

included for each patient. A red isolated signal is obtained when the breakpoint falls in the area covered by the red probe (Case 7, MYC-BA

Dako probe). When the breakpoint maps near the very end of the probe, this isolated signal is visualized as a small red faint spot (miniR,

yellow arrow; cases 6 and 7).
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422 A M Mu~noz-M�armol et al.

Finally, case 17 provided a normal hybridization 
pattern when studied with the DF and Dako BA probes, 
whereas the Vysis BA set showed loss of the telomeric 
portion (Table 2; Figure 2). This pattern, interpreted 
as non-conclusive, was compatible with either a far 
3’ gene rearrangement (and concomitant derivative 
chromosome loss) or a partial deletion of the locus 
covered by the green probe.

Discussion

The study of MYC translocations in pathology 
laboratorios is well-established, as it is necessary 
for the diagnosis of BL. Currently, such study is also 
mandatory in the management of DLBCL, in which MYC 
translocations have been demonstrated to correlate 
with an adverse clinical outcome and a poor response 
to chemotherapy. Therefore, the accurate assessment 
of MYC status is crucial for risk stratification of these 
patients.

Among the different methods available for studying 
gene translocations, interphase FISH analysis on FFPE 
tissue sections is probably the most common.22,27,28 
It is a fast, easy and robust technique with which 
to determine chromosomal breaks, and can be 

performed even on old archival specimens. Moreover, 
it has the advantage over conventional cytogenetics of 
not requiring viable fresh tissue, which is not always 
available.

There are two different FISH strategies for the detection 
of MYC gene translocation (DF and BA), and several 
probes of each modality are commercially available. 
In our study, we compared the results obtained with 
three MYC probes on a series of  aggressive BCLs. As 
shown in Figure 1B, all probes cover the breakpoint 
region that is most frequently involved in IG–MYC 
translocations, which is situated from 190 kb 5’ to 
50 kb 3’ of the gene. However,  only one of the tested 
probes (Vysis BA) would detect most telomeric 
rearrangements. On the other hand, far 5’ IGH–MYC 
and some previously described cryptic rearrangements 
would be detected only by IGH–MYC DF probes.24,25 

In our series, all cases with an IGH–MYC translocation 
were identified by each of the three probes. As this 
is the most frequent MYC chromosomal aberration 
described in BL (up to 85%), any of the probes used 
would be effective enough in detecting most MYC 
rearrangements in BL. Light-chain IG and non- IG–MYC 
translocations, which are quite common in DLBCL, 
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frequently map far telomeric of the gene. Therefore, it 
is expected that probes that are not designed to cover 
at least a breakpoint region 1.0 Mb 3’ of MYC will be 
less sensitive when applied to this kind of lymphoma. 
Underestimation of far telomeric MYC translocation 
events would then result in an inaccurate risk 
stratification of those patients. 

Indeed, when MYC was rearranged with a non- IGH 
partner, a significant proportion of cases showed 
conflictive results. Seven of these 13 cases (54%) were 
only clearly seen as translocated when the Vysis BA 
probe was used. In three of them, 8q24 chromosome 
breaks mapped in the 3’ end of the region covered 
by the Dako BA probe (Cases 5 and 6) or the Vysis 
DF probe (Case 7). Although the exact positions 
targeted by commercial probes are not provided, these 
breakpoints would probably be located near to or at 
the 5’ end of the Burkitt variant rearrangement  region 
2 (BVR2). In this situation, red signals from Dako BA 
and/or DF probes split, resulting in an extra red spot 
that is visualized as a miniR signal in some cells but 
can be easily missed in high-background specimens, 
owing to its small size.

Rearrangements in Cases 1–4 were detected only by 
the Vysis BA probe. These cases most probably had 
8q24 translocation events situated downstream of the 
region covered by the other two probes, either inside or 
downstream of BVR2 (Figure 1). Although less plausible, 
we cannot rule out other options, such as inversions, 
insertions, or complex rearrangements, which would 
not necessarily deregulate MYC expression. As far as 
we know, such a ‘false-positive’ translocation result 
has never been described in relation to MYC, although 
it has been sporadically reported in association with 
other FISH BA probes.29

On the other hand, specimens bearing extra copies 
of a non-rearranged MYC gene (as demonstrated 
with BA probes) may show a DF hybridization pattern 
suggestive of a non-IGH–MYC translocation (i.e. an 
increased MYC/CEP8 ratio). DLBCL karyotypes are 
usually quite complex,1,30 and increased MYC/CEP8 
ratios can be explained by events other than MYC 
rearrangements, such as unbalanced chromosomal 
translocations involving the 8q arm, extra copies of  
the gene, or 8q isochromosomes. Therefore, these DF 
patterns should be cautiously interpreted as non-
conclusive, and verified with a BA probe in order to 
avoid their misinterpretation by clinicians.

In our experience, the Vysis BA probe is the most 
sensitive of the three probes used in this study, and 
it guarantees the detection of most far telomeric 
8q24 breaks. Moreover, as cutting artefacts and the 
overlap of nuclei in tissue sections generate both loss 
and fortuitous overlap of FISH signals, BA assays are 

generally easier to interpret than DF tests. However, 
the Vysis BA probe would miss uncommon far 
centromeric breaks as well as cryptic insertions of IG 
into the MYC locus and vice versa.

In conclusion, taking into account the importance of 
MYC oncogene status both for BL diagnosis and for 
DLBCL prognosis and treatment, the study of MYC 
rearrangements requires that FISH approaches and 
probes be carefully selected. The design and limitations 
of each of the probes used in this determination should 
be especially borne in mind during MYC  FISH pattern 
interpretation. Finally, MYC partner characterization 
should be as detailed as possible. Therefore, an optimal 
strategy to maximize detection of 8q24 abnormalities 
could be the initial use of a BA probe able to cover far 
telomeric breakpoints, followed by the application of 
an IGH–MYC DF probe and IGK/IGL–MYC DF probes 
when available. 
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4.3.  Trabajo 3: La expresión de la proteína MYC se asocia a un peor pronóstico en el 
linfoma difuso de células grandes B primario del sistema nervioso central.  
APMIS. 2015;123(7):596-603

Resumen:

Recientemente se ha demostrado que el reordenamiento de los genes MYC y BCL2, así 
como la expresión de niveles elevados de las proteínas MYC y BCL2 se asocian a un peor 
pronóstico en el linfoma difuso de células grandes B sistémico (DLBCL). Sin embargo, su 
papel en el DLBCL primario del sistema nervioso central (CNS-DLBCL) ha sido evaluado en 
escasos estudios. En este trabajo nos propusimos estudiar el inmunofenotipo, el estado de 
los genes MYC, BCL2 y BCL6 y las características clínicas en una serie de 42 CNS-DLBCLs, 
así como valorar su posible significado pronóstico. Encontramos unos niveles elevados de 
expresión del gen MYC en el 43% de los casos, y esta expresión elevada se correlacionó con 
una menor supervivencia global (OS). La expresión de niveles elevados de MYC no es debida 
a la presencia de reordenamientos del gen, ya que no se demostró reordenamiento del gen 
MYC en ningún CNS-DLBCL. Los casos con coexpresión de niveles elevados de MYC y BCL2 
mostraron una menor OS, si bien las diferencias no fueron estadísticamente significativas. 
En ningún caso se detectó traslocación del gen BCL2. El gen BCL6 se encontraba reordenado 
con frecuencia (44% de los casos), pero la presencia de traslocaciones no se correlacionó 
con el pronóstico. En conclusión, el CNS-DLBCL con frecuencia presenta sobreexpresión del 
gen MYC, y esta sobreexpresión identifica un subgrupo de linfomas con comportamiento 
más agresivo. El estudio de la expresión del gen MYC mediante inmunohistoquímica pue-
de ayudar a una valoración pronóstica más precisa en el CNS-DLBCL.
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Primary central nervous system diffuse large B-cell 
lymphoma (CNS-DLBCL) is an aggressive non-
Hodgkin’s lymphoma (NHL) of the brain or spinal 
cord without evidence of systemic involvement at 
the time of diagnosis. Lymphomas occurring in the 
context of human immunodeficiency virus (HIV) 
infection or other immunodeficiency types are 
considered separately. CNS-DLBCL is an uncommon 
disease, accounting for <1% of all NHL (1). With regard 
to morphological and immunophenotypic features, 
CNS-DLBCL is quite a homogeneous entity, usually 
exhibiting a centroblastic appearance and a non-
germinal center (non-GC) phenotype (CD10 negative, 
BCL6 positive or negative, and MUM1 positive) (2). 
Despite these homogeneous characteristics, prognosis 
of CNS-DLBCL is variable and identification of robust 
biological prognostic markers are needed. 

In recent years, it has been demonstrated that the MYC 
gene is translocated in 5–15% of systemic diffuse large 

B-cell lymphomas (DLBCL). This genetic alteration 
resulted in poorer response to chemotherapy and worse 
prognosis, especially when occurring concomitantly 
with BCL2 and/or BCL6 translocations (“double-hit” 
and “triple-hit” lymphomas) (3–6). In addition, recent 
studies have shown that immunohistochemical 
detection of high MYC and BCL2 protein expression 
is associated with an aggressive behavior and inferior 
overall survival (OS) regardless of the presence of MYC 
and BCL2 rearrangements (7–11). 

There are few studies on molecular changes in CNS-
DLBCL, but the data reported indicate high frequencies 
of BCL6 translocations and rare MYC and BCL2 
rearrangements (2, 12–14). As far as we know, there 
are no studies concurrently evaluating the frequency 
and impact on outcome of MYC and BCL2 protein 
expression and their gene translocations in CNS-
DLBCL. In this context, we aimed to investigate the 
prognostic impact of MYC, BCL6, and BCL2 gene status 
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and the immunophenotypic profile (with special 
emphasis on MYC and BCL2 proteins) in a series of 
CNS-DLBCL arising in immmunocompetent patients.

Materials and methods

Patient selection and characteristics 

Pretreatment biopsies from patients with newly 
diagnosed CNS-DLBCL in immunocompetent 
patients were retrospectively retrieved from the 
Departments of Pathology of two institutions (Hospital 
Germans Trias I Pujol, Badalona, Spain and Hospital 
Universitario de Cruces, Barakaldo, Spain). Patients 
were diagnosed between January  1992 and February 
2013 and all diagnoses were reviewed according to 
the WHO 2008 classification (1). Clinical information 
was collected from the medical records and included 
age, performance status according to the Eastern 
Cooperative Oncology Group (ECOG), and serum 
lactate dehydrogenase (LDH) levels at the time of 
diagnosis, gender, type of treatment and date of the 
last follow up or death. The type of treatment was 
classified into two groups: A) chemotherapy (CT) alone 
or in combination with radiotherapy (RT) or autologous 
stem cell transplant; B) RT alone or palliative care. The 
study was approved by the Research Ethics Boards 
of our institutions, according to the Declaration of 
Helsinki.

Tissue microarrays and immunohisto-
chemistry 

Tissue samples were fixed in formaldehyde and 
embedded  in paraffin using standard methods. 
Representative 1-mm cores of each case, in duplicate, 
were taken from tissue blocks, and two tissue 
microarrays (TMAs) were built using a microarrayer 
(Beecher instruments, Sun Prairie, WI, USA). 
Immunohistochemical stains were performed with the 
Dako EnVisionTM system following the manufacturer’s 
protocol. Monoclonal antibodies against CD20 (L26, 
1/300; Dako, Glostrup, Denmark), CD3 (PS1, 1/30, 
Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK), CD10 (56C6, 
1/ 20, Novocastra), BCL6 (PG-B6p, 1/30; Dako), BCL2 
(124, 1/200; Dako), MUM1 (MUM1p, 1/40; Dako), Ki67 
(MIB1, 1/800; Dako), and MYC (Y69, no.1472-1, 1/100; 
Epitomics, Inc., Burlingame, CA, USA) were used. 
Immunohistochemical stains were evaluated without 
knowledge of the patients’ outcome or hybridization 
results, and scored as positive or negative. A cut-off of 
30% positive cells was established for CD10, BCL6, and 
MUM1 following the criteria of Hans et al. (15) The Hans 
algorithm was applied to classify CNS-DLBCL cases 
according to the cell of origin; cases CD10 positive or 
BCL6 positive and MUM1 negative were considered to 
have a germinal center-like (GC) phenotype, and all 
other cases were considered to have a non-germinal 

center-like (non- GC) phenotype (15). Although several 
new immunohistochemical- based algorithms have 
been proposed in the literature,  the Hans algorithm 
is the most frequently used in previous studies in 
CNS-DLBCL, and was therefore used in the present 
study for comparative purposes. MYC, BCL2, and Ki67 
immunostainings were evaluated in increments of 5%. 

In-situ hybridization

Fluorescent in situ hybridization (FISH) was performed 
on sections from TMA blocks according to previously 
described methods (16). MYC rearrangements were 
evaluated by Vysis LSI MYC dual color, break-apart 
and Vysis LSI t(8;14) IGH/MYC, CEP8 Tri-color dual-
fusion probes (Abbott Molecular, Abbott Park, IL, USA). 
Translocations involving the BCL2 and BCL6 genes 
were investigated using dual color BCL2 and BCL6 
break-apart rearrangement probes (Abbott Molecular). 

Epstein–Barr virus (EBV) infection was ruled out by 
chromogenic in situ hybridization with EBV-encoded 
RNA (EBERs) 1 and 2 oligonucleotide probes (EBER 
Histosonda, Cenbimo, Lugo, Spain) according to the 
manufacturer’s instructions.

Statistical analysis

Baseline characteristics were described as mean 
and standard deviation, or median and range, 
for quantitative variables and as frequency and 
percentage for categorical  variables. The Chi-square, 
Fisher’s exact, Student’s t and Kruskal–Wallis tests 
were used when applicable for comparisons among 
these variables and among study groups. Survival 
curves were plotted according to the Kaplan–Meier  
method and were compared by the log-rank test. 
The Cox proportional hazard ratio model was used 
for univariate and multivariate survival analysis. 
Multivariate analysis was performed including the 
variables found to be predictive by univariate analysis 
(p <  0.05). OS was defined as the interval of time 
between the date of the diagnostic biopsy and the date 
of death or of last followup. Statistical analyses were 
carried out using the SPSS statistical package, version 
18.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Statistical significance 
was considered with p < 0.05.

Results

Patients’ characteristics

The study cohort consisted of 42 CNS-DLBCL patients 
whose characteristics are summarized in Table 1. The 
median follow-up was 9 months range: 0.1–167.8) and 
the 2-year OS was 35% (95% CI, 19–51%). At the end of 
the study, 29 patients (69%) had died. 
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Immunohistochemistry and molecular 
features

Data regarding the immunophenotype and molecular 
features are summarized in Table 1. Nearly all CNS-
DLBCL were negative for CD10, and positive for both 
BCL6 and MUM1. Therefore, 93% of the cases were of 
the non-GC type according to the Hans algorithm. In 
29 of 41 cases (71%) BCL2 was positive in more than 
30% of neoplastic cells. The mean percentage of MYC 
positive neoplastic cells was 29%. After establishing the 
cut-off at 30% of positive tumor cells, MYC was seen to 
be positive in 18 of 42 cases (43%). Two representative 
cases are shown in Fig. 1. The percentage of Ki67 
positive cells was higher in BCL6 positive than in BCL6 
negative cases (median: 80% vs 60% respectively, p 
= 0.002). No correlation was found between the Ki67 
index and the other immunohistochemical markers 
(CD10, MUM1, MYC) and FISH (MYC, BCL6, BCL2). 
EBERs was negative in all cases.

No translocation involving the MYC or BCL2 gene was 
found in the 41 cases studied with breakapart probes 
(Table 1), although some cases showed copy gains or 
losses affecting MYC and BCL2 loci. Regarding the 

Immunohistochemistry and molecular features

Data regarding the immunophenotype and molecu-
lar features are summarized in Table 1. Nearly all
CNS-DLBCL were negative for CD10, and positive
for both BCL6 and MUM1. Therefore, 93% of the
cases were of the non-GC type according to the
Hans algorithm. In 29 of 41 cases (71%) BCL2 was
positive in more than 30% of neoplastic cells. The
mean percentage of MYC positive neoplastic cells
was 29%. After establishing the cut-off at 30% of
positive tumor cells, MYC was seen to be positive
in 18 of 42 cases (43%). Two representative cases
are shown in Fig. 1. The percentage of Ki67 posi-
tive cells was higher in BCL6 positive than in
BCL6 negative cases (median: 80% vs 60% respec-
tively, p = 0.002). No correlation was found
between the Ki67 index and the other immunohis-
tochemical markers (CD10, MUM1, MYC) and
FISH (MYC, BCL6, BCL2). EBERs was negative
in all cases.

No translocation involving the MYC or BCL2
gene was found in the 41 cases studied with break-
apart probes (Table 1), although some cases
showed copy gains or losses affecting MYC and

BCL2 loci. Regarding the MYC locus, seven cases
showed a moderate increase in the copy number
(3–4 copies) and one case showed copy loss. An
IGH/MYC translocation was not detected in any of
the 35 cases evaluable with the dual-fusion probe.
With respect to the BCL2 locus, copy gains (3–9
copies) were found in 17 cases whereas copy losses
were not found in any case. The BCL6 gene was
rearranged in 44% of the cases, and five additional
cases showed copy gains or losses.

Factors associated with clinical outcome

On univariate analysis, factors associated with poor
OS were age over 60 years, high MYC protein
expression (MYC ≥ 30), and type of treatment B
(RT alone or palliative care) (Table 2, Fig. 2). On
multivariate analysis, only the type of treatment
and an interaction term between MYC protein
expression and the type of treatment retained prog-
nostic significance (p = 0.012 and p = 0.046, respec-
tively).

Regarding clinical data, patients with ≥60 years
of age showed lower 2-year OS rates than those

Table 1. Main clinical features of cases and their relation with MYC protein expression

Whole series (n = 42) MYC < 30 (n = 24) MYC ≥ 30 (n = 18) p value

Gender, n (%)
Male/Female 22 (52)/20 (48) 13 (54)/11(46) 9 (50)/9 (18) 0.99

Age, years
Median (Range) 66 (12–81) 68 (12/80) 64.5 (55–81) 0.232
Age ≥ 60, n (%) 28/42 (67) 15/24 (62) 13/18 (72) 0.742

Performance status, n (%)
ECOG > 2 35/39 (90) 20/24 (83) 15/15 (100) 0.146

Elevated LDH, n (%) 10/25 (40) 8/19 (42) 2/6 (33) 0.99
Treatment
CT � RT � Transplant 24/36 (67) 18/23 (78) 6/13 (46) 0.056

Immunophenotype
CD10 positive, n (%) 3/42 (7) 3/24 (12) 0/18 (0) 0.247
BCL6 positive, n (%) 32/41 (78) 16/23 (70) 16/18 (89) 0.254
MUM1 positive, n (%) 42/42 (100) 24/24 (100) 18/18 (100) –
BCL2 positive
Median % (min, max) 80 (0, 80) 60 (0, 80) 80 (0, 80) 0.770
≥30, n (%) 29/41 (71) 17/23 (74) 12/18 (67) 0.734

Ki67, median % (min, max) 70 (40, 95) 70 (40, 95) 75 (40, 95) 0.497
MYC positive
Mean % (SD) 29 (24) NA NA –
Median % (min, max) 20 (5, 90) NA NA –
≥30, n (%) 18/42 (43) NA NA –

HANS algorithm, n (%)
GC 3/42 (7) 3/24 (12) 0/18 (0) 0.247
non-GC 39/42 (93) 21/24 (88) 18/18 (100)

FISH, n (%)
BCL6 translocation 18/41 (44) 10/23 (43) 8/18 (44) 0.99
BCL2 translocation 0/41 (0) 0/23 (0) 0/18 (0) –
MYC translocation 0/41 (0) 0/23 (0) 0/18 (0) –

CT, chemotherapy; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; GC, germinal center B-cell like; LDH, lactate dehydro-
genase; MYC < 30, cases with a percentage of MYC positive cells inferior to 30%; MYC ≥ 30, cases with a percentage of
MYC positive cells ≥30%; NA, not applicable; RT, radiotherapy.

598 © 2015 APMIS. Published by John Wiley & Sons Ltd

TAPIA et al.

MYC locus, seven cases showed a moderate increase 
in the copy number (3–4 copies) and one case showed 
copy loss. An IGH/MYC translocation was not detected 
in any of the 35 cases evaluable with the dual-fusion 
probe. With respect to the BCL2 locus, copy gains 
(3–9 copies) were found in 17 cases where as copy 
losses were not found in any case. The BCL6 gene was 
rearranged in 44% of the cases, and five additional 
cases showed copy gains or losses.

Factors associated with clinical 
outcome

On univariate analysis, factors associated with 
poor OS were age over 60 years, high MYC protein 
expression (MYC ≥ 30), and type of treatment B (RT 
alone or palliative care) (Table 2, Fig. 2). On multivariate 
analysis, only the type of treatment and an interaction 
term between MYC protein expression and the type of 
treatment retained prognostic significance (p = 0.012 
and p = 0.046, respectively). 

Regarding clinical data, patients with ≥60 years of age 
showed lower 2-year OS rates than those with <60 
years [28% (95% CI, 10–46%) vs 50% (95% CI, 21–79%), 
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p = 0.018]. Type of treatment A was associated with 
better 2-year OS rates when compared to those type 
of treatment B [55% (95% CI, 32–78%) vs 0%, p < 0.001]. 
Although patients with an ECOG ≥ 2 had lower 2-year 
OS rates than those with an ECOG <2 [32% (95% CI, 15–
49%) vs 67% (95% CI, 14–100%), the difference did not 
reach statistical significance (p = 0.114).

Prognostic evaluation of the immunohistochemical 
features revealed that neither CD10, BCL6, and 
MUM1 expression nor the Ki67 index had an impact 
on prognosis. The cell of origin phenotype according 
to the Hans algorithm was also not correlated with 
prognosis. Several cut-off points of BCL2 protein 
expression were evaluated, including the previously 
reported values of 70%, 50%, and 30%, and none had an 

with <60 years [28% (95% CI, 10–46%) vs 50%
(95% CI, 21–79%), p = 0.018]. Type of treatment
A was associated with better 2-year OS rates when
compared to those type of treatment B [55% (95%
CI, 32–78%) vs 0%, p < 0.001]. Although patients
with an ECOG ≥ 2 had lower 2-year OS rates than
those with an ECOG <2 [32% (95% CI, 15–49%)
vs 67% (95% CI, 14–100%), the difference did not
reach statistical significance (p = 0.114).

Prognostic evaluation of the immunohistochemi-
cal features revealed that neither CD10, BCL6, and
MUM1 expression nor the Ki67 index had an
impact on prognosis. The cell of origin phenotype
according to the Hans algorithm was also not cor-
related with prognosis. Several cut-off points of

BCL2 protein expression were evaluated, including
the previously reported values of 70%, 50%, and
30%, and none had an impact on prognosis (7, 8).
The prognostic significance of MYC protein expres-
sion was also evaluated using several cut-off points,
such as the previously reported values of 40% and
10%, as well as the median (20%) and mean (30%)
values of positive cells obtained in our series (7, 8,
10, 11). The 30% cut-off value showed the best cor-
relation with survival. Cases with MYC ≥ 30% had
a significantly lower 2-year OS rates than those
with MYC <30% [18% (95% CI, 0–38%) vs 48%
(95% CI, 26–70%), p = 0.036] (Fig. 2A). Of note,
the clinical, immunophenotypic and molecular fea-
tures of CNS-DLBCL cases with MYC ≥ 30 did

A B C

D E F

Fig. 1. Two representative examples of primary central nervous system diffuse large B-cell lymphomas. Patient 1: (A),
hematoxylin and eosin stain showing large neoplastic cells with prominent nucleoli (original magnification 9200), (B)
MYC and (C) BCL2 stains showing a high percentage of positive cells protein expression (original magnification 9200).
Patient 2: (D) hematoxylin and eosin stain showing a perivascular pattern of infiltration (original magnification 9200), (E)
MYC stain showing a low percentage of positive cells (original magnification 9200), and (F) BCL2 stain with a high per-
centage of positive cells (original magnification 9200).

Table 2. Univariate and multivariate survival analysis of patients with CNS-DLBCL

Univariate analysis Multivariate analysis1

Variable Unfavorable category HR 95% CI p value HR 95% CI p value

Age ≥60 years 2.8 1.2–6.6 0.022 2.43 0.75–7.69 0.136
MYC expression ≥30% cells 2.2 1.03–4.9 0.041 1.92 0.53–6.67 0.319
MYC and BCL2 expression ≥30% cells 1.9 0.9–4.1 0.096
Type of treatment B 12.2 4.1–36.7 <0.001 4.66 1.14–18.96 0.032

B, surgery alone, radiotherapy alone or palliative care; CI, confidence interval; CNS-DLBCL, central nervous system dif-
fuse large B-cell lymphoma; HR, hazard ratio.
1The interaction term between MYC expression and treatment was statistically significant [HR = 6.26 (95% CI, 1.04–
37.86); p = 0.046].
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impact on prognosis (7, 8). The prognostic significance 
of MYC protein expression was also evaluated using 
several cut-off points, such as the previously reported 
values of 40% and 10%, as well as the median (20%) 
and mean (30%) values of positive cells obtained in 
our series (7, 8, 10, 11). The 30% cut-off value showed 
the best correlation with survival. Cases with MYC 
≥ 30% had a significantly lower 2-year OS rates than 
those with MYC <30% [18% (95% CI, 0–38%) vs 48% (95% 
CI, 26–70%), p = 0.036] (Fig. 2A). Of note, the clinical, 
immunophenotypic and molecular features of CNS-
DLBCL cases with MYC ≥ 30 did not differ from those 
with MYC < 30 (Table 1). Despite MYC protein expression 
lost its prognostic value on multivariate analysis, the 
interaction term between MYC protein expression 
and the type of treatment had prognostic significance, 
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not differ from those with MYC < 30 (Table 1).
Despite MYC protein expression lost its prognostic
value on multivariate analysis, the interaction term
between MYC protein expression and the type
of treatment had prognostic significance, indicat-
ing that MYC expression was also relevant on

multivariate analysis. To ascertain the effect of the
type of treatment on the prognostic value of MYC
protein expression, a survival analysis was per-
formed in the subset of patients receiving treatment
A. In this subset, cases with MYC ≥ 30 showed
lower 2-year OS rates than those with MYC < 30
[33% (95% CI, 0–83%) vs 61% (95% CI, 36–
86%), p = 0.239] (Fig. 2C). However, the difference
was not statistically significant, probably due to the
limited number of cases.

The effect of the concomitant expression of
MYC and BCL2 proteins on OS was also evalu-
ated. Cases with MYC ≥ 30/BCL2 ≥ 30 showed
lower 2-year OS rates than those with MYC < 30
and/or BCL2 < 30, although the difference did not
reach statistical significance [17% (95% CI, 0–38%)
vs 41% (95% CI, 20–62%) respectively, p = 0.096]
(Fig. 2B).

Finally, the presence of BCL6 translocation was
not related to survival [2-year OS: 38% (95% CI,
11–65%) in BCL6 translocated cases vs 34% (95%
CI, 14–54%) in BCL6 non-translocated cases;
p = 0.664]. Since MYC and BCL2 were not translo-
cated in any case, prognostic evaluation was not
applicable for these variables.

DISCUSSION

The data of the present study indicate that MYC
protein expression has prognostic value in CNS-
DLBCL in immunocompetent patients, similar to
what has recently been reported for systemic
DLBCL (7–11). Moreover, we found a trend to a
lower OS in CNS-DLBCL with concomitant
expression of high MYC and BCL2 proteins.

In systemic DLBCL, it is well-established that
cases with MYC gene translocations have a bad

A

B

C

Fig. 2. Overall survival (OS) of patients with primary cen-
tral nervous system diffuse large B-cell lymphoma. Kap-
lan–Meier curves represent the OS of the whole series (A)
in relation to MYC protein expression. Patients with high
MYC protein expression (≥30% of neoplastic cells) have a
significantly worse outcome compared to those with low
MYC protein expression (<30% of neoplastic cells). Kap-
lan–Meier curves represent the OS of the whole series (B)
in relation to concurrent MYC and BCL2 protein expres-
sion. Patients with concurrent high MYC and BCL2 pro-
tein expression (≥30% of neoplastic cells) had a
significantly worse outcome compared to those with low
MYC and / or BCL2 protein expression (<30% of neo-
plastic cells). Kaplan–Meier curves represent the OS of
patients treated with chemotherapy (C) in relation to
MYC protein expression. Patients with high MYC protein
expression (≥30% of neoplastic cells) had a worse outcome
compared to those with low MYC protein expression
(<30% of neoplastic cells), although the difference was not
statistically significant.
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indicating that MYC expression was also relevant on 
multivariate analysis. To ascertain the effect of the 
type of treatment on the prognostic value of MYC 
protein expression, a survival analysis was performed 
in the subset of patients receiving treatment A. In this 
subset, cases with MYC ≥ 30 showed lower 2-year OS 
rates than those with MYC < 30 [33% (95% CI, 0–83%) vs 
61% (95% CI, 36– 86%), p = 0.239] (Fig. 2C). However, the 
difference was not statistically significant,  probably 
due to the limited number of cases. 

The effect of the concomitant expression of MYC and 
BCL2 proteins on OS was also evaluated. Cases with 
MYC ≥ 30/BCL2 ≥ 30 showed lower 2-year OS rates than 
those with MYC < 30 and/or BCL2 < 30, although the 
difference did not reach statistical significance [17% 
(95% CI, 0–38%) vs 41% (95% CI, 20–62%) respectively, p 
= 0.096] (Fig. 2B).

Finally, the presence of BCL6 translocation was not 
related to survival [2-year OS: 38% (95% CI, 11–65%) 
in BCL6 translocated cases vs 34% (95% CI, 14–54%) in 
BCL6 non-translocated cases; p = 0.664]. Since MYC 
and BCL2 were not translocated in any case, prognostic 
evaluation was not applicable for these variables.

Discussion

The data of the present study indicate that MYC pro-
tein expression has prognostic value in CNS-DLBCL in 
immunocompetent patients, similar to what has re-
cently been reported for systemic DLBCL (7–11). More-
over, we found a trend to a lower OS in CNS-DLBCL 
with concomitant expression of high MYC and BCL2 
proteins. 

In systemic DLBCL, it is well-established that cases 
with MYC gene translocations have a bad prognosis 
and worse response to chemotherapy regimens, es-

not differ from those with MYC < 30 (Table 1).
Despite MYC protein expression lost its prognostic
value on multivariate analysis, the interaction term
between MYC protein expression and the type
of treatment had prognostic significance, indicat-
ing that MYC expression was also relevant on

multivariate analysis. To ascertain the effect of the
type of treatment on the prognostic value of MYC
protein expression, a survival analysis was per-
formed in the subset of patients receiving treatment
A. In this subset, cases with MYC ≥ 30 showed
lower 2-year OS rates than those with MYC < 30
[33% (95% CI, 0–83%) vs 61% (95% CI, 36–
86%), p = 0.239] (Fig. 2C). However, the difference
was not statistically significant, probably due to the
limited number of cases.

The effect of the concomitant expression of
MYC and BCL2 proteins on OS was also evalu-
ated. Cases with MYC ≥ 30/BCL2 ≥ 30 showed
lower 2-year OS rates than those with MYC < 30
and/or BCL2 < 30, although the difference did not
reach statistical significance [17% (95% CI, 0–38%)
vs 41% (95% CI, 20–62%) respectively, p = 0.096]
(Fig. 2B).

Finally, the presence of BCL6 translocation was
not related to survival [2-year OS: 38% (95% CI,
11–65%) in BCL6 translocated cases vs 34% (95%
CI, 14–54%) in BCL6 non-translocated cases;
p = 0.664]. Since MYC and BCL2 were not translo-
cated in any case, prognostic evaluation was not
applicable for these variables.

DISCUSSION

The data of the present study indicate that MYC
protein expression has prognostic value in CNS-
DLBCL in immunocompetent patients, similar to
what has recently been reported for systemic
DLBCL (7–11). Moreover, we found a trend to a
lower OS in CNS-DLBCL with concomitant
expression of high MYC and BCL2 proteins.

In systemic DLBCL, it is well-established that
cases with MYC gene translocations have a bad

A

B

C

Fig. 2. Overall survival (OS) of patients with primary cen-
tral nervous system diffuse large B-cell lymphoma. Kap-
lan–Meier curves represent the OS of the whole series (A)
in relation to MYC protein expression. Patients with high
MYC protein expression (≥30% of neoplastic cells) have a
significantly worse outcome compared to those with low
MYC protein expression (<30% of neoplastic cells). Kap-
lan–Meier curves represent the OS of the whole series (B)
in relation to concurrent MYC and BCL2 protein expres-
sion. Patients with concurrent high MYC and BCL2 pro-
tein expression (≥30% of neoplastic cells) had a
significantly worse outcome compared to those with low
MYC and / or BCL2 protein expression (<30% of neo-
plastic cells). Kaplan–Meier curves represent the OS of
patients treated with chemotherapy (C) in relation to
MYC protein expression. Patients with high MYC protein
expression (≥30% of neoplastic cells) had a worse outcome
compared to those with low MYC protein expression
(<30% of neoplastic cells), although the difference was not
statistically significant.
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pecially those cases harboring MYC gene rearrange-
ments concurrently with BCL6 and/ or BCL2 rearrange-
ments (“double-hit” and “triple-hit” lymphomas) (3–6). 
We observed that MYC and BCL2 were not rearranged 
in the present CNS-DLBCL series, in agreement with 
a few previous studies in the literature reporting low 
frequency of rearrangements of MYC and BCL2, and 
thus are not useful prognostic tools in CNS-DLBCL (2, 
12– 14). Interestingly, a low frequency of MYC and BCL2 
translocation and a high frequency of BCL6  rearrange-
ment have also been found in primary testicular DLB-
CL, another immune privileged site. Moreover, primary 
testicular DLBCL and CNS-DLBCL share a predominant 
non-GC phenotype characterized by activation of the 
NFkB pathway(17).

Recent studies have shown that nodal DLBCL 
that carry MYC translocations show MYC protein 
overexpression, although some cases devoid of MYC 
gene rearrangements have also shown high MYC 
protein expression (18, 19). There is increasing evidence 
that systemic DLBCL with high MYC and BCL2 protein 
expression has a bad prognosis, independently of gene 
status (7–11). In the present study, we found that CNS-
DLBCL frequently show high MYC protein expression 
(43% of cases), consistent with a previous study and 
with the high MYC mRNA levels found in CNS-DLBCL 
by gene expression arrays (14, 20). High MYC protein 
expression was not related to MYC translocation 
(absent in all instances) or copy gains (found in 19.5% of 
cases), and could be due to alternative gene activation 
and/or transcriptional up-regulation mechanisms. 
Interestingly, a recent study has reported the up-
regulation of some micro-RNAs related to the MYC 
pathway in CNS-DLBCL in comparison with nodal 
DLBCL, a finding that could explain MYC protein over-
expression in CNS-DLBCL (21).

High MYC protein expression was predictive of worse 
OS in our series of CNS-DLBCL patients (2-years 
OS: 18% vs 48%). Of note, cases with low and high 
MYC expression were not different in terms of age, 
performance status, other immunophenotypic features 
or any of the remaining parameters evaluated. Our 
results show that MYC protein expression assessed 
by  immunohistochemistry is a putative prognostic 
marker in CNS-DLBCL. This is in contrast with a recent 
study in which MYC expression was not found to be of 
prognostic value (22). This could be due to differences 
in the population of study or to the disparity of cut-offs 
used for MYC expression; Rubinstein et al. applied the 
eligible criterion of ECOG ≤ 2  and a 50% cut-off whereas 
our series included all patients independently of ECOG 
and a 30% cut-off was used (22). This fact highlights 
the importance of standardizing the MYC expression 
cut-off value in CNS-DLBCL to use this protein as a 
prognostic marker.

In our work BCL2 protein expression was not related to 
survival but, we did detect a trend to a lower 2-year OS 
than cases with low expression of MYC and/or BCL2 
in CNS-DLBCL cases with concomitant expression of 
MYC and BCL2 (defined as MYC ≥ 30 and BCL2 ≥ 30). 
To our  knowledge, this is the first study to assess the 
prognostic role of concomitant expression of MYC and 
BCL2, and further data are needed to elucidate the 
prognostic value of the co-expression of both markers. 

BCL6 protein expression was not of prognostic value in 
our series which is consistent with the largest report 
to date on CNS-DLBCL (23). Notwithstanding, BCL6 
expression has been reported to be a prognostic factor 
for survival in other series (24, 25). In addition, BCL6 
gene rearrangements were not predictive of worse 
survival in the present CNS-DLCBL series, as opposed 
to a previous study (13). Of note, the frequency of 
BCL6 rearrangements in the study by Cady et al. was 
lower than ours (17% vs 44%) which could influence 
the impact of BCL6 rearrangements on survival (13). 
Therefore, further studies in larger series are needed 
to ascertain the importance of BCL6 rearrangement in 
predicting outcome.

In summary, the present data demonstrate the 
importance of studying MYC protein expression 
for accurate prognostic stratification of CNS-DLBCL 
patients. Moreover, our results indicate the need 
to assess the prognostic value of MYC and BCL2 co-
expression in larger series. In addition, we have 
confirmed the low interest of studying MYC and BCL2 
translocations in CNS-DLBCL since they are absent 
in almost all cases. The present study was limited by 
several factors. Due to its retrospective nature, the 
medical records of some patients did not contain 
information related to all the variables studied. 
Furthermore, treatments were heterogeneous, but 
67% of patients received the currently recommended 
CT regimens for this pathology, supporting the results 
of survival analysis.

Conflicts of interest 

The authors disclose that they have no significant 
relationships with or financial interest in any 
commercial companies pertaining to this article.

This study was supported by grants 02/1210 from 
Marat_o TV3 and EC11-041 from Ministerio de Sanidad, 
Politica Social e Igualdad, Spain. 

References

1. Kluin PM, Deckert M, Ferry JA. Primary diffuse 
large B-cell lymphoma of the CNS. In: Swerdlow SH, 
Campo E, Harris NL, Jaffe ES, Pileri SA, Stein H,Thiele J, 
Vardiman JW, editors. Tumours of Haematopoietic and 



Resultados 89

Lymphoid Tissues, 4th edn. Lyon: IARC, 2008: 240–1.

2. Hattab EM, Martin SE, Al-Khatib SM, Kupsky WJ, 
Vance GH, Stohler RA, et al. Most primary central 
nervous system diffuse large B-cell lymphomas 
occurring in immunocompetent individuals belong 
to the nongerminal center subtype: a retrospective 
analysis of 31 cases. Mod Pathol 2010;23:235–43.

3. Barrans S, Crouch S, Smith A, Turner K, Owen R, 
Patmore R, et al. Rearrangement of MYC is associated 
with poor prognosis in patients with diffuse large 
B-cell lymphoma treated in the era of rituximab. J Clin 
Oncol 2010;28:3360–5.

4. Savage KJ, Johnson NA, Ben-Neriah S, Connors JM, 
Sehn LH, Farinha P, et al. MYC gene rearrangements 
are associated with a poor prognosis in diffuse large 
B-cell lymphoma patients treated with R-CHOP 
chemotherapy. Blood 2009;114:3533–7.

5. Johnson NA, Savage KJ, Ludkovski O, Ben-Neriah S, 
Woods R, Steidl C, et al. Lymphomas with concurrent 
BCL2 and MYC translocations: the critical factors as-
sociated with survival. Blood 2009;114:2273–9.

6. Snuderl M, Kolman OK, Chen YB, Hsu JJ, Ackerman 
AM, Dal Cin P, et al. B-cell lymphomas with concurrent 
IGH-BCL2 and MYC rearrangements are aggressive 
neoplasms with clinical and pathologic features dis-
tinct from Burkitt lymphoma and diffuse large B-cell 
lymphoma. Am J Surg Pathol 2010;34:327–40.

7. Green TM, Young KH, Visco C, Xu-Monette ZY, Orazi 
A, Go RS, et al. Immunohistochemical double-hit score 
is a strong predictor of outcome in patients with dif-
fuse large B-cell lymphoma treated with rituximab 
plus cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and 
prednisone. J Clin Oncol 2012;30:3460–7.

8. Johnson NA, Slack GW, Savage KJ, Connors JM, 
Ben-Neriah S, Rogic S, et al. Concurrent expression 
of MYC and BCL2 in diffuse large B-cell lymphoma 
treated with rituximab plus cyclophosphamide, 
doxorubicin, vincristine, and prednisone. J Clin Oncol 
2012;30:3452–9.

9. Hu S, Xu-Monette ZY, Tzankov A, Green T, Wu L, Bal-
asubramanyam A, et al. MYC/BCL2 protein coexpres-
sion contributes to the inferior survival of activated 
B-cell subtype of diffuse large B-cell lymphoma and 
demonstrates high-risk gene expression signatures: a 
report from The International DLBCL Rituximab-CHOP 
Consortium Program. Blood 2013;121:4021–31.

10. Horn H, Ziepert M, Becher C, Barth TF, Bernd HW, 
Feller AC, et al. MYC status in concert with BCL2 and 
BCL6 expression predicts outcome in diffuse large B-

cell lymphoma. Blood 2013;121:2253–63.

11. Valera A, L_opez-Guillermo A, Cardesa-Salzmann 
T, Climent F, Gonz_alez-Barca E, Mercadal S, et al. 
MYC protein expression and genetic alterations have 
prognostic impact in diffuse large B-cell lymphoma 
treated with immunochemotherapy. Haematologica 
2013;98:1554–62.

12. Montesinos-Rongen M, Z€uhlke-Jenisch R, Gesk S, 
Martin-Subero JL, Schaller C, Van Roost D, et al. Inter-
phase cytogenetic analysis of lymphoma-associated 
chromosomal breakpoints in primary diffuse large B-
cell lymphomas of the central nervous system. J Neu-
ropathol Exp Neurol 2002;61:926–33.

13. Cady FM, O’Neill BP, Law ME, Decker PA, Kurtz DM, 
Giannini C, et al. Del(6)(q22) and BCL6 rearrangements 
in primary CNS lymphoma are indicators of an aggres-
sive clinical course. J Clin Oncol 2008;26:4814–9.

14. Brunn A, Nagel I, Montesinos-Rongen M, Klapper 
W, Vater I, Paulus W, et al. Frequent triple-hit expres-
sion of MYC, BCL2, and BCL6 in primary lymphoma 
of the central nervous system and absence of a fa-
vorable MYC(low)BCL2 (low) subgroup may under-
lie the inferior prognosis as compared to systemic 
diffuse large B cell lymphomas. Acta Neuropathol 
2013;126:603–5.

15. Hans CP, Weisenburger DD, Greiner TC, Gascoyne 
RD, Delabie J, Ott G, et al. Confirmation of the mo-
lecular classification of diffuse large B-cell lym-
phoma by immunohistochemistry using a tissue 
microarray. Blood 2004;103:275–82.

16. Muñoz-Mármol AM, Sanz C, Tapia G, Marginet R, 
Ariza A, Mate JL. MYC status determination in aggres-
sive B-cell lymphoma: the impact of FISH probe selec-
tion. Histopathology 2013;63:418–24.

17. Menter T, Ernst M, Drachneris J, Dirnhofer S, Barg-
horn A, Went P, et al. Phenotype profiling of primary 
testicular diffuse large B-cell lymphomas. Hematol 
Oncol 2014;32:72–81.

18. Tapia G, Lopez R, Muñoz-Mármol AM, Mate JL, 
Sanz C, Marginet R, et al. Immunohistochemical de-
tection of MYC protein correlates with MYC gene sta-
tus in aggressive B cell lymphomas. Histopathology 
2011;59:672–8.

19. Green TM, Nielsen O, de Stricker K, Xu-Monette 
ZY, Young KH, Moller MB. High levels of nuclear MYC 
protein predict the presence of MYC rearrangement 
in diffuse large B-cell lymphoma. Am J Surg Pathol 
2012;36:612–9.



90 Alteraciones del gen MYC en linfomas agresivos de células B: evaluación mediante FISH,  
relación con la expresión proteica y valor pronóstico. 

20. Rubenstein JL, Fridlyand J, Shen A, Aldape K, 
Ginzinger D, Batchelor T, et al. Gene expression 
and angiotropism in primary CNS lymphoma. 
Blood 2006;107:3716–23.

21. Fischer L, Hummel M, Korfel A, Lenze D, Joehrens K, 
Thiel E. Differential micro-RNA expression in primary 
CNS and nodal diffuse large B-cell lymphomas. Neuro-
Oncology 2011;13:1090–8. 

22. Rubenstein JL, Hsi ED, Johnson JL, Jung SH, 
Nakashima MO, Grant B, et al. Intensive chemotherapy 
and immunotherapy in patients with newly diagnosed 
primary CNS lymphoma: CALGB 50202 (Alliance 
50202). J Clin Oncol 2013;31:3061–8. 

23. Camilleri-Br€oet S, Crini_ere E, Br€oet P, Delwail 
V, Mokhtari K, Moreau A, et al. A uniform activated 
B- cell-like immunophenotype might explain the 
poor prognosis of primary central nervous system 
lymphomas: analysis of 83 cases. Blood 2006;107:190–6. 

24. Levy O, DeAngelis LM, Filippa DA, Panageas KS, 
Abrey LE. BCL-6 predicts improved prognosis in 
primary central nervous system lymphoma. Cancer 
2008;112:151–6.

25. Braaten KM, Betensky RA, de Leval L, Okada 
Y, Hochberg FH, Louis DN, et al. BCL-6 expression 
predicts improved survival in patients with primary 
central nervous system lymphoma. Clin Cancer Res 
2003;9:1063–9.



5. Discusión





Discusión 93

5. Discusión

La importancia del gen MYC en la etiopa-
togenia del linfoma de Burkitt (BL), y por lo 
tanto, en su diagnóstico, es conocida des-
de hace décadas. A lo largo de los últimos 
años, se ha puesto de manifiesto que el gen 
MYC  y su proteína juegan también un pa-
pel importante en otros procesos linfoproli-
ferativos agresivos de células B, como el lin-
foma difuso de células grandes B (DLBCL), 
linfomas inclasificables de características 
intermedias entre BL y DLBCL (BCLU) o el 
linfoma plasmablástico, entre otros. Dada 
su relevancia en el diagnóstico y, como  
se ha demostrado posteriormente, en la 
valoración pronóstica de los linfomas agre-
sivos de células B, en la presente tesis nos 
planteamos estudiar diferentes aspectos 
del gen MYC y la proteína MYC en linfo-
mas agresivos. Así, en el primer trabajo de 
la tesis nos centramos en la relación entre 
la existencia de reordenamiento génico y la 
expresión proteica de MYC, valorada me-
diante técnicas inmunohistoquímicas, en 
el segundo trabajo valoramos diferentes 
sondas de FISH para la determinación del 
status del gen y los resultados discordantes 
obtenidos entre ellas, y en el tercer trabajo 
evaluamos el valor pronóstico de la expre-
sión de la proteína MYC en un subtipo de 
DLBCL, el DLBCL primario del sistema ner-
vioso central (CNS-DLBCL).

En el primer trabajo de esta tesis estudia-
mos la expresión de la proteína MYC y de 
otros marcadores inmunohistoquímicos 
(CD20, CD3, CD10, BCL6, BCL2 y MUM1), así 
como el subtipo molecular según el algorit-
mo de Hans, en una serie de 56 linfomas 

agresivos de células B en los que el estado 
del gen MYC era conocido. La serie estaba 
constituida por 9 BL (8 casos con trasloca-
ción del gen MYC), 45 DLBCL (9 casos con 
traslocación del gen MYC) y 2 BCLU (los 
dos con traslocación del gen MYC). En el 
análisis observamos una correlación entre 
la expresión de la proteína MYC, evaluada 
mediante técnicas inmunohistoquímicas, y 
el status del gen. Así, los casos con traslo-
cación del gen MYC (MYC+) mostraban un 
porcentaje de células neoplásicas positivas 
para la proteína MYC superior a aquellos 
sin traslocación del gen (MYC-) (70% vs. 28% 
respectivamente), independientemente del 
diagnóstico. Esta correlación se mantenía 
al considerar únicamente los DLBCL (61% 
vs. 28% en MYC+DLBCL vs. MYC-DLBCL res-
pectivamente). Los niveles de expresión de 
MYC no se correlacionaron con el resto de 
parámetros inmunohistoquímicos evalua-
dos ni con el subtipo molecular (Hans).

La relación entre el status del gen MYC y 
los niveles de expresión proteica detecta-
dos mediante técnicas inmunohistoquími-
cas había sido evaluada recientemente por 
Ruzinova et al (Ruzinova, Caron e Rodig, 
2010) en una serie de 46 linfomas agresi-
vos (17BL, 19 MYC+DLBCL, 5 MYC-DLBCL,  
1 MYC+BCLU y 1 MYC- BCLU). Estos inves-
tigadores observaron que los casos MYC+ 
mostraban una tinción inmunohistoquí-
mica de patrón nuclear (o mixto nuclear 
y citoplasmático), mientras que los ca-
sos MYC- mostraban una tinción inmu-
nohistoquímica de patrón citoplasmático 
exclusivamente, por lo que concluyeron 
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que la tinción nuclear para MYC permitía 
identificar los linfomas MYC+. En cambio, 
en nuestro trabajo no observamos tinción 
citoplasmática en ningún caso, a pesar de 
que el anticuerpo utilizado era el mismo. 
Estas diferencias podrían explicarse por la 
utilización de diferente metodología (mé-
todo de recuperación antigénica, condicio-
nes de fijación de la muestra, etc). Estudios 
posteriores han reportado una tinción ex-
clusivamente nuclear, y han corroborado 
la relación entre la detección de reorde-
namiento del gen MYC y altos niveles de 
expresión proteica mediante técnicas in-
munohistoquímicas (Green, Nielsen, et al., 
2012; Kluk et al., 2012). 

La presencia de ganancia de copias / am-
plificaciones no se correlacionó con ma-
yor porcentaje de positividad para MYC. 
Los casos con un aumento del número de 
copias del gen MYC, pero sin traslocación, 
presentaban un 31% de células MYC positi-
vas, mientras que los casos sin alteraciones 
génicas (sin reordenamiento ni ganancia de 
copias) presentaban un 28% de células MYC 
positivas. Este aspecto no ha sido valorado 
extensamente, si bien algunos autores han 
encontrado una tendencia a una mayor ex-
presión de MYC en los casos con ganancia 
de copias respecto a aquellos sin alteracio-
nes génicas (Bellas et al., 2014).

En nuestra serie, algunos linfomas MYC-  
mostraban un elevado porcentaje de célu-
las MYC positivas (hasta el 80%), a pesar de 
la ausencia de reordenamiento o ganancia 
de copias del gen (figura 15). Estudios pos-
teriores han obtenido resultados similares, 
si bien el porcentaje de estos casos varía 
según las series, y según el punto de cor-
te que se haya utilizado para definir la so-
breexpresión de MYC (Green, Young et al. 
2012; Green, Nielsen, et al., 2012; Johnson 

et al., 2012; Kluk et al., 2012). El mecanismo 
mediante el cual se produce esta sobreex-
presión en ausencia de reordenamiento o 
ganancia de copias / amplificación es desco-
nocido, y podría ser debido a una alteración 
en los mecanismos de regulación de la acti-
vación del gen, ya sea a nivel transcripcio-
nal o post-transcripcional. En este sentido, 
se ha demostrado que la activación de la vía 
JAK-STAT3 puede producir una regulación 
positiva de MYC, en ausencia de alteracio-
nes génicas, y constituye el mecanismo de 
sobreexpresión de MYC en los DLBCL ALK+ 
(Sarosiek et al., 2010; Valera, Colomo, et al., 
2013; Pasqualucci et al., 2001). 

En contrapartida, en nuestro trabajo ob-
servamos 3 linfomas MYC+ de 19 (15,8%) 
que mostraban un porcentaje bajo (infe-
rior al 40%) de células MYC positivas en 
el estudio inmunohistoquímico (datos no 
reportados) (figura 15). De igual forma, Jo-
hnson et al estudiaron 290 DLBCL, y en 9 
casos de 34 (24,5%) MYC+DLBCL, el porcen-
taje de células MYC positivas fue inferior 
al 40% (Johnson et al., 2012). Otros autores 
no han encontrado esta discorrelación en-
tre la expresión proteica y el status del gen 
MYC (Green, Nielsen, et al., 2012; Kluk et al., 
2012). La causa de esta falta de correlación 
entre expresión y reordenamiento no es 
conocida. Sin embargo, se sabe que hasta 
el 30% de los DLBCL sufren mutaciones en 
el gen MYC, que podrían influir sobre los 
mecanismos de regulación post-transcrip-
cional, la degradación o la configuración 
tridimensional de la proteína MYC que dis-
minuyan o eliminen totalmente la afinidad 
del anticuerpo monoclonal utilizado por el 
epítopo correspondiente (Pasqualucci et al., 
2001; Meyer e Penn, 2008). Este mecanismo, 
en que la presencia de mutaciones provo-
ca la pérdida de sensibilidad del anticuer-
po monoclonal utilizado, ha sido descrito 
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recientemente para la proteína BCL2. Así, 
de una serie de 22 LF negativos para BCL2 
con el anticuerpo monoclonal habitual, 11 
casos mostraban reordenamiento del gen 
BCL2 mediante FISH y en 10 de ellos pudo 
demostrarse positividad para BCL2 me-
diante otros anticuerpos monoclonales. 
En estos casos se demostró la presencia de 

mutaciones en el epítopo reconocido por el 
primer anticuerpo, que explicaría la pérdi-
da de sensibilidad del mismo (Adam et al., 
2013). Resultaría interesante evaluar la sen-
sibilidad de diferentes anticuerpos frente a 
la proteína MYC en una serie de linfomas 
agresivos con reordenamiento del gen MYC 
y niveles de expresión bajos con la clona 
Y69, con tal de explorar esta posibilidad. Fi-
nalmente, no se puede descartar la existen-
cia de problemas de fijación de la muestra 
que afecten a la preservación del determi-

nante antigénico y que puedan influir en 
esta discorrelación en algún caso.

 Así, en el primer trabajo de la tesis demos-
tramos que el reordenamiento del gen MYC 
se correlaciona con unos niveles de expre-
sión proteica elevados, si bien la correla-
ción no es absoluta ya que algunos casos 

MYC+ expresan niveles bajos de la proteí-
na. Por otro lado, existe un subgrupo de 
MYC-DLBCL que sobreexpresan la proteína 
MYC por mecanismos alternativos no bien 
conocidos.

A continuación nos planteamos estudiar 
si el uso de diferentes sondas comerciales 
para la determinación de reordenamientos 
del gen MYC podía influir en el la valoración 
del estado del gen. En el segundo trabajo 
de esta tesis utilizamos tres sondas dife-
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rentes en una serie de linfomas agresivos: 
una sonda de fusión IGH-MYC (Vysis) y dos 
sondas de separación o break-apart (Vysis 
y Dako). De los 85 casos evaluables con las 
tres sondas (9 BL, 75 DLBCL y 1 BCLU), 26 
presentaron traslocación del gen MYC. La 
mitad de los casos reordenados (13/26) co-
rrespondían a una traslocación IGH-MYC 
(13/26), como demostró la sonda de fusión, 
y todos ellos pudieron detectarse de forma 
inequívoca con las tres sondas evaluadas. 
Los puntos de rotura descritos en la mayo-
ría de los reordenamientos IGH-MYC (de-
nominados de clase I, II y III) se sitúan en 
posición 5’ (centromérica) al gen, o bien en 
el primer intrón o el primer exón del gen 
MYC (Joos, Falk, et al., 1992; Joos, Haluska, 
et al., 1992; Busch et al., 2007). Esta región se 
encuentra cubierta por las tres sondas dife-
rentes evaluadas en nuestro estudio, por lo 
que cualquiera de ellas es capaz de detec-
tar la mayor parte de los reordenamientos 
t(8;14)(q24;q32), que constituyen aproxima-
damente el 80% de las traslocaciones ob-
servadas en el BL (figura 16).

Por el contrario, en 7 de los 13 casos (54%) 
con reordenamiento no-IGH-MYC (IGK-
MYC, IGL-MYC o no-IG-MYC), la trasloca-
ción pudo detectarse de forma inequívoca 
únicamente con la sonda de separación de 
Vysis. El resultado obtenido con las otras 
sondas fue equívoco, no concluyente o ne-
gativo. De los 7 casos, 3 probablemente eran 
el resultado de una rotura en la porción 
centromérica (5’) de la región BVR2, que se 
sitúa en el límite cubierto por la sonda de 
fusión de Vysis y la de separación de Dako, 
y dieron un resultado equívoco o negativo 
con las mismas (figura 16). Los 4 casos res-
tantes probablemente representaban una 
rotura en la porción telomérica de la región 
BVR2 o bien aun más alejada 3’ del gen, lejos 
de la region cubierta por la sonda de fusión  

de Vysis y la de separación de Dako. Por 
ello, solo pudieron detectarse con la son-
da de separación de Vysis, que cubre una 
región más amplia del gen. Las trasloca-
ciones variantes del gen MYC, que afectan 
a los genes IGK, IGL o a genes no-IG como 
PAX5 o BCL6, habitualmente se producen 
por la rotura del gen MYC en posición 3’ 
(Einerson et al., 2006; Bertrand et al., 2007; 
Aukema et al., 2014). Este tipo de trasloca-
ciones son infrecuentes en el BL (menos del 
20%), pero constituyen hasta el 50% en los 
MYC+DLBCL. Así, en este contexto la utili-
zación de sondas FISH que no cubren una  
región amplia del extremo 3’ del gen puede 
dar lugar a falsos negativos, por lo que es 
preferible un abordaje con sondas con una 
separación amplia entre ambas sondas ver-
de y roja, que cubran al menos los puntos 
de rotura más frecuentes, incluyendo las 
regiones BVR1 y BVR2, como la de Vysis.

Finalmente,  9 de los 15 casos (60%) con un 
patrón sugestivo de traslocación no-IGH-
MYC con la sonda de fusión IGH-MYC eran 
debidos a ganancia de copias del gen MYC, 
y no a la presencia de reordenamiento, tal 
y como se demostró con las dos sondas de 
separación (falso positivo). En estos casos, 
con la sonda de fusión IGH-MYC se detectó 
una relación MYC/CEP8 aumentada (rela-
ción entre las señales correspondientes al 
gen MYC y las correspondientes al centró-
mero del cromosoma 8). Este patrón pue-
de ser debido al reordenamiento de MYC 
con un gen diferente a la IGH, pero tam-
bién puede ser motivado por otras altera-
ciones cromosómicas como ganancia de 
copias del gen, isocromosomas 8q o tras-
locaciones cromosómicas no balanceadas 
que afecten al brazo 8q. Teniendo en cuen-
ta que muchos DLBCL presentan un cario-
tipo complejo, este patrón observado con 
las sondas de fusión IGH-MYC debe inter-
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pretarse con cautela en el contexto de los 
DLBCL.

En nuestra serie no detectamos ningún 
reordenamiento que fuera evidente úni-
camente con la sonda de fusión IGH-MYC. 
Esta posibilidad, si bien es excepcional, ha 
sido descrita en inserciones crípticas o en 

puntos de rotura en posición 5’ muy ale-
jadas del gen MYC (Nagel et al., 2009; May 
et al., 2010) (figura 16). Posteriormente a la 
publicación de este trabajo, en la práctica 
diaria de nuestro laboratorio diagnóstico 
hemos tenido la oportunidad de observar 
un linfoma B agresivo con un reordena-
miento del gen MYC de estas característi-

Figura 16: Distribución de los puntos de rotura en la región 8q24 (A), las regiones cubiertas por las tres sondas de 
FISH evaluadas (B) y los patrones observados con las mismas (C). 

Flechas verticales rojas indican los puntos de rotura en casos discretantes. Los rayos naranjas 
indican los puntos de rotura descritos en la litratura. Los recuadros naranjas indican los puntos 
de rotura mas frecuentes. BVR1 y 2: Regiones variantes de Burkitt 1 y 2. NC: no concluyente.  
NR: no reordenado. R: reordenado



cas, que pudo determinarse únicamente 
con la sonda de fusión. 

En conclusión, los resultados obtenidos en 
el segundo estudio nos hacen proponer la 
utilización  de una sonda FISH de separa-
ción que cubra una región amplia del extre-
mo 3’ del gen y otra de fusión IGH-MYC a la 
hora de valorar la presencia de alteraciones 
en la banda cromosómica 8q24, especial-
mente si estamos ante un probable DLBCL 
o un BCLU en los que los reordenamientos 
variantes son frecuentes. De esta forma po-
dremos detectar prácticamente la totalidad 
de las traslocaciones de MYC, independien-
temente del partner, evitando posibles fal-
sos negativos y positivos. 

En el tercer trabajo de la tesis nos propusi-
mos estudiar las alteraciones del gen MYC y 
los niveles de expresión proteica de MYC en 
el DLBCL primario del sistema nervioso cen-
tral (CNS-DLBCL), un subtipo de DLBCL con 
un comportamiento especialmente agresi-
vo. El papel pronóstico del reordenamiento 
del gen MYC en los DLBCL sistémicos, ais-
lado o especialmente en asociación con el 
reordenamiento de BCL2 o BCL6, había sido 
bien establecido en la literatura (Savage et 
al., 2009; Barrans et al., 2010; Snuderl et al., 
2010). Además, estudios recientes indicaban 
que los casos con coexpresión de niveles 
elevados de las proteínas MYC y BCL2 tenían 
un comportamiento clínico más agresivo y 
un peor pronóstico, tanto si eran debidos a 
reordenamiento del gen como si no (Green, 
Young, et al., 2012; Johnson et al., 2012). Los 
estudios moleculares en CNS-DLBCL eran 
muy escasos y, aunque señalaban una 
baja frecuencia de traslocación de MYC y 
BCL2, y elevada de BCL6 (Montesinos-Ron-
gen et al., 2002; Cady et al., 2008; Hattab 
et al., 2010), existían datos indirectos que 
podrían indicar una sobreexpresión de la 

proteína MYC en ausencia de reordena-
miento (Montesinos-Rongen et al., 2002; 
Cady et al., 2008; Hattab et al., 2010). Así, 
Rubenstein et al habían reportado unos ni-
veles de mRNA de MYC superiores en los 
CNS-DLBCL respecto a los DLBCL nodales 
mediante arrays de expresión (Rubenstein 
et al., 2006), y Fischer et al habían observa-
do sobreexpresión de un perfil de miRNA 
relacionados con MYC en los CNS-DLBCL 
en comparación con los DLBCL nodales 
(Fischer et al., 2011; Rubenstein et al., 2006; 
Fischer et al., 2011). 

En nuestro estudio, evaluamos el inmunofe-
notipo, el subtipo molecular, el estado de los 
genes MYC, BCL2 y BCL6 y las característi-
cas clínicas de una serie de 42 CNS-DLBCL, 
así como el posible significado pronóstico 
de estas variables. La mayor parte de los ca-
sos expresaban un fenotipo no-GC (Hans), 
con negatividad para CD10 (97%), y positi-
vidad para BCL6 (78%) y MUM1 (100%), da-
tos similares a los datos reportados en la 
literatura (Hattab et al., 2010; Preusser et 
al., 2010). Ninguno de estos marcadores o 
el subtipo molecular se correlacionó con la 
supervivencia global (OS). En este sentido, 
algunos autores habían señalado un mejor 
pronóstico en los casos con expresión de 
BCL6, mientras que otros no observaron es-
ta correlación (Braaten et al., 2003; Camille-
ri-Broët et al., 2006; Levy et al., 2008). 

Respecto a las alteraciones moleculares, 
el gen BCL6 se encontraba reordenado en  
el 44% de los casos, una frecuencia supe-
rior a la reportada previamente. Además, 
no se observó correlación entre la presencia  
de traslocación de BCL6 y un peor pronós-
tico, a diferencia de lo descrito por Cady 
et al (Cady et al., 2008). En ningún caso se 
detectó reordenamiento de los genes MYC  
y BCL2, en concordancia con la baja frecuen-
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cia de traslocaciones en estos genes descrita 
en la literatura (Montesinos-Rongen et al., 
2002; Cady et al., 2008; Hattab et al., 2010). 

A pesar de la ausencia de reordenamien-
tos, en el 43% y el 71% de los casos se de-
tectaron niveles de expresión elevados de 
las proteínas MYC y BCL2 respectivamente 
(definidos como positividad en ≥ 30% de las 
células neoplásicas). Esta coexpresión ele-
vada de MYC y de BCL2 en un porcentaje 
elevado de CNS-DLBCL había sido reporta-
da recientemente por Brunn y Rubenstein 
en dos series independientes de 44 y 50 
casos respectivamente (Brunn et al., 2013; 
Rubenstein et al., 2013). Cabe destacar que 
el porcentaje de casos con coexpresión de 
MYC en el CNS-DLBCL, tanto de nuestro 
estudio como de otros trabajos publicados, 
es superior al reportado en los DLBCL sis-
témicos, a pesar de la baja frecuencia de 
reordenamientos del gen. En nuestra serie, 
la expresión de MYC en el 30% o más de 
las células neoplásicas (MYC≥30) se asoció 
a una menor OS (OS a 2 años: 18% vs. 48% 
en los casos MYC≥30 y MYC<30 respecti-
vamente). La expresión de MYC no estaba 
relacionada con la edad, la calidad de vida 
(ECOG) o el resto de parámetros clínicos, 
inmunohistoquímicos y moleculares eva-
luados. Estos resultados son opuestos a 
los observados en el trabajo de Rubenstein 
et al, en el que la expresión de la proteí-
na MYC no se asoció a un peor pronósti-
co. Esta discrepancia podría ser debida a 
diferencias en la población estudiada o a 
la utilización de diferentes puntos de cor-
te en la expresión de MYC. Así, en la serie 
de Rubenstein et al. todos los pacientes 
debían tener un ECOG≤2 como criterio de 
inclusión y se aplicó un punto de corte del 
50% a la hora de valorar la positividad pa-
ra MYC, mientras que en nuestro trabajo el 
90% de los pacientes tenían un ECOG≥2, y 

el punto de corte usado para la positividad 
de MYC fue del 30%. 

En nuestra serie observamos que los ca-
sos con una coexpresión de las proteínas 
MYC y BCL2 (≥30% de las células neoplá-
sicas) presentaban una menor OS que 
aquellos sin coexpresión (17% vs 41%, res-
pectivamente). Sin embargo, esta diferencia 
 no resultó estadísticamente significativa 
(p= 0.096).

Finalmente, la edad de los pacientes y el tipo 
de tratamiento recibido se correlacionaron 
con la OS. Los pacientes con una edad infe-
rior a 60 años tuvieron una mayor OS que 
aquellos con una edad superior a 60 años. 
(OS a dos años: 28% vs. 50% respectivamen-
te, p=0.018), tal y como está descrito en la 
literatura (Corry et al., 1998; Ferreri et al., 
2003). Respecto al tipo de tratamiento, aque-
llos pacientes que recibieron únicamente  
radioterapia o tratamiento paliativo tuvie-
ron una menor OS que los que recibieron 
quimioterapia asociada o no a radioterapia 
(OS a dos años: 0% vs. 55% respectivamen-
te, p<0.001). El ECOG, o calidad de vida del 
paciente, es un factor pronóstico frecuen-
temente descrito en el CNS-DLBCL. En 
nuestra serie, observamos una mayor OS 
en pacientes con ECOG<2 respecto a los 
pacientes con ECOG≥2 (OS a dos años: 67% 
vs 32% respectivamente), si bien esta dife-
rencia no fue estadísticamente significati-
va (p=0.114). Cabe decir que el 90% de los 
pacientes evaluados en nuestro estudio te-
nían un ECOG≥2 (90%), lo que podría influir 
en esta falta de correlación.

En conclusión, el tercer trabajo de nuestra 
tesis indica que el CNS-DLBCL con frecuen-
cia presenta sobreexpresión del gen MYC, 
y esta sobreexpresión identifica un subgru-
po de linfomas con comportamiento más 



agresivo. El estudio de la expresión del gen 
MYC mediante inmunohistoquímica po-
dría ayudar a una valoración pronóstica 
más precisa en el CNS-DLBCL. Sin embar-
go, sería conveniente validar el papel pro-
nóstico de MYC en el CNS-DLBCL en series 
más largas de pacientes, tratados de forma 
homogénea, y establecer un punto de corte 
idóneo en el porcentaje de células neoplá-
sicas para definir un caso como positivo o 
negativo para este marcador.

En conclusión, en esta tesis hemos contri-
buido a establecer la utilidad del marcaje 
inmunohistoquímico frente a la proteína 

MYC a la hora de valorar el inmunofenoti-
po de los linfomas agresivos, y su relación 
con la presencia de reordenamientos del 
gen MYC; hemos puesto de manifiesto la 
posibilidad de obtener resultados erróneos 
(falsos positivos y falsos negativos) así co-
mo resultados no concluyentes o de difícil 
evaluación, en función de la sonda de FISH 
utilizada para valorar el estado del gen; y 
finalmente hemos señalado el posible valor 
pronóstico de la proteína MYC en el CNS-
DLBCL, a pesar de la baja frecuencia de 
reordenamientos del gen MYC en este tipo 
de linfomas.
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6. Conclusiones

1.- La expresión de niveles elevados de proteína MYC detectados mediante técnicas 
inmunohistoquímicas se correlaciona con la presencia de reordenamientos del gen 
en los linfomas agresivos. Los DLBCL con traslocación del gen MYC presentan un por-
centaje de células MYC positivas superior a aquellos sin reordenamiento.  

2.- La presencia de ganancia de copias en el gen MYC no se correlaciona con una ma-
yor expresión de la proteína MYC. 

3.- Los DLBCL con reordenamiento del gen MYC o con niveles de expresión de la 
proteína MYC elevados tienen características inmunofenotípicas (CD10, BCL6, BCL2 
y MUM1) y de subtipo molecular (Hans) similares a los DLBCL sin alteraciones en el 
gen o con niveles de expresión bajos.

4.- Algunos DLBCL sin  alteraciones en el gen MYC sobreexpresan la proteína MYC. 
De igual forma, algunos DLBCL con reordenamiento del gen MYC expresan niveles 
bajos de la proteína.

5.- El uso de diferentes sondas de FISH en la evaluación del estado del gen MYC pue-
de dar lugar a resultados discordantes: falsos positivos, falsos negativos o resultados 
conflictivos/no concluyentes.

6.- Las tres sondas evaluadas (sonda de fusión de Vysis y sondas de separación de 
Vysis y Dako) permiten detectar los reordenamientos producidos en la región BVR1 
o en posición 5’ del gen MYC, responsables de la mayoría de las traslocaciones MYC-
IGH clásicas del BL. 

7.- Algunas traslocaciones del gen MYC, probablemente producidas en la región BVR2 
o en posición 3’ alejada al gen, pueden detectarse únicamente con sondas de separa-
ción diseñadas de forma que cubran un amplio segmento de la región 8q24, mientras 
que la utilización de otro tipo de sondas da lugar a falsos negativos o resultados no 
concluyentes. Estos reordenamientos habitualmente afectan a los genes IGK, IGL o a 
genes no-IGH, y son frecuentes en  DLBCL. Por lo tanto, en los DLBCL es recomendable 
utilizar este tipo de sondas de separación  a la hora de valorar el estado del gen MYC.
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8.- La presencia de ganancia de copias en el gen MYC puede dar lugar a un patrón sos-
pechoso de traslocación no-IGH-MYC con sondas de fusión IGH-MYC (ratio MYC/CEP8 
>2). Más de la mitad de casos con este patrón obtenido con la sondad de fusión utiliza-
da en nuestro estudio son debidos a amplificación y no a reordenamiento del gen MYC.

9.- Los CNS-DLBCL son predominantemente de tipo no-CG según el algoritmo de 
Hans, con negatividad para CD10 y positividad para BCL6 y MUM1. La expresión de 
estos marcadores inmunohistoquímicos y el subtipo molecular no se correlacionan 
con la supervivencia global de los pacientes.

10.- Las traslocaciones de los genes MYC y BCL2 son infrecuentes si no inexistentes 
en los CNS-DLBCL. Las traslocaciones de BCL6 ocurren con frecuencia en estos linfo-
mas (44% de los casos), y no correlacionan con el pronóstico de los pacientes.

11.- Los CNS-DLBCL con frecuencia expresan niveles elevados de las proteínas MYC y 
BCL2, no relacionados con reordenamientos génicos. La coexpresión de ambos mar-
cadores inmunohistoquímicos tiende a asociarse a una menor supervivencia global.

12.- Los pacientes de CNS-DLBCL con una edad superior a 60 años tienen un peor 
pronóstico que los de menor edad. Un ECOG>2 tiende a asociarse a una menor su-
pervivencia global.

13.- La expresión de la proteína MYC en más del 30% de las células neoplásicas se 
asocia a una menor supervivencia global en los pacientes con CNS-DLBCL. Por lo tan-
to, el estudio de la expresión del gen MYC mediante técnicas inmunohistoquímicas 
puede ayudar a la valoración pronóstica de estos pacientes.
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