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1. CONCEPTO Y CLASIFICACION DE LAS GAMMAPATIAS MONOCLONALES

1.1 Mieloma Muiltiple

Las gammapatias monoclonales constituyen un grupo de trastornos caracterizados
por la proliferacion clonal de células plasmaticas (CP) que producen una
inmunoglobulina (lIg) de cardcter monoclonal, componente monoclonal (CM) o
paraproteina, que se detecta en suero y/u orina.

El mieloma multiple (MM) es el paradigma de gammapatia monoclonal. Es una
hemopatia maligna caracterizada por una acumulacién incontrolada de células
plasmaticas (CP) clonales en la médula dsea (MO), que generalmente se asocia con la
produccién de CM, y ocasiona dafio de drganos. Representa el 1% de todas las
neoplasias y aproximadamente el 10% de las hemopatias malignas. Su incidencia es de
4-5 casos por cada 100.000 habitantes/afio y la edad media de aparicidn se situa en
torno a 65 afios’. Hasta hace poco tiempo la mediana de supervivencia de los
pacientes con MM no superaba los 3 afios, si bien el prondstico ha variado
sustancialmente con la introduccién de los nuevos farmacos en los ultimos afios, de
forma que cada vez hay mas series que superan los 5 afios de mediana de
supervivencia®™. Esto se debe atribuir fundamentalmente a la utilizacién de 3 nuevos
farmacos con alta eficacia en esta enfermedad: talidomida, lenalidomida y bortezomib.
No obstante, los avances en el tratamiento de soporte también han contribuido a
mejorar la supervivencia y la calidad de vida de los pacientes gracias a una mejora en la
indicacion de la didlisis, al empleo de bifosfonatos y de estimulantes del receptor de la
eritropoyetina y al uso de nuevos abordajes quirurgicos como la vertebroplastia y la

cifoplastia.

1.2 Criterios diagndsticos de las gammapatias monoclonales

Aunque el diagndstico del MM es generalmente sencillo, no es raro encontrar casos
en el limite difuso que hay entre el MM y otras gammapatias monoclonales. De hecho,
ha habido hasta 3 propuestas de criterios diagndsticos -Southwest Oncology Group
(SWOG), British Columbia Cancer Agency (BBCA) y Chronic-Leukemia-Myeloma Task

Force-, dando lugar a la paradoja de que un paciente podia tener dos diagndsticos
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diferentes dependiendo de qué sistema diagndstico se utilizara. Este problema quedo
aparentemente resuelto en el afio 2003, cuando el Grupo Internacional del Mieloma
(IMWG) publicéd los criterios diagndsticos’, criterios que han sido posteriormente

actualizados en 2010°.

MM MM
GMSI Quiescente Sintomatico

o]V, I <3g/dL 23 g/dL sl
Y Y/0 Y

CP en MO (%)........ <10% >10% >10%P
Y Y Y

Dafio Organos?.....

g NO NO S|

a) Myeloma Related Organ or Tissue Impairment (end organ damage) related to Plasma cell proliferative process: anemia with 2 g/dL
below the normal level or <10 g/dL, or serum calcium level >10 mg/L (0.25 mmol/L) above normal or >110 mg/dL (2.75 mmol/L), or
lytic bone lesions or osteoporosis with compressive fractures, or renal insuficiency (creatinine >2 mg/dL or 173 mmol/L),[CRAB: Calcium
increase, Renal impairment, Anemia and Bone lesion] or symp ic hypervi ity, yloidosis or recurrent bacterial infections (>2
episodes in 12 m).

b) For symptomatic multiple myeloma, a minimum level of M-component or BM plasma cell infiltration (although usually it is >10%, is
not required, provided than this two features coexists with the presence of end organ damage).

Figura 1: Criterios diagndsticos de las gammapatias monoclonales. International Working Group (BJH

2003; 121:749)

Lo mas novedoso es que el diagndstico de un MM sintomadtico requiere la
demostracion de una lesidn organica o tisular relacionada con la neoplasia
proliferante. 3% Esta lesidn organica se define por la presencia de al menos una de
siete manifestaciones posibles: a) anemia, con reduccién de la hemoglobina (Hb) de al
menos 2 g/dL respecto al valor normal o valor de Hb inferior a 10 g/dL; b)
hipercalcemia mayor de 10 mg/L (0,25 pmol/L) por encima de lo normal o cifra
absoluta de calcemia superior a 110 mg/dL (2,75 umol/L); c) lesiones osteoliticas u
osteoporosis con fracturas compresivas no atribuibles a otra causa; d) insuficiencia
renal, con creatinina superior a 2 mg/dL o a 173 umol/L e) hiperviscosidad sintomatica;
f) amiloidosis primaria (AL) y g) infecciones bacterianas recurrentes (mas de 2

episodios graves con ingreso hospitalario en 12 meses). En la ultima clasificacién,

10
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discutida recientemente en el Workshop del MM en Paris (Mayo 2011), se ha

eliminado el citado criterio de las infecciones.

1.3 Historia natural del mieloma multiple: gammapatia monoclonal de significado
incierto y mieloma multiple quiescente

Hasta hace poco se pensaba que un tercio de los MM de nuevo diagndstico habian
padecido previamente una GMSI, si bien actualmente varios andlisis epidemioldgicos
han demostrado que la préctica totalidad de los mismos tienen como antecedente una
GMSI. En este sentido, dos estudios independientes han constatado que la mayoria de
casos de MM estan precedidos por una GMSI’2.

La GMSI es la gammapatia monoclonal mas frecuente, y constituye
aproximadamente el 50-60% de las mismas’. Se trata de una entidad premaligna, en la
gue el sujeto presenta una infiltracion baja de CP en la MO (inferior a 10%) con un CM
inferior a 3g/dL y que no produce dafio de drganos, de forma que el paciente se
encuentra asintomatico®. En una situacién intermedia entre la GMSI y el MM
sintomatico se encuentra el MM “smoldering”, quiescente o asintomatico (MMQ), que
cumple todos los criterios diagndsticos de un MM, a excepcién de los sintomas™. En
este sentido, tanto la GMSI como el MMQ son entidades premalignas y asintomaticas
por definicidn, con capacidad de evolucion a MM sintomatico. La importancia clinica
de establecer diferencias entre estas dos enfermedades es que ambas difieren de
forma significativa en la tasa de progresion a MM sintomatico o entidades
relacionadas, ya que esta es aproximadamente de un 1% al afio en la GMSI, mientras
que la probabilidad acumulada de progresion en el MMQ es de hasta un 10% en los

910 Otra diferencia entre GMSI y MMQ es que la tasa de progresion en

primeros 5 afios
la GMSI se mantiene constante en el tiempo, mientras que el riesgo de transformacién
del MMQ disminuye conforme pasan los afnos desde el diagndstico, con tasas del 3% al

afio en los siguientes 5 afios y del 1% al afio posteriormentelo.

11
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Figura 2: Riesgo de progresion de la GMSI y el MM quiescente. Adaptado de Kyle et al, New England
2007.

1.3.1 Modelos predictivos de progresion de GMSIy MMQ a MM sintomdtico

Actualmente carecemos de marcadores bioldgicos fiables que nos permitan
predecir qué pacientes con GMSI y MMQ progresaran a MM sintomatico, y cuales no
lo haran.

Basado en los marcadores clinicos disponibles, tanto el grupo de la Clinica Mayo
como el Grupo Espafiol (PETHEMA/GEM) han establecido modelos de estratificacion
del riesgo para estas entidades premalignas. El modelo de la Clinica Mayo enfatiza el
crecimiento de la masa tumoral medido a través del CM y de las cadenas ligeras libres
(FLC)”’IZ. El modelo del Grupo Espafiol se caracteriza fundamentalmente por utilizar la
citometria de flujo (CMF) multiparamétrica para identificar las CP aberrantes®.

El modelo de la Clinica Mayo establece para la GMSI tres factores de riesgo
fundamentales: GMSI no IgG, CM > 1.5 mg/dL y cociente de FLC alterado (rango
normal: 0,26-1,65). A los 20 afios, el riesgo absoluto de progresidon para pacientes con
GMSI y ninguno, uno, dos o tres factores de riesgo es de 5%, 21%, 37% y 58%,

respectivamentelz.

12
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Para el MMQ, los factores de riesgo de progresion que incluye el modelo de la
Clinica Mayo son CP en la MO >10%, CM en suero >3 g/dL y cociente de FLC alterado
(rango normal: 0,125-8). El riesgo acumulado de progresion a 10 afios para pacientes
con MMQ y uno, dos o tres factores de riesgo es de 50%, 65% y 84%,
respectivamente’™.

En el modelo del Grupo Espafiol la identificacién de la poblacién de CP aberrantes
(CPa) mediante CMF multiparamétrica es fundamental para predecir el riesgo de
transformacién tanto de tanto la GMSI como el MMQ a MM sintomatico™. Las CP
normales son positivas para CD138 y expresan con gran intensidad CD38. Las CP
aberrantes (CPa) expresan CD38 débil, CD56+, CD19- y/o CD45-. En un trabajo que
incluyd 407 pacientes con GMSI, Pérez-Persona et al establecieron que el porcentaje
de CPa dentro del compartimento de CP (CPa / CPMO) > 95% se asociaba con un
mayor riesgo de progresion (P < 0.001)". De esta forma, y de acuerdo al Grupo
Espafiol, los factores de riesgo de progresion de las GMSI son CPa/CPMO > 95% vy la
aneuploidia. La supervivencia libre de progresion (SLP) a 5 afnos para pacientes con
GMSI y ninguno, uno, dos o tres factores de riesgo es de 2%, 10% y 46% (P < 0.001),
respectivamentelg‘.

Los factores de riesgo de progresion que incluye este ultimo modelo para los
pacientes con MMQ son CPa/CPMO > 95% e inmunoparesis (descenso de los niveles
de las Igs poIicIonaIes)la. La SLP a 5 afios para pacientes con MMQ y ninguno, uno o
dos factores de riesgo es de 4%, 46% y 72%, respectivamente™.

Ademas de estos parametros, Rosifiol et al definieron, tras estudiar una serie de 53
pacientes con MMQ, dos grupos de pacientes con comportamiento clinico y bioldgico
diferente: el MMQ “evolving”, caracterizado por un incremento progresivo del CM vy
una rapida progresion a MM sintomatico, y el MMQ “no evolving”, definido por
estabilidad durante periodos largos de tiempo del CM hasta aumentar bruscamente
previo progresion a MM sintomatico (medianas de supervivencia desde el diagnéstico

de 8,2 afios en "evolving" vs 3,5 afios en "no evolving") **.

1.3.2 Tratamiento de las gammapatias monoclonales premalignas
No existe indicacion de tratamiento, en el momento actual y fuera de ensayo clinico

para los pacientes con GMSI y MMQ™. El manejo de los mismos se reduce a un

13
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seguimiento estrecho con el objetivo de detectar la progresion a MM sintomatico,
momento en que se hace preciso iniciar el tratamiento®. Si realizamos una analogia
con lo que ocurre en otras neoplasias no hematoldgicas, como el cancer de colon o de
cérvix, en los cuales la base del tratamiento es la deteccién precoz de las formas
premalignas y su erradicacion, la actitud de “esperar y ver” resulta sorprendente. El
fundamento de la misma se encuentra en dos ensayos prospectivos con agentes
alquilantes, multicéntricos y aleatorizados, si bien con escaso nimero de pacientes, en

los que no se encontraron diferencias significativas entre tratar o no tratar'®'’. N

o
obstante, y con los recientes conocimientos de la biologia del MM, el paradigma futuro
podria consistir en el tratamiento de aquellos subgrupos asintomaticos pero con alto
riesgo de progresion, ya que podrian ser los pacientes que se beneficiaran de esta
estrategia. Sin embargo, es obvio que en este contexto debe alcanzarse un balance
positivo entre el beneficio clinico y el potencial téxico de cualquier intervencion
terapeutica. Tras el fracaso de los agentes alquilantes, la utilizacién de nuevos
farmacos tales como agentes inmunomoduladores, parece mas atractiva debido a su
perfil de toxicidad y eficacia. Asimismo, se han realizado otros intentos de tratamiento
basados en la actuacion sobre el micromediambiente medular, incluyendo la
remodelacién dsea.

Barlogie et al trataron 76 MMQ con pamidronato y talidomida, y encontraron que
obtener una respuesta parcial se asociaba, sorprendentemente, con un menor tiempo
hasta la necesidad de un tratamiento agresivo para el MM sintomético®. Otro estudio
comparando acido zoledrdénico vs abstencion demostré la reduccion de eventos
esqueléticos en la rama de tratamiento (55,5% vs 78,3%, P = 0.04) pero sin encontrar
diferencias en la mediana del tiempo hasta la progresion®®. No obstante, en ninguno
de estos estudios se separaron los MMQ de alto y bajo riesgo.

Nuestro grupo ha llevado a cabo un ensayo clinico fase lll multicéntrico, en el que
pacientes con MMQ de alto riesgo de progresidon se aleatorizaron a recibir
lenalidomida/dexametasona (LenDex) vs abstencidon. Los resultados preliminares
muestran una ventaja tanto en el tiempo hasta la progresion como en la supervivencia
global en el grupo de tratamiento®.

De forma similar, el ECOG/SWOG en Norte América esta evaluando el tratamiento

con lenalidomida vs abstencion en pacientes con MMQ2. Ademas, el NCI en Bethseda

14
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ha abierto recientemente un ensayo clinico con IPH2101, un anticuerpo monoclonal
gue bloquea los receptores KIR de las células NK, y por consiguiente aumenta la
respuesta de las células NK contra las células mielomatosas (NCT01222286).

No obstante no debemos olvidar que estas estrategias terapéuticas no estan
exentas de efectos secundarios, los cuales constituyen el mayor temor en el momento
actual puesto que se trata de administrar farmacos no inocuos a pacientes
asintométicos®%. Por ejemplo, recientemente ha saltado una alarma, actualmente bajo
investigacion, sobre la mayor incidencia de neoplasias secundarias en el contexto del
tratamiento prolongado con lenalidomida®®. Asi pues, es fundamental recalcar que,
por el momento, ningun farmaco se encuentra aprobado ni puede ser recomendado
fuera de ensayos clinicos para el tratamiento de estas entidades premalignas, si bien

parece razonable pensar que, en un futuro muy cercano, esta actitud puede cambiar®.

2. BIOLOGIA DE LA CELULA TUMORAL DE LAS GAMMAPATIAS MONOCLONALES

En los ultimos afios, la investigacion de la biologia del MM ha experimentado un
progreso indiscutible que ha modificado sustancialmente los conceptos bioldgicos que
teniamos de esta neoplasia hasta ahora. Por un lado, el desarrollo de las tecnologias
gendmicas ha permitido desentrafiar nuevos mecanismos patogénicos. Por otro, el
descubrimiento de interacciones estrechas entre el micromedioambiente de la MO y
las CP han ayudado a entender algunos de los mecanismos de resistencia de la
enfermedad, asi como algunas de las manifestaciones clinicas de la misma. No
obstante, a pesar de los avances en el conocimiento de la patogénesis del MM vy de la
generacion de agentes farmacoldgicos dirigidos a funciones bioldgicas especificas, el
MM sigue siendo una neoplasia incurable. De ahi que todos los esfuerzos destinados a
comprender la génesis y desarrollo del MM puedan proporcionar pistas a la hora de
descubrir y disefiar nuevos farmacos que consigan cambiar la historia natural del
MM,

Si bien el curso habitual de la mayoria de los MM pasa por una respuesta inicial al
tratamiento seguida de posteriores recaidas cada vez mas resistentes a los farmacos

para finalizar en la muerte del paciente, la duracién de este recorrido es muy variable
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de unos pacientes a otros y puede ir desde 1 afio a mas de 20 afios. Este curso clinico
tan heterogéneo estd indicando que el MM puede englobar diversas entidades
definidas por alteraciones gendmicas, particulares, por una diferente dependencia de
la célula mielomatosa del contacto con el entorno medular o por trastornos bioldgicos

aun desconocidos.

2.1 Origen de la célula mielomatosa

El momento en el que se produce la transformacién neoplasica de la célula tumoral
del MM continua siendo objeto de controversia. La célula que predomina en la MO de
los pacientes con MM es la CP, que constituye el Ultimo eslabdn de la diferenciacidon
linfoide B. El proceso de diferenciacion normal desde los primeros estadios de la célula
B a la CP se caracteriza por tres mecanismos de remodelacién del DNA que modifican
los genes de las Igs: reordenamientos de los segmentos VDJ de las cadenas pesadas y
ligeras de las Igs, mutaciones somaticas de las Igs y recombinacion de los genes de las

lgs que da lugar al cambio de isotipo de las cadenas pesadas de las Igs®?’. L

os
reordenamientos de los genes de las Igs de los precursores B que dan lugar a la
formacion del receptor de célula B (BCR) tienen lugar en la MO, mientras que el
reconocimiento antigénico, la seleccidn, las hipermutaciones somadticas y Ila
recombinacién genética se realizan en el centro germinal del ganglio linfatico. En los
sindromes linfoproliferativos existe un predominio de los tumores de centro germinal
y post-centro germinal (80%), lo que podria explicarse por el hecho de que las células B
del centro germinal se encuentran expuestas a los tres mecanismos de modificacion
del DNA que generan roturas de la doble hebra de DNA, mientras que las células By T
pre-germinales sélo estdn sometidas a los reordenamientos de los segmentos VDJ*%%.
Tras la presentacidn antigénica, las células B “naive” pueden, o bien diferenciarse fuera
del centro germinal hacia CP de “corta vida”, en las cuales los genes de las Igs no
presentan hipermutacion somatica y que generalmente secretan IgM, o bien pueden
entrar en el centro germinal y ser sometidas a la hipermutacién somatica y a la
seleccion antigénica. Este Ultimo proceso genera la seleccidon de células B capaces de
producir anticuerpos con una alta afinidad por el antigeno. Estas células B IgM

positivas que tienen mutacidon somatica pueden pasar a la sangre como células B “de

memoria”, o sufrir el proceso de recombinacion de los genes de las Igs dando lugar al
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cambio de isotipo de las cadenas pesadas a IgG, IgA, 1gD o IgE, y posteriormente migrar
a la MO donde interaccionaran con el estroma medular y se diferenciaran a CP de

“larga vida”*,

La secuenciacién del gen de Ig VH ha mostrado que las células
mielomatosas son células post-germinales con hipermutaciones somaticas pero sin
variaciones intraclonales.

Por lo tanto, estos hallazgos sugieren que la célula clonogénica del MM es una
célula post—germinalzs, bien un linfocito B de memoria o un plasmablasto, que después
de sufrir el proceso de mutacion somatica y de cambio de isotipo en los centros
germinales, circula por la sangre periférica y finalmente emigra a la MO, donde bajo la
influencia del micromedioambiente medular se produce su diferenciacion a CP
madura’. Asi pues, teniendo en cuenta la informacién que han generado los estudios
moleculares, se puede concluir que la célula clonogénica del MM es una célula B en los
estadios finales de diferenciacién B o bien, una célula mas precoz en la que la
trasformacidn neopldsica no afectaria a los mecanismos normales de diferenciacién

que dan lugar a la CP de larga vida®®***3,

2.2 Alteraciones cromosdmicas de la célula mielomatosa

Las alteraciones genéticas del MM se han venido estudiando durante mas de 25
afios con un amplio abanico de técnicas que se han ido ampliando progresivamente a
medida que se iban implantando en la comunidad cientifica. Todas ellas, desde la
citogenética clasica pasando por la hibridacion in situ fluorescente hasta llegar a la
tecnologia sofisticada de los microarrays y de la secuenciacién masiva, han revelado un
retrato cada vez mdas completo de la genética de la célula mielomatosa.

El estudio morfoldgico de los cromosomas mediante el cariotipo proporciona una
vision global del genoma y permite detectar alteraciones cromosémicas numéricas y
estructurales. Sin embargo, entre sus principales limitaciones hay que destacar la
dificultad en la obtencidon de metafases de las células neopldsicas y su baja resolucidn,
que no permite la deteccién de alteraciones de tamafio inferior a 10 Mb>*.

La informacién proporcionada por los estudios citogenéticos en el MM ha avanzado
a menor ritmo que en otras neoplasias hematoldgicas, especialmente las leucemias
agudas. Hay dos razones fundamentales que han motivado este hecho: 1) el bajo

indice proliferativo de las CP que dificulta la obtencion de metafases y que conlleva
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una elevada proporcién de cariotipos normales probablemente derivados de las
células hematopoyéticas restantes y 2) la marcada complejidad de los cariotipos, de
dificil interpretacion, en los pocos casos en los que se consiguen metafases de las
células mielomatosas®>. De hecho, el porcentaje de casos anormales varia entre un
27% y un 46% en las series mas amplias y casi siempre presentan una mezcla de

3540 Generalmente los cariotipos anormales son

metafases anormales y normales
complejos con multiples cambios numeéricos y estructurales que recuerdan a los vistos
en los tumores sélidos.

La aparicion de la HISF supuso una revolucidn a la hora de soslayar las dificultades
encontradas al cariotipar las células mielomatosas. Las técnicas de HISF permiten
visualizar fragmentos de DNA mediante su marcaje con fluorocromos y el posterior
analisis en el microscopio de fluorescencia*’. La ventaja de no necesitar mitosis para
detectar alteraciones ha contribuido a identificar anomalias cromosdémicas
desconocidas. La mayor limitacién de la HISF es que no abarca el genoma completo y
se cifie a alteraciones especificas para las que esta disefiada la sonda. El desarrollo de
aplicaciones de la HISF como la hibridaciéon gendmica comparada (HGC) y la hibridacién
in situ multicolor ha tratado de solventar este inconveniente.

La HGC es una técnica de citogenética molecular que permite realizar un analisis
global de las ganancias y pérdidas de material gendmico en una Unica hibridacion sin

necesidad de generar metafases***®

. Puesto que las alteraciones en el niumero de
copias de DNA de determinadas regiones tienen una gran importancia en la patogenia
del cancer, la HGC ha despertado gran interés en el estudio de las neoplasias. El
estudio del MM mediante HGC ha demostrado cambios gendmicos en la inmensa
mavyoria de los MM (entre un 70-90%)***2.

A diferencia de lo que sucede en las leucemias y en algunos linfomas, en el MM no
se han encontrado anomalias cromosdmicas especificas, aunque si se han descrito un
nimero importante de alteraciones cromosémicas recurrentes que pueden

categorizarse en Tx de IGH, y ganancias y pérdidas cromosOmicas. Se presenta una

pequeiia revision de las alteraciones génicas mas frecuentes descritas en el MM:
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Figura 3: Translocaciones recurrentes del gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGH)

2.2.1 Translocaciones del gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGH):

Por un lado, la combinacién de HISF y técnicas de biologia molecular han
demostrado una alta incidencia de translocaciones del gen de la cadena pesada de las
Igs (IGH), localizado en la regidn 1432, a diferentes regiones cromosdmicas.

Si bien se han descrito numerosas regiones cromosomicas que se translocan al gen
IGH){Kuehl, 2002 145 /id, aproximadamente en un 40% de los casos estan implicadas
una de las siguientes: 11q13 (CCND1)*, 4p16 (FGFR3/MMSET) ***° , 16¢23 (c-MAF) **,
6p21 (CCND3)*?, 20qg11 (MAFB)* y 12p13 (CCND2). Aproximadamente el 20% de los
MM tienen Tx de IGH que no involucran ninguna de estas regiones y que pueden
afectar regiones cromosdémicas diversas{Fonseca, 2004 137 /id;Bergsagel, 2005 146
/id}.

La prevalencia de la t(11;14) en el MM es del 15-20%. La t(11;14)(g13;932) en la que
el gen CCND1 se yuxtapone al gen IGH dando lugar a un incremento en la expresidon de
la ciclina D1, es caracteristica de los linfomas del manto. Sin embargo, los puntos de
ruptura tanto en 11913 como en 14932 son completamente diferentes a los descritos
en este tipo de linfoma®>*. En dicho linfoma, los puntos de ruptura de 11q13 se agrupan

en la region llamada “major translocation cluster” (MTC) y el punto de ruptura de IGH
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se localiza en la region JH>*. Como resultado de esta translocacién, CCNDI se
yuxtapone al potente enhancer 3’de IGH en el derivativo 14, lo que motiva un
aumento de su expresion, como se ha observado en los estudios de expresidn génica 'y
de RT-PCR en los MM con t(11;14) >>. Ademas, se ha encontrado una correlacién entre
la t(11;14) y los MM oligosecretores con morfologia linfoplasmocitoide y expresion de
CD20%°. Aunque en un principio los resultados en cuanto a la repercusion de esta Tx en
el prondstico fueron un tanto controvertidos, en la actualidad la mayoria de los
trabajos coinciden en que los pacientes con la t(11;14) tienen una supervivencia similar
o superior a los pacientes sin esta alteracion®”>°.

La t(4;14) (p16;q32) aparece en aproximadamente el 15% de los MM cuando se
analizan mediante HISF, ya que es indetectable en el cariotipo. Esta translocacién tiene
como resultado la desregulacion simultdnea de 2 genes, el receptor 3 del factor de
crecimiento fibroblastico (FGFR3), y el myeloma SET domain (MMSET) ®°. El FGFR3 es
uno de los receptores tirosin cinasa de alta afinidad para la familia de ligandos FGF
(factores de crecimiento fibroblastico). El perfil de expresién génica y la RT-PCR han
demostrado que sélo el 75% de los MM con t(4;14) presentan un aumento de
expresion simultdneo de MMSET y FGFR3. En el 25% de los casos restantes sélo se
observa un aumento en la expresion del MMSET, y la ausencia de expresion del FGFR3

6182 Estos datos apuntan a

suele ir unida generalmente a la pérdida del derivativo 14
que el gen MMSET puede ser critico en la transformacion tumoral de las CP que tienen
la t(4;14), mientras que el gen FGFR3 puede ser prescindible. De hecho, se ha
demostrado en modelos de ratén la primera evidencia de que la abolicién de la
expresion del MMSET en células mielomatosas con la t(4;14) reduce el avance
tumoral®. Aproximadamente en el 10% de los casos, el gen FGFR3 que se transloca
tiene mutaciones activadoras que pueden estar implicadas en la progresion del MM®.
El prondstico desfavorable que acarrea esta Tx se ha confirmado en diferentes series
de pacientes y en el contexto de estrategias terapeuticas distintas. En la mayoria de
estos trabajos, la t(4;14) se muestra como uno de los factores prondsticos
independientes de mayor peso. Este impacto negativo en la supervivencia se debe
fundamentalmente a las recaidas precoces y no a una reduccién en la tasa de

respuestas>’>%%°.
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La frecuencia de la t(14;16) (932;923) es aproximadamente un 5% v, al igual que la
t(4;14), no se detecta en el cariotipo®®. La t(14;16) provoca un aumento en la expresion
del oncogén c-MAF, que es un factor de transcripcion bZIP®’. Hasta hace poco se habia
considerado como una alteracién asociada a prondstico desfavorable atendiendo a los

resultados de una serie de pacientes tratados con poliquimioterapia58’68

. Sin embargo,
recientemente no se ha reproducido este impacto negativo en la supervivencia en
pacientes tratados con doble transplantesg.

El resto de translocaciones que involucran al gen IGH son mucho menos frecuentes.
Asi, la t(6;14) que conlleva un aumento de la expresion de la ciclina D3, aparece en
menos del 3% de los MM, Una frecuencia similar tiene la t(14;20) que implica al gen
MAFB, que es un factor de transcripcién bZIP al igual que c-MAF'°.

Por otro lado, el reordenamiento del gen C-MYC, localizado en 8q24, desempefia un
papel central en el control de la proliferacion, diferenciacién y apoptosis’. En el MM
tanto las alteraciones cromosdmicas que afectan a la regidon 8924 como los
reordenamientos de C-MYC detectados mediante técnicas de biologia molecular son
infrecuentes. Sin embargo, la expresion aumentada de la proteina C-MYC es un hecho
comin en esta enfermedad’”. En este sentido Fonseca et al han publicado

recientemente que la activacién de C-MYC en el MM sintomatico es un evento comun

que le diferencia de la GMSI .

2.2.2 Ganancias y pérdidas de material cromosémico

Monosomia/Delecién del cromosoma 13 (RB1):

Se trata de la pérdida de material genético mas frecuente en el MM (40-50%), tanto

475 Los estudios de

si se utilizan técnicas de citogenética convencional, como de HISF
HISF destinados a mapear la region minima cominmente delecionada, han puesto de
manifiesto que en la mayor parte de los casos la pérdida de material del cromosoma
13 es el reflejo de una monosomia y que las deleciones intersticiales son muy raras’®.
Clasicamente, la monosomia del 13 se ha asociado con prondstico adverso,
independientemente de la técnica utilizada para su deteccion y de la modalidad del

74,75

tratamiento”™”>. Sin embargo, los Ultimos estudios reflejan que la presencia de

monosomia 13 de manera aislada, sin otras alteraciones concomitantes, no conlleva

21



Introduccion

777 El gen del retinoblastoma (RB1) se encuentra

una reduccidon de supervivencia
incluido en la region minima delecionada. Sin embargo, no es frecuente la observacién
de mutaciones inactivadoras del otro alelo. Por ello, se esta investigando la posibilidad
de que la haploinsuficiencia de RB1 participe en la patogenia del MM (Chng et al,
datos no publicados). Asi mismo podria explicar el hecho de que la delecion de 13q sea

menos frecuente en los tumores que expresan CCND2 que en aquellos que expresan

CCND1.

Delecion de 17p (P53)

La frecuencia de esta delecion es considerablemente mas baja (10%) que la
monosomia/delecién del cromosoma 13, lo que no ha impedido que en la mayoria de
los estudios se perfile como una alteracidn de prondstico infausto. En los pacientes con
MM en estadios avanzados y en progresion, la proporcién de las deleciones de P53 es

bastante mas elevada>’’®”’

. El gen supresor tumoral P53, localizado en 17p13, ha sido
definido como el “guardian del genoma” al prevenir de la acumulacidon de mutaciones
potencialmente oncogénicas. La frecuencia de mutaciones de P53 en los pacientes con
MM al diagndstico es bastante baja (en torno a un 10%). Recientemente se ha descrito
que hasta un 37% de los pacientes con MM y delecién de 17p presentan mutaciones
de P53 en comparacién con un 0% en aquellos sin dicha alteracién citogenética’.
Ademas, parece que la pérdida de P53 se asocia con la invasién extramedular del
MM?2%8! No obstante, el impacto actual de la delecion monoalélica de 17p13 en la via
de p53, y la posibilidad de desregulacion concomitante de otros componentes de la

via, por ejemplo silenciamientos epigenéticos de P53 o aumento de expresion de

MDM?2, son aspectos que aun necesitan ser aclarados.

Ganancias de 1q:

La ganancia de 1q es la alteracidn cromosdmica mas recurrente en el MM, como lo
demuestran tanto los estudios de citogenética como los de HCG*'. En la mayoria de los
casos son el producto de isocromosomas, duplicaciones y traslocaciones “jumping”®.
El impacto en la supervivencia de esta alteracion no se habia explorado en profundidad
hasta que los estudios de expresion génica mediante microarrays realizados por el

grupo de Arkansas, demostraron que el aumento de expresion del gen CKS1B,
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localizado en 1g21, impartia una mayor agresividad al curso clinico del MM, lo que
desembocaba en una reduccion significativa de la supervivencia. Esto llevd a explorar
si la sobreexpresion de CKS1B podria estar relacionada con un incremento en el
numero de copias de este gen, y se comprobdé que habia una correlacion significativa
entre las ganancias y amplificaciones del BAC que contiene el gen CKS1By el alto nivel
de expresion de dicho gen. A su vez, se demostré que las ganancias de 1qg21
detectadas mediante HISF también constituian un factor independiente de mal
prondstico®. Sin embargo, otros grupos no han reproducido este hallazgo, ni cuando
han analizado las ganancias de 1q mediante HISF, ni cuando han estudiado el nivel de
expresion de CKSBI®*. En estos trabajos, el impacto negativo de la supervivencia
desaparece cuando se introducen en el analisis multivariante otras variables de mayor

peso.

2.2.3 Aneuploidia:

Casi todos los MM son aneuploides, como lo demuestran la medida del contenido
de ADN por CMF y las técnicas citogenéticas. De acuerdo con el estatus de ploidia
evaluado por cariotipo, los pacientes con MM pueden agruparse en dos grandes
categorias: grupo hiperdiploide (mas de 46/47 cromosomas) y grupo no hiperdiploide,
compuesto de casos diploides, hipodiploides (hasta 44/45 cromosomas),
pseudohipodiploides (44/45 a 46/47) y casos casi tetraploides (mas de 74)"%% Los MM
no hiperdiploides se caracterizan por una prevalencia muy elevada de Tx de IGH y

monosomia del cromosoma 13%%®

. Por el contrario, el grupo hiperdiploide esta
asociado con trisomias recurrentes que afectan especialmente a los cromosomas
impares (3, 5, 7, 9, 11, 15 y 19) y con una frecuencia baja de alteraciones
estructurales®. Los MM hipodiploides se relacionan con una supervivencia mas corta.
Sin embargo, como esta categoria de MM comprende anomalias genéticas de mal

pronostico, es dificil concluir que la hipodiploidia sea un factor prondstico

independiente.

2.2.4 Concomitancia de alteraciones cromosomicas:
En un intento de identificar los pacientes con peor prondstico, se ha analizado

recientemente la asociacidn entre las alteraciones genéticas detectadas por HISF y la
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supervivencia en 1069 pacientes con MM de nuevo diagnéstico®”. +1q21, del(17p13)
y las Tx IGH de prondstico adverso: t(4;14), t(14;16) y t(14;20), fueron las alteraciones
con peor supervivencia libre de progresion (SLP) y supervivencia global (SG). Ademas,
estas alteraciones citogenéticas con frecuencia coexistian, y su acumulacion se asocio
con un decremento progresivo de la supervivencia. Basandose en estos datos, Boyd et
al establecieron tres grupos pronodsticos: grupo de bajo riesgo (ausencia de
alteraciones de prondstico adverso); grupo de riesgo intermedio (una alteracion de
prondstico adverso); grupo de alto riesgo (mas de una alteracion de prondstico
adverso). Esta clasificacién presentdé valor independiente del International Staging
System (ISS), de manera que aquellos enfermos con ISS Il 6 lll y mas de una lesién
genética, lo que supone el 13.8% de los MM, tenian cortas supervivencias (mediana de
SG de 19.4 meses)®’.

Ademas, Kumar et al han reportado que la presencia de al menos una trisomia de
un cromosoma impar en pacientes con MM y del(17p13), t(4;14), t(14;16) o t(14;20),

reduce el prondstico adverso de estas alteraciones citogenéticas®.

2.3 Alteraciones gendmicas detectadas mediante tecnologias de alto rendimiento

El desarrollo tecnoldgico, junto con la mejora de las herramientas informaticas, ha
permitido la creacién de plataformas que realizan el andlisis simultaneo de un gran
numero de genes de una misma muestra. Esta tecnologia recibe el nombre de
biochips, chips, arrays o microarrays. A partir de este momento utilizaremos el término
de arrays o microarrays, por ser el mas extendido. Se puede aplicar por un lado, al
estudio de los niveles de expresidon de genes mediante el anadlisis del ARN mensajero
de la muestra, y por otro, al estudio de las alteraciones gendmicas, basicamente las
ganancias y las pérdidas, mediante el analisis del ADN gendmico de la muestra de

interés.
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Figura 4: Tipos de arrays

Ademas, la reciente aplicacion de la secuenciacidon masiva o ultra-secuenciacion
permite avanzar en el conocimiento genético de las enfermedades en general y el MM

en particular.

2.3.1 Andlisis de ganancias y pérdidas de material cromosdmico, y de pérdida de
heterocigosidad mediante arrays de SNPs

Con el mismo fundamento de la HGC, ha surgido la técnica denominada matriz-HCG
0 matriz gendmica, en la que la hibridacién del DNA tumoral sobre microarrays de
cromosomas artificiales de levadura (BAC) o sobre microarrays de oligonucledtidos
(arrays de HCG o de polimorfismos de un Unico nucledtido (SNP)), representativos de
todo el genoma, permite detectar cambios genéticos inferiores a 1 Mb®%*,

Los arrays de SNPs tienen la ventaja afiadida sobre los arrays de HCG de su elevada
resolucién junto a poder detectar disomias uniparentales (UPD) o pérdidas de
heterocigosidad (LOH) sin cambio en el nimero de copias, esto es, cambios genéticos
qgue conllevan que un gen esté en homocigosis sin existir ni ganancia ni pérdida de
material genético. De esta forma, basandose en esta técnica, se ha comprobado la
presencia de disomias o trisomias uniparentales asociadas con tumores sélidos y
hemopatias malignas. Estos eventos no se pueden identificar ni con el empleo de

métodos tradicionales de la citogenética ni con la HCG. Como desventajas se

encuentran que no es capaz de detectar las translocaciones balanceadas.
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Concepto de pérdida de heterocigosidad (LOH) y disomia uniparental (UPD)

La pérdida de heterocigosidad (LOH) es muy importante por sus implicaciones en la
enfermedad en general, y en el cancer en particular. Puede tener lugar en los
siguientes escenarios: delecidn, conversidn génica, recombinacién, error en la mitosis
o pérdida cromosémica con posterior duplicacidén. En este sentido, el ejemplo de LOH
mas frecuente en las células mielomatosas es la monosomia del cromosoma 13.

Sin embargo, LOH puede ocurrir sin cambio en el nimero de copias (disomia
uniparental —UPD-). Inicialmente la UPD se describi6 como un trastorno del
desarrollo®, pero ha demostrado ser un mecanismo muy importante en la inactivacién
génica de genes supresores tumorales. En este sentido, los casos de las UPD
germinales implican la presencia de dos cromosomas homélogos derivados del mismo
progenitor, y da lugar a un fenotipo anormal cuando los cromosomas implicados llevan
impronta, por lo que los genes de estos cromosomas sdélo tienen un alelo activo, es
decir, sdlo el alelo materno o paterno del par es activo.

Sin embargo, UPD pueden no soélo encontrarse en la linea germinal, sino
demostrarse exclusivamente en determinados tejidos (UPD adquiridas), pudiendo
jugar en ellos un rol en la carcinogénesis%. Se trataria por tanto de una UPD somatica
gue afecta solo a las células que componen un determinado tejido. En estos casos el
origen de la disomia no es la herencia directa, sino un proceso andmalo de replicacién
del DNA. La importancia de la UPD en la biologia del cancer radica en la inactivacion de
un alelo de un gen supresor de tumor, que esta duplicado. El alelo podria ser

inactivado a través de la mutacion o de la metilacion de la region promotora.
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Figura 6: Analisis de las pérdidas de heterocigosidad mediante arrays de SNPs

Experiencia con SNP-arrays en el Mieloma Multiple

Aunque es una tecnologia desarrollada muy recientemente, ya se ha aplicado para

97-99

el estudio de muchas enfermedades, entre ellas el MM . La utilizacion de esta
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tecnologia ha permitido confirmar las sospechas de que la practica totalidad, por no
decir todos los MM, presentan alteraciones cromosémicas. La incidencia en los
estudios publicados hasta ahora varia desde un 95% hasta un 98%100,101,102.

Los primeros estudios con arrays de SNPs en MM identificaron que las deleciones
mas frecuentes afectaban a las regiones 1p (30%), 6q (33%), 8p (25%), 12p (15%), 13q
(59%), 149 (39%), 16q (35%), 17p (7%), 20 (12%) y 22 (18%) y las ganancias a 1q (36%)
y a los cromosomas impares (3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 y 21) que mayoritariamente exhiben
trisomias con frecuencias que abarcan desde el 12% para t21 al 37% para la t15%* %2,
Por otro lado se observé un porcentaje no desdefiable de UPD: 8% en 1q, 9% en 16q

101 A nivel de 16q describieron una alta frecuencia de UPD e

y 20% en el cromosoma X
identificaron dos genes supresores candidatos: CYLD (en el que evidenciaron hasta un
21% de mutaciones en el alelo residual) y WWOX (el cual se encontraba infraexpresado
en los casos con LOH y que podria ser inactivado también por la traslocacion
t(14;16)101. Asi mismo, identificaron genes con importancia prondstica y funciones
relevantes en la biologia del MM mediante el analisis de las deleciones homocigotas
(FAM46C, TSPYL4, PARK2, TLR4, RB1, BIRC2, BIRC3, TRAF3, entre otros)101.

También se ha analizado el impacto prondstico de las alteraciones en el nUmero de
copias detectadas por arrays de SNP en MM de nuevo diagndstico'®. Asi, las
amplificaciones de los cromosomas 5, 9, 11, 15 y 19 se asociaron con prondstico
favorable mientras que las amplificaciones de 1q y las deleciones de 1p, 12p, 14qy 22q

102

tenian prondstico desfavorable™*. El anadlisis multivariante definié6 como variable

independiente favorable la amplificacion de 5q31.3, y como desfavorables la

102

amplificacion de 19g23.3 y delecién de 12p13.3177“. Sin embargo, hay que resefar que

estos resultados no se han reproducido en un analisis posterior de estas dos regiones
mediante HISF'%,
Cabe destacar que no existe en el momento actual, ningun trabajo publicado que

analice pacientes con GMSI y MMQ mediante esta técnica.

2.3.2 Andlisis de la expresion génica mediante microarrays
El analisis de expresién génica mediante microarrays se aplicd por primera vez al

104

estudio del cancer en 1996 ". Es una herramienta que permite obtener una visiéon

global de los cambios de expresion que definen la biologia y clinica del cancer.
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195 El primer

De vas et al fueron los primeros en utilizarla en el MM en el afio 2001
paso fue comparar las CP de la MO de donantes sanos con las de sujetos con MM,
confirmandose que ambas células presentaban distintos perfiles de expresién génica
(GEP), pudiendo diferenciarse basandose en la diferente expresion de 120 de los 6800

105 En este mismo trabajo se observd que el grupo de MM también

genes analizados
era heterogéneo, siendo el GEP capaz de diferenciar hasta 4 subgrupos moleculares:
de MM1 a MM4, donde MM1 era mas similar a las MGUS, y MM4 a las lineas celulares
del MM'®. Como cabria esperar, el grupo MM4 presentaba mayor incidencia de
anomalias citogenéticas y niveles elevados de B2micro (factores por lo tanto asociados
con un prondstico clinico desfavorable)'®. Consistente con estos datos, los genes que
permitian distinguir MM4 de otros grupos estaban relacionados con la proliferacion

106 Este estudio supuso la primera evidencia de que el MM abarca diferentes

celular)
enfermedades que presumiblemente utilizan diferentes mecanismos moleculares para
generar una neoplasia con una histologia comun pero un comportamiento clinico y
una biologia diferente. Posteriormente, tecnologias mas avanzadas de GEP en series
mas amplias de sujetos han dividido el MM en siete entidades diferentes, como
posteriormente se desarrollara.

La alta resolucién de las clasificaciones moleculares permite la evaluacidn
retrospectiva de la eficacia de diferentes regimenes de tratamiento segun el subgrupo
molecular, lo cual es fundamental a la hora de disefar ensayos clinicos. Por ejemplo,
una nueva droga puede no mostrar eficacia de forma global en el MM, pero ser
sumamente Util si nos centramos en una de las entidades moleculares, que podria
suponer por ejemplo sdlo un 5% de la poblacién de sujetos con MM. Ademas, la
identificacion de aquellos genes desregulados en estos sujetos puede orientarnos
hacia el uso de agentes ya conocidos que podiamos no haber considerado y, asimismo,
hacia el desarrollo de nuevas drogas.

Para profundizar en la caracterizacion molecular de las CP e investigar la
contribucion de las alteraciones genéticas especificas en la heterogeneidad bioldgica y
clinica de las gammapatias monoclonales, Mattioli et al compararon el GEP de CP de 7

197 "Bl cluster del

casos de GMSI, 39 MM y 6 leucemia de células plasmaticas (LCP)
grupo de MM se caracterizé fundamentalmente por la presencia de una de las cinco

translocaciones recurrentes que afectan al locus de IGH"™. Los MM con t(14;16) y
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t(14;20) presentaron sobreexpresion de CCND2 y genes envueltos en la adhesion,
mientras que aquellos con t(4;14) presentaron sobreexpresion de genes con funciones
antiapoptéticaslm, La peculiaridad de los sujetos con la t(11;14) fue la baja expresién
de la subunidad alfa del receptor de IL-6. Finalmente, antigenos asociados con el
cancer testicular fueron especificamente expresados en un subgrupo de pacientes
caracterizados por un curso clinico agresiv01°7.

Ahondando en las diferencias entre las CP sanas y tumorales, Jourdan et al han
publicado un trabajo en el que se centran en 58 genes ligados a la via de la apoptosis y

108 | as CP mielomatosas mostraron sobreexpresion de

de la diferenciacién de células B
genes antiapoptoticos tales como TRAIL, mientras que FAS, APAF1 y BNIP3 fueron
infraexpresados en este grupo de sujetosmg.

Por otro lado, Zhan et al han analizado el GEP de CP de sujetos sanos y de pacientes
con GMSI y MM sintomatico, observando que un 27% de los MM presentaron la firma
genética de la GMSI®®. Estos MM, a pesar de presentar una tasa inferior de respuestas
completas tras el tratamiento, presentaron un perfil clinico y molecular mas favorable,
junto a una mejor supervivencia®. Ademds observaron que, de los 20 pacientes que
tenian supervivencias prolongadas (>10 afos) post trasplante autélogo, 15 poseian la
firma genética de la GMSI™.

Recientemente Anguiniano et al han publicado un trabajo en el cual analizan los
GEP de 877 pacientes, incluyendo sujetos sanos y pacientes con GMSI, MMQ y MM (al
diagndstico y a la recaida), hallando que la sobreexpresion de Myc junto con el
incremento en la inestabilidad cromosdmica, son los sucesos que caracterizan la

109

evolucién desde la CP normal a la CP del MM en recaida™ . Ademas el GEP permitié

subclasificar los diferentes estadios del ISS segun el fenotipo biolégico®.

El GEP revela interacciones entre las CP mielomatosas y el micromedioambiente:

Cada vez son mas los estudios que otorgan a la interaccion entre las células
mielomatosas y el micromedioambiente de la MO un papel fundamental en el
desarrollo y progresién del MM. El micromedioambiente medular estd integrado por la
matriz extracelular (fibronectina, coldgeno, laminina y osteopontina) y componentes
celulares, que incluyen las células hematopoyéticas, células inmunes, células

estromales y endoteliales de la MO, osteoblastos y osteoclastos. Estas interacciones
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entre las CP y el micromedioambiente medular serian las responsables de la activacion
de rutas de sefializacién que median el crecimiento, la supervivencia, la resistencia a
farmacos y la migracién de las células mielomatosas, asi como la osteoclastogénesis y
la angiogénesis. Un paso inicial en la patogénesis del MM implica la adhesion de la CP
al micromedioambiente medular gracias a moléculas como CD44, VLA4, VLAS, LFA1,
CD56/NCAM, CD54/ICAM1 y CD138/Sindecam 11° La adhesién provoca sefiales
bidireccionales entre las CP y las células estromales que facilitan el asentamiento de
las CP en el entorno medular. Sindecam 1 es un proteoglicano transmembrana que se
expresa en la mayoria de las células mielomatosas™**. Su unién al colageno de la matriz
extracelular induce la expresion de la metaloproteasa MMP1 que contribuye a la
resorcion dsea y a la movilidad de la célula mielomatosa. La VLA4, que también se
expresa en las células mielomatosas, interviene en la unién de éstas a la matriz
extracelular y a las células estromales a través de la fibronectina y VCAM1. Esta unidn
induce la activacion del NFkB en las CP, lo que las confiere la llamada resistencia a

quimioterapicos mediada por la adhesién celular (acrénimo en inglés CAMDR) 2%, |

a
interrupcion de las interacciones entre la célula mielomatosa y el microambiente
medular puede detener el crecimiento y la proliferaciéon de las CP, por lo que se ha
convertido en uno de los objetivos de la investigacion de nuevos farmacos. Por otro
lado, las células mielomatosas y las células estromales intercambian un importante
numero de citocinas como TNFalfa, VEGF, TGFbeta, IGF1, SDFla y IL6. La IL6 y el IGF1
estan considerados como los factores de proliferacién mas importantes para la célula
mielomatosa, y a su vez proporcionan proteccion contra la muerte celular inducida por

farmacost10114115

. El VEGF también se ha implicado en la proliferaciéon de las CP vy
puede contribuir a la angiogénesislls. Otro grupo de citocinas que puede participar en
la patogénesis del MM son las que regulan la muerte celular. Entre ellas, varios
miembros de la familia del TNF alfa, como TRAIL, FASL, APRIL y BAFF. APRIL y BlyS son
potentes factores de supervivencia para las células B y estan sobre-expresados en las
neoplasias de CP, donde parecen actuar tanto por via autocrina como paracrina*'®*".
Al final, la interaccién entre las CP y el micromedioambiente medular, bien
directamente a través de las moléculas de adhesién, o indirectamente gracias a las
citocinas liberadas por ambos tipos celulares, desemboca en la activacion de diferentes

rutas de sefializacion que controlan la proliferacién, supervivencia y muerte celular. Un
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desequilibrio entre estos procesos daria lugar a la acumulacion de CP en la MO.
Ademas de la via de NFkB estan implicadas varias rutas de senalizacion: la ruta de Ras-
Raf-MAPK cinasa (MEK/ERK), la ruta de JAK/STAT y la ruta de P13K/AKT**#*° varias de
las citocinas y receptores que controlan la proliferacion y supervivencia de la célula
mielomatosa afectan a las rutas de MAPK. La ruta de ERK se activa a través de los
receptores IL6R, IGF1R, FGFR y VEGFR. Recientemente se ha demostrado que la ruta
MEKS/ERK5 también estd implicada en la proliferaciéon y supervivencia del MM a
través de la estimulacion del receptor de la IL-6. Otras dos rutas de MAPK, como p38 y
JNK, ejercen funciones importantes en el control del nimero de células mielomatosas,
pero su papel exacto en la biologia del MM aun esta por ser definido. La activacion del
receptor de la IL6 también causa estimulacién de la cinasa Jak, que a su vez fosforila a
STAT3, lo que conduce a la supervivencia de las CP a través de un aumento en la

110 | a activacién de la ruta JAK/STAT origina desregulacién de

actividad antiapoptaética
BCL-XL y MCL-1, dos miembros antiapoptoéticos de la familia de BCL-2.También se han
descrito alteraciones en el MM de la ruta PI3K/AKT. Una evidencia de que AKT
participa en la patogenia del MM es el hallazgo de que ciertas lineas de MM tienen
AKT constitutivamente activo, debido a la inactivacion del gen supresor tumoral PTEN.
La fosforilacion de AKT se ha encontrado con relativa frecuencia en pacientes con MM,
al contrario que en las GMSI en las que esta anomalia aparece rara vez. El estudio de la
apoptosis en el MM ha sido objeto de una investigacion intensa, especialmente debido
al hecho de que las alteraciones de la apoptosis puede explicar la acumulacidn
progresiva de CP en MO mas que la proliferacion, puesto que el indice de proliferacidon
de la CP mielomatosa es muy bajo. Ademds muchos agentes antimieloma tienen
propiedades proapoptoticas. La via extrinseca de la apoptosis se activa cuando los
ligandos de la familia de NF actuan sobre sus receptores localizados en las CP. En
cuanto a la ruta intrinseca, se ha visto activacién de caspasas en la muerte de las CP
inducida por farmacos. Las interacciones de las CP con el micromedioambiente no
constituyen un hecho aislado del resto de los mecanismos patogénicos del MM, ya que
por el momento se ha demostrado que ciertas alteraciones genéticas, ademads de
generar un perfil transcripcional y protedmico caracteristico, también regulan
interacciones concretas entre las CP y el microambiente medular. Algunos ejemplos

son: los MM con la t(4;14) conducen al aumento de expresidon de FGFR3 que activa la
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ruta de JAK/STAT provocando supervivencia celular, y ademas es capaz de inducir
proliferacidn celular sin intervencion de la IL6. La sobreexpresién de MAF en los casos
con t(14;16) provoca la expresion de la integrina B7 que promueve la adhesiéon

68110 | 35 mutaciones puntuales de TRAF3 llevan a la activacién de NFkB vy la

celular
inactivacion del gen supresor PTEN conduce a la activacién de la ruta de AKT™. Las
interacciones CP-microambiente medular no sdlo favorecen el crecimiento tumoral,
sino que también son responsables de manifestaciones clinicas de la enfermedad.
Dentro de éstas, las lesiones osteoliticas es el distintivo por antonomasia del MM
Asi mismo, andlisis de GEP han proporcionado mayor conocimiento de las
interacciones de la célula mielomatosa con el microambiente medular, siendo un
ejemplo de ello cdmo el uso de GEP reveld que las células mielomatosas sintetizaban
de forma aberrante DKK1, lo que supuso el desarrollo de un ensayo clinico fase I/l con
un inhibidor de DKK1, demostrando el potencial translacional de los estudios de GEP.
Por lo tanto y después de 10 afios realizando GEP a cientos de pacientes con MM en

numerosas instituciones, esta técnica estd lentamente trasladandose desde los

laboratorios de investigacion a la practica clinica.

El GEP revela que la desrequlacion de ciclina D es un evento universal en el MM

Con lo revisado hasta aqui, se puede decir que el MM se caracteriza por una
marcada inestabilidad cariotipica y por no tener una alteracién cromosdmica
especifica. Aparentemente no hay un mecanismo genético comun que explique la
patogénesis del MM. Sin embargo, se ha especulado que aunque las diferentes Tx de
IGH que se observan en el MM inducen la sobre-expresion de oncogenes diferentes, es
posible que todas las Tx de /IGH implicadas en el MM converjan en una via patogénica
comun que resulte en el bloqueo de la diferenciacién, y en un aumento de la
supervivencia y de la proliferacion celular. Asi, el analisis de expresion génica ha
demostrado que la expresion de los genes CCND1, CCND2 y CCND3 esta incrementada
en la practica totalidad de los pacientes con MM. Este hecho podria considerarse como

122 Aproximadamente el 25% de

un potencial evento comun en la patogénesis del MM
los MM expresan niveles elevados de una de estas ciclinas como consecuencia directa
de una Tx de IGH como la t(11;14) y la t(6;14), que directamente desregulan CCND1 y

CCND3 respectivamente, o como efecto indirecto de una de las Tx de IGH con los
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genes MAF (c-MAF en 16923 y MAFB en 20g23), que codifican factores de
transcripciéon que actlan sobre la ciclina D2. Casi el 40% de los MM sobre-expresan
ciclina D1 a través de una desregulacidon bialélica de CCND1 y sin una aparente
t(11;14), y la mayoria de los restantes MM, incluidos aquellos con la t(4;14), muestran
un aumento de expresion de la ciclina D2. La expresidn aumentada de una de estas
ciclinas D facilitaria la activacion de las cinasas dependientes de ciclinas CDK4 (o CDK®6),
las cuales subsecuentemente fosforilan e inactivan a RB con lo que el factor de
transcripciéon E2F se libera e induce la progresion del ciclo celular. Los niveles de
expresion de las ciclinas D también se han incorporado a la clasificacién molecular

antes mencionada’®®'%,

Clasificaciéon molecular del mieloma multiple basada en GEP:

Los analisis de la expresion génica del MM mediante microarrays han confirmado la
enorme diversidad genética que manifiesta esta neoplasia. Recientemente y tal como
se ha sefalado previamente, se han propuesto varias clasificaciones del MM en grupos
diferentes, cada uno de los cuales posee una firma genética especifica que, a su vez, se
asocia con un comportamiento clinico caracteristico. Ademas, varios de estos grupos
estdn marcados por una de las Tx de IGH o por el estatus de ploidia, con lo que se
consigue una conexién entre las alteraciones genéticas, el transcriptoma celular y los
rasgos clinicos de los pacientes. Se trata de intentos, si bien aun precisan de una
amplia validacion, de distinguir las entidades genéticas y clinicas que se agrupan bajo
el nombre comun de MM. En este sentido, Bergsagel y Kuehl desarrollaron una
clasificacion mediante un analisis supervisado basada en GEP definida por cinco
translocaciones recurrentes, trisomias especificas y expresién de ciclina D**3. 30 genes
fueron capaces de separar el MM en 8 clases moleculares (11q13/TC1, 6p21/TC2,
4p16/TC3, maf/TC4, D1/TC5, D1+D2/TC6, D2/TC7 y none/TC8) que presentaban
correlacién con diferentes datos clinicos tales como prevalencia de enfermedad dsea,

122123 En un intento de validar esta

recaida o progresion a tumor extramedular
clasificacién, Agnelli et al usaron este GEP como modelo predictor sobre CP purificadas
de 50 casos de MM***. Los TC1, TC2, TC4 y TC5 fueron caracterizados por 112 sondas,
pero TC3 mostré un fenotipo heterogéneo y ausencia de biomarcador genético™**. El

TC2, caracterizado por la presencia de copias extras de CCND1 y ausencia de
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traslocaciones de /IGH o deleciones de 13q, fue caracterizado por sobreeexpresion de
genes relacionados con la regulacién de la transcripcion®®*. El fallo para validar todos
los grupos moleculares fue probablemente debido al bajo tamafio muestral, a pesar de
gue no se puede descartar que se deba a que se trate de una clasificacion poco
robusta. De forma complementaria a la aproximacion supervisada expuesta, analisis no
supervisados permiten reclasificar los grupos. Asi, analizando 351 casos de MM de
nuevo diagndstico, Zhan et al dividieron el MM dentro de 7 categorias
reproducibles'®.

Estas clases moleculares, con gran consistencia con la clasificacion TC previamente
expuesta, estan definidas por distintos GEP asociados con lesiones genéticas
conocidas, incluyendo la hiperdiploidia, translocaciones, expresién de genes de
proliferacién celular e interacciones de células tumorales con el micromedioambiente

medular®

. Cuatro (MF, MS, CD-1 y CD-2) de las siete categorias estan caracterizadas
por la sobreexpresion que resulta de translocaciones cromosdmicas recurrentes en
aproximadamente el 40% de los MM'?. La hiperdiploidia est4 caraterizada por bajos
niveles de expresion ectdpica de CCDN1 y sobreexpresion de genes localizados en los
cromosomas impares que tipicamente exhiben trisomia en el MM. La clase LB (“low-
bone disease”), caracterizada por una baja incidencia de lesiones dseas por RMN,
expresa niveles elevados de CCND2 y una constelacion de genes que incluyen
endotelina-1/EDN1. Asi, determinados perfiles de expresién génica pueden definir al
menos 6 de las 7 entidades. El séptimo grupo (PR —proliferacion-) no esta relacionado
con una lesién genética primaria, pero si con altos niveles de expresion de genes
asociados con la proliferacion.

Posteriormente Sonneveld et al han afiadido tres subgrupos mas a la clasificacion
del grupo de Arkansas: el primero (11.6% de los MM) se caracteriza por
sobreexpresion de genes de la ruta de NFkB, tales como TNFAIP3 y CD40; el segundo
(6.9%) se caracteriza por sobreexpresion de los antigenos relacionados con el cancer
testicular sin expresion de genes de proliferacion; el tercero (2.8%) se caracteriza por

la sobreexpresion de PRL-3, PTPRZ1 y SOCS3 *%.
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Las ganacias y pérdidas gendmicas se asocian con GEP particulares:

GEP y gammapatia monoclonal hiperdiploide: La combinacién de HISF y GEP mostro
una desregulacion diferencial de genes relacionados con la biosintesis de proteinas, de
maquinaria transcripcional y de fosforilacion oxidativa entre los dos tipos de

enfermedad (hiperdiploide/no hiperdiploide)*’.

La mayoria de los 204 genes
sobreexpresados en la enfermedad hiperdiploide se localizaban en los cromosomas
hiperdiploides, mientras que el 29% de los genes sobreexpresados en la enfermedad
no hiperdiploide se encontraban en el cromosoma 16q**’. El MM hiperdiploide se
pudo ademas dividir en dos entidades moleculares y transcripcionales diferentes, una
caracterizada por la trisomia del cromosoma 11 y otra sin este hallazgo, pero con

127

ganancias de 1q y deleciones del cromosoma 13™“". Mas aun, Chng et al demostraron

mediante GEP que el MM hiperdiploide esta definido por una firma de biosintesis y

128 Uno de ellos, el caracterizado por

gue puede ser dividido en cuatro subgrupos
presencia de antigenos asociados con el cancer testicular, con desregulacién de genes
asociados con la proliferacion y con mayor indice proliferativo, presenta una
supervivencia muy inferior al resto. El segundo grupo, que se caracteriza por la
desregulacién de genes relacionados con TNF alfa, la via de NF-kB y de la apoptosis, y
que probablemente se corresponda con la entidad hiperdiploide con +1q, -13q junto
ausencia de trisomia del 11 y la clase “LB”, generalmente presenta buenas respuestas
al tratamiento con Bortezomib?%.

GEP y delecion del cromosoma 13: Para confirmar el valor prondstico de las
alteraciones citogenéticas, un grupo de MM fueron evaluados durante un periodo de 9
afios. Tan sélo la no hiperdiploidia y la delecion del cromosoma 13, solas o en

129 Ademés, en 146 pacientes,

combinacion, se asociaron con prondstico desfavorable
la delecion del cromosoma 13 detectada por HISF se asocid a infraexpresién de un
conjunto de genes localizados en ese cromosoma, entre los que se incluia RB1*%°. En
un intento de explicar el porqué de que dicha delecion otorgara prondstico adverso, se
propuso que la haploinsuficiencia de estos genes, asi como una significativa
sobreexpresion de IGF-1R pudiera generar un efecto de sobreexpresidon de genes del
ciclo celular’®®. No obstante y como se ha manifestado anteriormente, estudios
posteriores han revelado que el prondstico adverso de la delecidon del cromosoma 13

va unido a la presencia concomitante de otras alteraciones moleculares’*”’.
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GEP y delecion del 17p13/TP53: Un factor de mal prondstico en el MM es la
delecién de 17p13, probablemente debido a pérdida de heterocigosidad de TP53, un
gen supresor de tumor que transcripcionalmente regula la progresion del ciclo celular
y la apoptosis, y es capaz de modular la respuesta celular frente al dafio de DNA®.
Xiong et al encontraron que la baja expresién de TP53 observada en aproximadamente
un 10% de los pacientes diagnosticados de novo, se correlaciona con la delecion de
TP53 y con un prondstico adverso, constituyendo un factor de riesgo independientelao.
De los 122 genes diana de P53, sélo unos pocos se correlacionaron con la expresiéon de
TP53 en las células mielomatosas. La realizacion de GEP sobre cuatro lineas celulares
TP53 nulas, sobre las que se generd una expresion ectépica de TP53, identificd 85
genes diferencialmente expresados (50 sobreexpresados y 35 infraexpresados)lao.
Utilizando estos genes, se realizé posteriormente un andlisis no supervisado en 351
MM de nuevo diagndstico y 90 MM en recaida, el cual revelé dos grandes grupos
correlacionados con la expresién de TP53 y con la supervivencia. Estos datos sugieren
gue la pérdida de TP53 en el MM confiere prondstico adverso y probablemente resulte
en la desregulacion de un grupo de genes diana de P53 especificos en el MM y

diferente a otras lineas celulares®°.

GEP v estratificacion del riesgo:

Para determinar si el GEP al diagndstico puede ayudar a clasificar el MM en base a
su prondstico, se identificod y se validé en dos amplias cohortes una firma genética de
alto riesgo presente en aproximadamente un 15% de los MM de nuevo diagnésticolgl.
El modelo denominado “70/17 genes de alto riesgo” se basa en el patron de expresion
de 70 genes, que se pueden reducir a 17 genes, en los que predomina la
sobreexpresién de genes localizados en 1q e infraexpresién de genes localizados en

131 E| GEP de 71 pacientes pareados al diagndstico y a la recaida mostré un aumento

1p
del score medido por el modelo de “70/17” en el 80% de los casos. Ello supuso un

impacto en la supervivencia al momento de la recaida en el 58% de los pacientes®3!.
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Utilizando GEP para entender los mecanismos de la enfermedad asi como la respuesta

al tratamiento

GEP y antigenos asociados con el cancer testicular: estos antigenos se expresan en
los testiculos y en tumores malignos, pero raramente en tejidos no gametogénicos, lo
cual les hace atractivos para ser utilizados como dianas en estrategias de vacunacion
contra el cancer. Estudios de GEP han demostrado que los pacientes con MM al
diagndstico expresan un nimero variable de estos antigenos (98% expresan al menos
uno, 86% al menos dos y 70% al menos 3) y que la expresion de seis o0 mas de ellos se

132

asocia con un prondstico adverso™~“. En concreto, NY-ESO-1, cuya expresidon es mas

elevada en el MM con alteraciones citogenéticas, podria ser una diana perfecta para la
inmunoterapia en el paciente con MM,

IGF y IL6: IGF-1R ha sido implicado en la patogenia del cancer, estando
universalmente sobreexpresado en células malignas de diversos tumores, tanto
hematoldgicos como sdlidos. De hecho, la sobreexpresion de esta molécula en el MM
al diagndstico confiere prondstico adverso. In vitro, inhibidores de este receptor tales
como anticuerpos neutralizantes, péptidos antagonistas o inhibidores kinasa selectivos
(NVP-ADW742) tienen actividad antineoplasica (particularmente en el MM), incluso en
casos resistentes a las terapias convencionales™*. Asi mismo, la sobreexpresion de
IL6R confiere también prondstico adverso al diagndstico, encontrdandose ambas
moléculas desreguladas en uno de los grupos moleculares (“MS”). Por ello, el
tratamiento con dianas de IGFR1 combinado con anti IL 6 es prometedor.

Estudios de farmacogenomica: Uno de los caballos de batalla del MM es el
desarrollo de la resistencia a drogas, pudiendo el GEP ayudar a identificar los
mecanismos de resistencia de cada paciente para individualizar la mejor estrategia de
tratamiento. Entre los grupos que han trabajado en ello se encuentran los de Marton,
Gray y Cheok™™¥’.

La utilizacion de GEP ha revelado que la heterogeneidad clinica del MM reproduce
una heterogeneidad genética, pudiendo definirse diferentes entidades moleculares. La
investigacion de los cambios de GEP al diagndstico y a la recaida, ha proporcionado
conocimiento de los mecanismos de la progresién del MM vy del desarrollo de la

resistencia a drogas. Estudios farmacogendmicos comparando los GEP al diagndstico y

después del tratamiento con un uUnico agente han permitido identificar genes
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asociados con respuesta a drogas, contribuyendo a entender los mecanismos por los
gue actua el farmaco, siendo este paso clave para la terapia individualizada y el

desarrollo de nuevos farmacos.

2.3.3 Secuenciacion masiva
La aplicaciéon de la secuenciacion masiva al MM ha mostrado que existen
aproximadamente 35 mutaciones no silentes en cada caso de MM y que hay muy

d**. Este dltimo dato, que

pocas mutaciones genéticas recurrentes en esta enfermeda
concuerda con lo descrito en otras hemopatias como la LMA, contrasta con lo que
ocurre en la tricoleucemia y la LMC, en las que las mutaciones de BRAF y de BCR-ABL,
respectivamente, se ven en un porcentaje muy elevado de casos, incluso del 100%
para la tricoleucemia®®.

Las pocas mutaciones recurrentes que se han observado en el MM mediante
secuenciacion masiva afectan a oncogenes, como por ejemplo mutaciones activadoras
en los oncogenes RAS. En este sentido era ya conocido que, entre los sindromes
linfoproliferativos B crénicos, el MM es el que presenta una mayor incidencia de

140

mutaciones (49%), especialmente de N-RAS™™. Ademads los pacientes con mutaciones

de K-RAS tienen una mayor carga tumoral y corta supervivencia141.

2.4.4 MicroRNAs

Los MicroRNAs (miRNAs) son pequefias moléculas de RNA no codificante que
regulan la expresidon génica a un nivel post-transcripcional y que estan implicadas en
procesos biolégicos criticos entre los que se incluyen el crecimiento celular y la
diferenciacién.

Varios estudios han mostrado que la expresion de miRNAs estd desregulada en las
células mielomatosas cuando se compara con las CP normales'*. Por ejemplo, la
expresion de miR-17 ~ 92, localizado en el cromosoma 13, cambia durante el proceso

de transformacién de GMSI a MM**

. A pesar de que los genes que codifican los miRNA
pueden ser desregulados mediante metilacién del DNA, cambio en el nimero de
copias y mediante mutacion, la importancia de estos hechos en la patogénesis del MM

no se conoce en el momento actual.
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Dos trabajos han demostrado la existencia de una asociacién entre la expresién de
determinados miRNAs y las alteraciones citogenéticas, fundamentalmente las

translocaciones de IGH**%

. En este sentido, Lionetti et al demostraron que los MM
con t(4;14) presentan una sobreexpresion de let-7e, miR-125a-5p, y miR-99b
(localizados en 19q13.33)145. En la misma linea, Gutierrez et al objetivaron una

sobreexpresion de miR-1y de miR-133a clustered en los MM con t(14;16)***,

2.4.5 Metilacion y cambios epigenéticos
Existen muchos trabajos dirigidos a estudiar la genética de la célula mielomatosa.
Sin embargo, son muy pocos aquellos que investigan la implicacion de los cambios

epigenéticos en la patogenia de esta enfermedad*®

. EI DNA puede ser modificado
mediante metilacion. Ademas, la estructura de la cromatina puede ser modificada
mediante modificacidon de histonas, tales como metilacion, acetilacion, fosforilacion y
ubiquitinacion™*’. Tanto la modificacién del DNA como de las histonas pueden jugar un
papel en la modulacién de la expresion génica'®®.

El cambio epigenético mas relevante en la patogenia del MM es la hipometilacién
global del DNA y la hipermetilaciéon especifica del DNA de determinados genes,
durante la transformaciéon de GMSI a MM, En este sentido, destaca la
hipermetilacion especifica del DNA del gen MMSET en el 15% de los MM con t(4;14),
gue genera la sobreexpresidon de este gen, que promueve la supervivencia celular y la
progresion del ciclo celular™®.

Ademas, los inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (CDKI) forman una
familia de proteinas que realizan un importante control negativo del ciclo celular. La
union de éstos a las quinasas dependientes de ciclinas, fundamentalmente al complejo
CDK4/Ciclina D, determina la inhibicion de su actividad catalitica, lo que impide la
fosforilacion de pRb y por tanto la progresion a la fase S del ciclo celular™®. Los CDKI
mas estudiados en el MM son las proteinas p15, p16, pl8 y p2l1. En el MM son
infrecuentes las deleciones homocigotas de los genes P15y P16, localizados en 9p21, y
de P18, localizado en 1p32152. Sin embargo, en mds de un 50% de los pacientes con

13154 1 a proteina p21, localizada en

MM, P15 y P16 se encuentran hipermetilados
6p21, protege a las células de la apoptosis impidiendo la finalizacién del ciclo celular e

induciendo la reparacién del ADN dafiado. A diferencia de lo que ocurre en los
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linfocitos B normales la expresion de p21 se encuentra aumentada en las células

mielomatosas, lo que induciria en las mismas, resistencia a la apoptosis™”.

3. ASPECTOS GENETICOS DE LAS FASES EVOLUTIVAS DE LAS GAMMAPATIAS
MONOCLONALES

“In the survival of favored individuals and races, during the constantly-recurring
struggle of existence, we see a powerful and ever-acting form of selection”

Charles Darwin, biologist, 1859

3.1 Naturaleza multifasica del cancer

Durante el ultimo cuarto del siglo XX, y gracias a la biologia molecular, se ha
establecido y aceptado universalmente el paradigma genético del cancer: que los
tumores surgen como consecuencia de la acumulacién de mutaciones en genes que
controlan la proliferacién, diferenciacién o muerte celular. Ello ha permitido empezar a
entender la naturaleza multifasica del cancer, un proceso de multiples etapas que
requiere la acumulacion de sucesivos eventos de mutacidn somatica (oncogenes,
genes supresores, genes de susceptibilidad) y de seleccién clonal, que producen
variantes en la descendencia celular con propiedades de crecimiento cada vez mas

agresivas.

Cél. sana

C Cél. preneoplasica

Displasia Cél. tumoral

Neoplasia Generalizacion

INICIACION || PROMOCION || TRANSFORMACION PROGRESION METASTASIS

Figura 7: Representacion de la naturaleza multifasica del cancer
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Los estudios histopatoldgicos han sido capaces de evidenciar que el cancer es el
resultado final de un proceso complejo multifasico. El ejemplo mas claro lo constituyen
los cambios del epitelio intestinal, siendo otros ejemplos el cancer de prdstata y el
cancer de cérvix. Por otro lado, cada vez es mas larga es la lista de genes que ha
demostrado contribuir en las distintas etapas de la transformacién neoplasica. La
complejidad de la informacién es tal que se hace imprescindible seleccionar los genes
mas relevantes e intentar clasificarlos en un nimero pequefio de principios bioldgicos
y bioquimicos. En este sentido, algunos estudios indican que el fallo de un ndmero
limitado de mecanismos de regulacién celular es suficiente para producir un fenotipo
tumoral. Ello implica que los cdnceres se basan en una serie de principios genéticos y

celulares comunes.

3535555555
Naturaleza Normal —% Adenoma ———p Adenocarcinoma ——» Metastasis
multifasica del t
Ca de Colon APC  [KRaswt) [ TP53
Mut/LOH Mut./LOH

TGFBR2 Mut.

SMAD<4
Mut./LOH

Figura 9: Evidencia histopatolégica de la naturaleza multifdsica del cancer.

El desarrollo del cdncer sique en cierta medida las reglas de la evolucion Darwiniana

La evolucién Darwiniana implica la expansion de organismos que han sido dotados
de genotipos ventajosos y por lo tanto, de fenotipos ventajosos. Un esquema similar
parece describir el proceso de progresion tumoral. En este sentido, sobre una
poblacién proliferante, una célula determinada puede adquirir una mutacién que se
traduzca en la generacién de un fenotipo ventajoso. A partir de ese momento, esa
célula generard una expansién clonal y pasard a ser la poblacidon predominante,

mientras que el resto de células se eliminaran.
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Eventos genéticos primarios:
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Eventos genéticos secundarios:
-Alteraciones en el nimero de copias
-Hipometilacién del DNA

- Mutaciones adquiridas

@@(])@@
N

Diversidad celular tumoral
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Figura 8: Inicio y progresion del MM. Adaptado de Morgan et al, Nature Reviews Cancer 2012
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Todos los canceres se rigen, al menos en
parte, por los principios Darwinianos:
proliferacion clonal, diversificacion genética
y seleccion clonal. Cada color en la figura
representa una célula (y su descendencia
clonal) que adquire la primera (azul) o
adicionales, mutaciones secuenciales. Las
células grises son las que se estan muriendo.
N: stem cells normales.

Darwin explica el fendmeno de la
diversificacion de las especies y la
evolucién por un mecanismo de
mutaciones aleatorias sucesivas. Los
individuos sufren a continuacién la
seleccion natural: los mejor
adaptados sobreviven y se
reproducen, los otros desaparecen.

Figura 9: Similitud del fendmeno de diversificacién de las especies de Darwin y la evolucion clonal del

cancer.
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Sobre este modelo de seleccidn clonal, en el que los clones mas “resistentes” o con
mayor ventaja proliferativa se irian seleccionando, actuan varios factores que
intervienen en la seleccidn: las propias caracteristicas intrinsecas de cada clon, las

~ . . . . , . 156
senales del micromedioambiente y la terapia que actue sobre las células tumorales™".

Ahora bien, la tasa de generacidon de nuevas mutaciones puede exceder la tasa con
la que la selecciéon Darwiniana elimina los clones menos capaces. De esta forma, la
masa tumoral llega a estar con el tiempo constituida por un nimero creciente de

subclones distintos, lo que explicaria la enorme heterogeneidad clonal.

Evidencias clinicas del modelo de evolucion clonal

Son varios los trabajos que han motrado evidencia clinica del modelo de evolucion
clonal en hemopatias malignas. Por ejemplo, Mullighan et/ al estudiaron las muestras
de MO de 61 pacientes pediatricos con LLA al diagndstico y en el momento de la
recaida mediante SNP-arrays™’. La mayoria de los casos de recaida estaban
relacionados desde el punto de vista genético con el clon leucémico del diagnéstico. En
este sentido el clon de la recaida, o bien representaba el clon leucémico del
diagndstico con alteraciones genéticas adquiridas o, mas frecuentemente, provenia de
un clon ancestral existente antes del diagndstico. No obstante en ocasiones, el clon a
la recaida mostroé lesiones genéticas nuevas, manteniendo alguna pero no todas de las
alteraciones que presentaba el clon al diagndstico. El estudio retrospectivo de las
muestras al diagndstico fue capaz de demostrar que el clon de la recaida existia al
diagndstico practicamente siempre, en forma de subclon minoritario™’. En un nimero
muy pequefio de casos , el clon de la recaida no estuvo relacionado con el clon
leucémico del diagndstico, pudiendo considerarse una segunda leucemia no

relacionada®’.

3.2. Modelo patogénico del MM en etapas. Aspectos genéticos

Hoy se sabe que la practica totalidad de los MM tienen una fase preclinica, que por

causas aun desconocidas, escapa a los mecanismos reguladores que limitaban su

8,158

crecimiento, produciéndose finalmente la transformacién maligna™™". En este sentido,
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la GMSI y el MMQ son discrasias de células plasmaticas asintomaticas, con capacidad
de progresion a MM sintomatico. La importancia clinica de establecer diferencias entre
estas dos entidades es que ambas difieren de forma significativa en la tasa de

progresién a MM sintomético tal como se ha presentado con anterioridad”®.

Evolucion de las gammapatias monoclonales

Leucemia

quiescente sintomatico de CP

Evolucion de polipo al cancer colorectal

38888 85 B

Figura 10: Transformacidn en etapas de las gammapatias monoclonales y del cadncer colorectal

En los ultimos afios, ha habido avances en los modelos de estratificacion del riesgo
(incluyendo marcadores moleculares). El conocimiento cada vez mayor de los eventos
moleculares que desencadenan la progresidn de una entidad a otra ayudardn a la
identificacion de perfiles de riesgo individualizados para pacientes con GMSI y MMQ.

Los datos actuales sugieren que el MM aparece como consecuencia de diferentes
pasos oncogénicos desde la CP normal a la CP de la GMSI, donde las células se
inmortalizan pero no presentan caracteristicas tumorales, hasta el MM activo, donde

110,125,159,160 Hay muchas investigaciones

las CP son capaces de producir dafio organico
dirigidas a encontrar los mecanismos biolégicos que dirigen la progresién a través de la

evolucidn de los diferentes estadios de las GM.
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. . Crecimiento agresivo 4 o
Inmortalizacién Trasformacién independiente del Proliferacién

Acumulacién no maligna maligna estroma medular in vitro

Normal GMSI MM LCP Linea celular

Inestabilidad cariotipica

Traslocacionestempranas de IGH Traslocacionestardias de IGH: CMYC
11q13, 4p16, 16923, 6p21, 20q11

Trisomias cromosomas impares/del13

Anulacion de P15, P16, P18

Mutaciones de N. K-RAS. FGFR3. P53

Figura 11: Estadios de enfermedad y desarrollo secuencial de alteraciones oncogénicas. Adaptada de

Kuehl'y Bergsagel. ASH educational Book, 2005

Estudios genéticos:

Por lo que respecta a los estudios citogenéticos, la mayoria de las alteraciones

descritas en el MM se han encontrado también en individuos con GMS|*1012161-166 |

as
mayores diferencias se encuentran entre la CP de un sujeto sano y la CP de una GMSI,
siendo la CP de esta entidad mucho mas parecida a la CP del MM, que a la CP normal.
En este sentido, se ha observado que la prevalencia de translocaciones de IGH en
las GMSI es similar a la detectada en los MM, lo cual apoya la hipdtesis de que los
reordenamientos de IGH son sucesos genéticos tempranos en el proceso de
tumorigénesis que conduce al MM®"*®’. Respecto a la prevalencia de
monosomia/delecion del cromosoma 13 en las GMSI hay resultados controvertidos:
algunos de ellos sefialan una incidencia de monosmia/delecién del cromosoma 13 en
las GMSI comparable a la vista en los MM®®, mientras que otros encuentran una

161,164. Este

proporcion de monosomia/delecién del 13 significativamente inferior
ultimo resultado estaria a favor de que la pérdida del cromosoma 13 pudiera influir en
la evolucién de la GMSI al MM. Por otro lado, el porcentaje de GMSI hiperdiploides es

168

similar al MM, Esto ilustra que la dicotomia hiperdiploide/no hiperdiploide del MM

se mantiene en la MGUS y plantea la cuestidn de si la inestabilidad cromosdmica, con
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188 por el contrario,

o sin Tx IGH podria ser un suceso inicial en el desarrrollo del MM
determinadas anomalias genéticas que incluyen desde translocaciones, mutaciones,
deleciones y cambios epigenéticos se han asociado con la progresién del MM. Un
ejemplo son los reordenamientos de c-myc, que estdn mediados por translocaciones
generalmente de desarrollo tardio, que con frecuencia implican a mas de dos

125

cromosomas y en ocasiones a secuencias diferentes del gen IGH“°. Las mutaciones

activadoras de RAS y FGFR3 se consideran marcadores moleculares de progresidon
tumoral, ya que la frecuencia de estas mutaciones es baja en las GMSI®*'*. La
desactivacion de P53, tanto por delecién como por mutacién, se asocia con estadios
avanzados de la enfermedad y es infrecuente observarla en la GMSI***'°. La
metilacion de los genes P15 y P16 se ha detectado en GMSI, pero su frecuencia es
mucho mas alta en los MM avanzados y en las formas extramedulares de Ia
enfermedad*’**”2.

No obstante, la secuencia temporal de los numerosos eventos genéticos descritos

en el MM esta aun por definir.

Frecuencia de aberraciones cromosomicas

A pesar de que muchos estudios soportan el hecho de que las anomalias genéticas
de las GMSI reproducen el espectro del MM, hay discrepancias en cuanto a la
distribucidn de dichas anomalias en las dos entidades. Ademas, la mayoria de estudios
corresponden a series heterogéneas, con un bajo nimero de GMSI y tampoco aportan
datos consistentes en el grupo de MMQ.

Un estudio reciente ha estudiado la frecuencia de las alteraciones citogenéticas en

una serie amplia de GMSI, MMQ y MM, utilizando andlisis de HISF para detectar

164

translocaciones de IgH, deleciones de RB y P53, y la ploidia™—". Si bien todas las

alteraciones citogenéticas estaban presentes en los diferentes estadios (GMSI, MMQ y

MM), la incidencia de delecion de RB, t(4;14) y delecion de P53 era significativamente

164

diferente entre las tres entidades (incrementandose desde GMSI a MM)~"". Ademas,

encontraron que la proporcién de CP portadoras de la delecion de RB era

164

significativamente inferior en las GMSI comparadas con el MMQ y el MM™". Una

explicacion posible a este hecho podria ser que la presencia de CP policlonales

164,165
L

(también CD138+), mas frecuentes en la GMSI, contribuyera a esta diferencia 0s
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puntos débiles de este trabajo son que sélo estudia en profundidad la delecion de RB,
gue utiliza criterios obsoletos de clasificacion de las gammapatias monoclonales y que

no tiene en cuenta la proporcion de CP clonales.

Presencia de alteraciones citogenéticas de mal pronostico en las entidades

premalignas:

Varios estudios han descrito la presencia de alteraciones citogenéticas con

162-165,173
. Hasta el

prondstico adverso en el MM tanto en la GMSI como en el MMQ
momento, se desconoce si mantienen su valor peyorativo en estas entidades, asi como
si hay diferencias de algun tipo entre la misma alteracion en el MM y en las formas

asintomaticas de gammapatia monoclonal.

Estudios de ganancias y pérdidas de material genético en las entidades premalignas

Tan solo dos pequeiios estudios han analizado las ganancias y pérdidas de material
cromosémico de forma global en todo el genoma de las entidades premalignas®’**”>.
En este sentido, Cheng et al estudiaron muestras de MO de 19 pacientes con GMSI

174 Todos ellos presentaron alteraciones en el

y 68 pacientes con MM mediante HGC
numero de copias. Algunas aberraciones cromosdmicas fueron relacionadas con la
transicion de GMSI a MM (-6q, +3p y +1p) y otras con progresion del MM (+2p y +
9q)174.

En cuanto al MM quiescente, la Dra Rosifol et al, mediante el empleo de HGC y tras
definir las subclases de MMQ “evolving” y “no evolving”, encontraron que el grupo de
MMQ “evolving” presentaba cambios en comun con los MM sintomaticos tales como

ganancias de 1q y deleciones de 13g, mientras que el grupo de “no evolving” no

mostré ganancias de 1q y las deleciones de 13q fueron poco frecuentes'”.

Estudios de expresion en las entidades premalignas

Una observacion muy interesante que se obtuvo cuando se investigaba cémo los
patrones de expresion génica cambiaban durante el proceso de transformaciéon en
etapas de CP normales a CP mielomatosas es que el nimero de genes desregulados
era menor al comparar las CP normales con las CP de la GMSI (100 genes) que en la

transicion de GMSI a MM (250 genes)lso. En otras palabras, la mayoria de los cambios
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genéticos ocurrian en el paso de CP normal a CP de la GMSI. Este hecho concuerda con
gue la mayoria de las alteraciones genéticas vistas en el MM estén descritas en la
GMSI.

Aunque hay numerosos trabajos que analizan el GEP del MM, son muy pocos los
qgue comparan las entidades premalignas con el MM sintomatico. Mattioli et al,
compararon el GEP de CP de 7 casos de GMSI, 39 casos de MM vy seis de LCP'. Los
MM fueron heterogéneos a nivel transcripcional, mientras que las GMSI podian
distinguirse de las CP de la LCP y de la mayoria de casos de MM mediante la diferente
expresion de genes relacionados con el metabolismo del DNA y la proliferacion®®’.
Zhan et al realizaron un trabajo en el que estudiaron los perfiles de expresion génica
en CP normales, GMSI y MM y observaron que un 27% de los MM presentaban la firma
genética de la GMSI®°. Estos MM, a pesar de relacionarse con una menor tasa de
respuestas completas, se relacionaron con un perfil clinico y molecular de mejor
prondstico y de hecho presentaron una mejor supervivencia. Ademas, vieron que de
los 20 pacientes que tenian larga supervivencia (>10 afos) post TASPE, 15 de ellos
tenian la firma genética de las GMSI>. Recientemente Anguiniano et al han publicado
un trabajo en el cual estudian los perfiles de expresion génica de 877 pacientes
incluyendo sujetos sanos, pacientes con GMSI, MMQ y MM, concluyendo que dichos
perfiles constituyen una herramienta prondstica que puede guiar la decision de la
estrategia terapeuticamg. En cuanto al estudio del micromedioambiente, Corre et al
estudiaron mediante GEP las células stem mesenquimales, las Unicas con larga vida del
micromedioambiente medular, por GEP en pacientes con MM, GMSI y sujetos sanos.
145 genes presentaban una diferente expresién en el MM y en sujetos sanos, y 46%

| 176

fueron clasificados en la categoria de micromedioambiente tumoral ™. Los genes

sobreexpresados incluyeron factores de crecimiento mielomatosos conocidos, tales

como IL-6, amphiregulin, e IL-1beta, factores angiogénicos y proteinas relacionadas

176

con la enfermedad 6sea tales como DKK1"’°. Perez-Andrés et al mostraron diferentes

perfiles de expresion de moléculas implicadas en la interaccion con el

micromedioambiente en GMSI, MM y LCP*"’.
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Hipotesis de Trabajo y Objetivos

1. HIPOTESIS DE TRABAJO:

Los estudios epidemioldgicos han demostrado que la practica totalidad de los
MM estan precedidos por una fase premaligna. En este sentido, la GMSI y el MMQ se
consideran entidades premalignas y asintomaticas con capacidad de evolucionar a MM
sintomatico. La importancia clinica de establecer diferencias entre ellas es que difieren

de forma significativa en la tasa de progresion a MM sintomatico.

A pesar de su comportamiento clinico radicalmente distinto, las 3 entidades
comparten aparentemente la misma célula neopldsica, que es una CP clonal y
aberrante. La citogenética y la hibridacion in situ fluorescente (HISF) no han
conseguido identificar alteraciones caracteristicas de cada estadio evolutivo. De hecho,
la mayoria de las alteraciones descritas en el MM se han encontrado también en la
GMSI, incluyendo, sorprendentemente, aquellas de conocido prondstico adverso en el
MM. Sin embargo, esto podria ser debido: 1) a que no exista un sello genético
especifico de cada fase evolutiva de la las gammapatias monoclonales; 2) a que no se

hayan utilizado las herramientas y los analisis adecuados para su busqueda.

Con el fin de desentrafiar nuevos mecanismos patogénicos en la historia natural
de progresion en etapas de las gammapatias monoclonales, nos proponemos analizar
la heterogeneidad clonal de las anomalias citogenéticas recurrentes en la GMSI, el
MMQy el MM mediante HISF. Ademas, para averiguar si las tecnologias gendmicas de
alta resolucion son capaces de establecer diferencias y esclarecer nuevas rutas
bioldgicas relevantes en la patogenia, se llevarad a cabo un analisis gendmico pionero,
tanto a nivel de cambios en el nimero de copias de DNA, como de expresion génica en

los diferentes estadios de las GM.

Por otro lado nos proponemos estudiar en profundidad el MMQ, el cual
constituye una entidad clinicamente heterogénea dentro de la cual existe un grupo de
alto riesgo de progresion a MM sintomatico (MMQ-AR). El estandar de tratamiento del
MMQ es la abstencion hasta progresion a MM sintomatico. Nuestro grupo esta
liderando un ensayo clinico para determinar si el tratamiento con lenalidomida mas

dexametasona (LenDex) en el MMQ-AR prolonga el tiempo hasta la progresion. Con el
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fin de conocer las caracteristicas bioldgicas de este grupo unico de pacientes hasta el
momento no estudiado, se investigara si el perfil gendmico y de expresion génica es
capaz de predecir la progresién a MM sintomatico y la respuesta al tratamiento con
LenDex, asi como si dicho perfil se modifica en el momento de la progresion. Ademas,

evaluaremos el impacto a nivel genédmico de LenDex sobre el microambiente medular.

Por lo tanto, el presente trabajo estudiard en profundidad la biologia de la CP de
los diferentes estadios evolutivos de las GM. A pesar de que hay trabajos que analizan
desde un punto de vista bioldgico la CP de la GMSI y del MM, la mayoria de ellos
utilizan técnicas de baja resolucion e incluyen series pequefias y heterogéneas, con

sujetos mal clasificados y casi siempre carentes de pacientes con MMQ.

La innovacidn prevista en nuestro trabajo incluye:

La seleccion minuciosa de un nimero amplio de pacientes con GMSI, MMQ y
MM correctamente clasificados segun los criterios actuales del IMWG. International

Myeloma Working Group.

La realizacion por primera vez de un estudio de heterogeneidad clonal de las
alteraciones citogenéticas recurrentes mds frecuentes en las gammapatias
monoclonales mediante HISF, basado en el estudio no de la simple presencia o
ausencia de dichas alteraciones, sino en el porcentaje de CP portadoras de una

determinada aberracion.

La aplicacion de tecnologias gendmicas de alta resolucion hasta ahora no
aplicadas al estudio de la patogenia en etapas de las GM, tales como los SNPs arrays
de alta resolucién (Affymetrix 6.0) y los microarrays para GEP (Affymetrix Human Gene

1.0).

La realizacion por primera vez de la caracterizacion bioldgica de un subgrupo
muy especifico de MMQ: el MM quiescente de alto riesgo de progresion a MM
sintomatico. En este subgrupo se aplicaran las técnicas antes descritas, realizando un
estudio de los pacientes en diferentes momentos: al diagndstico, a la progresién y tras
el tratamiento con Lenalidomida y Dexametasona. Ademads, por primera vez se

estudiardan las alteraciones que dicho tratamiento produce sobre el
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micromedioambiente medular de estos sujetos.

2. OBJETIVOS

1. Comparar tanto la frecuencia de las anomalias genéticas recurrentes detectadas
mediante hibridacidn in situ fluorescente como la proporcion de células plasmaticas

genéticamente anormales en el MM con la observada en la GMSI y el MMAQ.

2. Estudiar las ganancias y las pérdidas de material cromosdmico en las diferentes

fases evolutivas de las gammapatias monoclonales: GMSI, MMQ y MM sintomatico.

3. Estudiar los perfiles de expresidon génica de la GMSI, el MMQ y el MM, con el fin de
identificar similitudes y diferencias que ayuden a explicar la evolucién diferente de las

tres entidades.

4. Investigar si los cambios gendmicos y de expresion génica observados en un grupo

de pacientes con MMQ de alto riesgo incluidos en el ensayo clinico QuiReDex, influyen

en su comportamiento clinico.

5. Evaluar el impacto del tratamiento con Len/Dex sobre el perfil de expresion de las

células hematopoyéticas de la médula Osea no mielomatosas.
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1. PACIENTES Y MUESTRAS
En cada uno de los capitulos destinados a desarrollar los objetivos de este trabajo
se resumen las caracteristicas clinicas y bioldgicas de los pacientes estudiados y de las

muestras utilizadas.

2. METODOS

2.1 Purificacion de las células plasmaticas
Tanto la realizacién de la HISF, como los estudios de microarrays se han realizado sobre

CP purificadas mediante el separador inmunomagnético AutoMACs (Miltenyi).

Reactivos y soluciones
- Solucién de Lisis. Disolver en 800 mL de agua destilada los siguientes componentes:
- 37,2 mgde EDTA (CioH14N,Na,0g 2H20) (250 g. MERCK)
- 1gde KHCO; (500 g. MERCK)
- 8,29 g de cloruro aménico (NH4Cl) (500 g. MERCK)
- PBS (Phosphate Buffered Saline).
- AutoMACS™ Running Buffer: “Bovine Serum Albumin”, EDTA, “Phosphate Buffered
Saline”, 0,09% Azide.

Tincién May-Grunwald/Giemsa.

Choque hipotonico (Merck): cloruro potasico (2,8 g de KCl en 500 mL de H,0)

Fijador Carnoy: 3 partes de metanol absoluto y 1 parte de acido acético glacial.

Buffer RLT Plus: 5mL de RLT plus (Qiagen) + 50 uL de betamercaptoetanol.

Trizol (Invitrogen).

Procedimiento

1. Homogeneizar la muestra mediante agujas de pequefio calibre para eliminar posibles
coagulos.

2. Aiadir la solucién de lisis hasta completar un volumen aproximado de 10 mL. Mover

bien los tubos e incubar en la nevera durante 10-15 min; después centrifugar 10 min a 1.200
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r.p.m a 4 2C. Si aun no se han eliminado por completo los hematies, repetir el mismo
procedimiento.

3. Decantar el sobrenadante, afiadir PBS hasta completar un volumen aproximado de 10
mL y centrifugar 10 min a 1.200 r.p.m. a 4 2C. Decantar y agregar 1 mL de PBS. Mezclar y
recoger una pequefia muestra para contar (100 pL) en un tubo “eppendorff”. Centrifugar de
nuevo la muestra 10 min a 1.200 r.p.m. a 4 °C.

4. Contar las células en una cdmara de Neubauer.

5. Decantar y resuspender el botén celular obtenido en PBS + BSA al 0,5% y afiadir las
microbolas magnéticas CD138+ (Miltenyi). Si la cantidad de CP iniciales es superior al 20%,
afiadir 80 pL de buffer y 20 uL de microbolas por cada 10 millones de células. Si la cantidad
de CP es inferior al 20%, afadir 90 pL de buffer y 10 uL de microbolas por cada 5 millones
de células.

6. Incubar 15 min en la nevera. Posteriormente afiadir PBS + BSA al 0,5% hasta completar
un volumen aproximado de 10 mL y centrifugar 10 min a 1.200 r.p.m. a 4 °C.

7. Decantar y afiadir de 1,5 a 2 mL de PBS + BSA al 0,5% con pipeta Pasteur sobre el botdn
celular. Pasar la muestra a un tubo conico homologado de 15 mL (CORNING) dispuesto
sobre una gradilla (conservarla siempre en frio, a 4 2C), que contiene 2 tubos mas, uno para
la recogida de la seleccion positiva y otro para la seleccion negativa. La muestra esta
preparada para ser procesada por el AutoMACS.

8. Colocar la gradilla, configurar el AutoMACS y programar el aparato con las muestras a
separar (es posible separar hasta 5 muestras a la vez). Seleccionar el programa POSSELD*
(para poca cantidad de muestra) o POSSEL_S** (para una cantidad de células 6ptima) y su
lavado correspondiente (RINSE entre distintos pacientes o QRINSE si se hacen 2
separaciones del mismo paciente). Se dejara programado SLEEP para poder apagar el
AutoMACS. Al final se obtienen dos fracciones, la seleccidén positiva (0,5 mL con el programa
POSSELD y 2 mL con el POSSEL_S) que es la que contiene las CP (CD138+) y la seleccién
negativa que contiene el resto de células hematopoyéticas.

9. Control de la calidad de la purificacidn: realizar una extensién en un porta con 150 plL
de la fraccién positiva mediante la citocentrifuga. Tefiir el porta con la tincion May-
Grunwald/Giemsa y hacer un recuento al microscopio de las CP en 2-3 campos, con el

objetivo de 20 aumentos, para calcular el porcentaje de la pureza de CP.
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10. La fraccién positiva se dividird en dos partes, una para realizar la HISF y el resto para
congelar los acidos nucleicos (DNA y RNA).

11. Preparar la muestra para la HISF: a 500 uL de la seleccién positiva afiadir 500 plL de
choque a 37 2C e incubar a esta temperatura durante 10 min. Afiadir posteriormente 500 pL
de fijador. Realizar 7 citocentrifugas de 200 pL cada una. Los portaobjetos sobrantes se
congelardn a -20 °C.

12. Centrifugar el resto de la seleccion positiva en un tubo “eppendorf” de 1,5 mL
durante 10-15 min a 12.000 r.p.m. en la camara de 4 2C. Decantar el sobrenadante y anadir
350 plL de Buffer RLT Plus. Centrifugar igualmente la seleccidn negativa y afiadir 1 mL de

Trizol. Congelar ambos tubos a -80 C.

2.2. Hibridacion in situ fluorescente (HISF)

Reactivos y soluciones

- Fijador Carnoy.

- Buffer de amplificacion (Insitus Biotechnologies ®).

- Formamida 50%.

- Solucién de contratincion: 70 ul de DAPI (Diamidino-2 phenylindole) en 70 mL de 2 X
SSC.

- Vectashield® (VECTOR).

Procedimiento

Se analizaron las siguientes regiones cromosdmicas mediante sondas comerciales.

- Regidén 14932 (IGH): LSl IGH dual-color, break-apart rearrangement probe (Abbott
Molecular/Vysis).

- Regidon 13g14: LSI 13, RB1 13914 (Abbott Molecular/Vysis).

- Region 17p13: LSl p53, 17p13.1 (Abbott Molecular/Vysis).

- Regidon 1p36 1g21: ON 1g21/SRD 1p36 (Kreatech Diagnostics).

En las muestras que presentaban un reordenamiento de /GH se estudiaron las siguientes

traslocaciones con las correspondientes sondas: t(11;14)(g13;932) “dual-color, dual-fusion
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translocation probes, t(4;14)(p16;932) dual-color, dual-fusion translocation probes y

t(14;16)(g32;923) “dual-color, dual-fusion translocation probes”.

A continuacion se revisan brevemente los pasos seguidos en la realizacion de la HISF.

1. Montar las sondas de la siguiente manera: 7 uL de Buffer de amplificacion especifico
para secuencia unica (Insitus Biotechnologies ®); 2 uL de agua destilada; 1uL de la sonda que
se va a utilizar. Se obtiene una dilucién 1/20.

2. Aihadir cada sonda a cada portaobjetos, cubrir con un cubreobjetos de 24 x 24 mm 6 24
x 50 mm vy sellar con pegamento.

3. Colocar los portaobjetos ya sellados y secos, con el cubreobjetos hacia arriba, en el
termociclador Hybrite® con agua destilada. Activar el programa 1 (6 min. a 75 2C y 20
horas a 37 2C).

4. Lavados posthibridacion:

- Precalentar el bafio a 46 °C. Eliminar el pegamento de sellado vy, si es posible, el
cubreobjetos sin forzar las células.

- Realizar un lavado con formamida (50 mL de Formamida, 10 mL de 20 XSSC, 40 mL de
agua destilada. Previamente se habra ajustado el pH de esta solucién a 7) 5 min al 50% a 46
oC en agitacion.

-Realizar un lavado con 2 X SCC 3 min a 46 °C.

- Contratincién: introducir los portaobjetos en un recipiente con la soluciéon de
contratincién durante 2-3 min.

- Anadir a cada portaobjetos una gota de Vectashield® y colocar un cubreobjetos
(habitualmente de 24 x 50 mm). Posteriormente se sellaran los laterales con esmalte para

evitar que se introduzca el aceite de inmersién al analizar los portaobjetos.

Anadlisis

Para analizar la HISF se utilizd un microscopio epifluorescente con rueda de filtros (DAPI,
FITC, TRITC. Se contaron un total de 200 nucleos. El nivel de corte para la identificacidon de
traslocaciones de IGH (sondas de “fusion/break-apart”) y ganancias de 1q fue el 10%,
mientras que para las alteraciones numéricas fue el 20%, siguiendo las recomendaciones del

European Myeloma Network FISH workshop.
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2.3. Extraccion de los acidos nucleicos

Antes de llevar a cabo la extraccién del DNA y del RNA se seleccionaron las muestras
candidatas para la realizacién de los estudios de alteraciones en el nimero de copias y de
expresion génica. En este sentido, se realizd una revisidon de los portaobjetos que contenian
la seleccion positiva (CP purificadas). Sélo se consideraron candidatas para los estudios
aquellas muestras en las que el proceso de separacién fue altamente efectivo, y por lo tanto
cuya selecciéon positiva presentaba una pureza de CP superior al 95% en MM y MMQ vy al
90% en GMSI.

Una vez seleccionadas las muestras, el siguiente paso fue realizar la extraccion de RNA y

DNA.

Reactivos y soluciones

Etanol al 70%; B-mercaptoetanol 14.3 mol.
- Buffer RW1; Buffer RPE; RNase-free water.
- Cloroformo; Isopropanol; H,O DEPC.

- Buffer RLT Plus; Buffer AW1; Buffer AW?2.

- Agua destilada.

Procedimientos

Extraccion del RNA de la fraccidn positiva (congelada en RLT)

1. Descongelar en bafio maria a 37 2C 10 min y homogenizar el lisado utilizando una
jeringa de 0,9 mm de didmetro 5-10 veces.

2. Transferir el lisado a la columna de DNA y centrifugar a 10.000 r.p.m. 30 s.

3. Traspasar el producto obtenido de la centrifugaciéon a un nuevo tubo de 2 mL. Guardar
la columna de DNA a 4 2C para su posterior extraccion.

4. Ahadir 350 uL de etanol al 70% y homogeneizar mediante pipeteo. No centrifugar.

5. Transferir el producto a una columna de RNA y centrifugar a 10.000 r.p.m. 15 s.
Eliminar el producto de la centrifugacion y afadir 700 uL de Buffer RW1 a la columna de

RNA. Centrifugar a 10.000 r.p.m. 15 s.
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7. Eliminar de nuevo el producto de la centrifugacion y afiadir 500 pL de Buffer RPE a la
columna de RNA. Centrifugar a 10.000 r.p.m 15 s. Repetir este paso de la misma manera,
reduciendo la centrifugacion a 2 min.

8. Tirar de nuevo el producto de la centrifugacion, poner la columna en un nuevo tubo de
2 mL limpio y centrifugar a 14.000 r.p.m. (a maxima velocidad) 1 min.

9. Poner la columna de RNA en un nuevo tubo de 1,5 mL y afiadir 30-50 uL de “RNase-
free water” sobre la membrana de la columna. Incubar a temperatura ambiente 1 min.

Centrifugar a 10.000 r.p.m. durante 1 min. Repetir este paso.

Extraccion del RNA de la fraccion negativa (congelada en trizol)

1. Descongelar en bafio maria a 37 2C 10 min. Homogenizar por pipeteo. Dejar 5 min a
temperatura ambiente.

2. Anadir 200 uL de cloroformo. Mover con “vortex” unos segundos. Incubar a
temperatura ambiente 2-3 min. Centrifugar a 12.000 r.p.m., 15 min a 4 2C. Después de la
centrifugacidn la muestra se separa en 3 fases: la inferior (roja) contiene las proteinas; la
intermedia (blanca) el DNA; y la superior (acuosa) contiene el RNA.

3. Extraccion del RNA:

- Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y afadir 500 pL de isopropanol. Mezclar e
incubar a temperatura ambiente 10 min.

- Centrifugar a 12.000 r.p.m., 10 min a 4 2C y lavar posteriormente el botdn celular con 1
mL de etanol al 75%. Mover con vortex.

- Centrifugar a 11.000 r.p.m., 5 min a 4 2Cy eliminar el etanol. Secar el RNA en hielo.

- Aiadir 100 pL de H,0 DEPC y purificar con las columnas de separacién (Qiagen).

Purificacion del ARN con las columnas de Qiagen

Con este proceso se pretende mejorar la calidad del ARN y asegurar una mejor
hibridacién sobre los microarrays.

1. Afadir a los 100 pL de la muestra 350 pL de buffer RLT y mover.

2. Echar 250 ulL de etanol 100% y mover mediante pipeteo.

3. Adadir los 700 pL resultantes a las columnas de Qiagen y centrifugar durante 15 s a

10.000 r.p.m.
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4. Poner las columnas en un tubo nuevo de 2 mL y afiadir 500 uL de buffer RPE (hay que
afiadirle etanol 100% antes de utilizarlo por primera vez) y centrifugar durante 15 s a 10.000
r.p.m.

5. Afadir otros 500 pL del mismo buffer RPE y centrifugar durante 2 min a 10.000 r.p.m.

6. Eliminar el eludido y centrifugar durante 1 min a maxima velocidad para el perfecto
secado de las columnas.

7. Ahadir a las columnas 50 pL de agua DEPC, incubar durante 1 min y centrifugar 1 min a
10.000 r.p.m. En esta agua queda diluido el ARN.

8. Afadir otros 50 plL a la columna, con una incubacion de 1 min. y centrifugar durante 1

min a 10.000 r.p.m. Precipitar con etanol.

Cuantificacion y control de calidad del ARN

Tras la extraccion del ARN, hemos realizado un andlisis cuantitativo y cualitativo del ARN
mediante el bioanalizador 2100 (agilent), con el Kit “RNA 6000 Nano Labchip”.

Para cada muestra el bioanalizador calcula automaticamente la ratio entre las areas de
las bandas ribosomales 28S y 18S, que idealmente deben estar entre 1,8 y 2,1. Este valor
puede ser utilizado como un parametro de la calidad de la muestra. La variacion de esta
ratio puede indicar degradacién parcial de la muestra o contaminacion de la misma. En los
casos de completa degradacién las bandas llegan a desaparecer.

Los picos mas diferenciados y de mayor tamafio se corresponden con las fracciones
ribosdmicas 18S y 28S. La linea entre 29 s y la fraccidon 18S debe ser practicamente recta y

los picos pequeiios corresponden a pequenas moléculas de RNA.

Extraccion del ADN de la fraccion positiva

1. Descongelar en bafo maria a 37 2C 10 min. Afadir 350 uL de Buffer RLT plus y
homogenizar el lisado utilizando jeringa de 0,9 mm de didmetro 5-10 veces.

2. Transferir el lisado a la columna de ADN vy centrifugar a 10.000 r.p.m. 30 s.

3. Afadir 500 pL de Buffer AW1 y centrifugar a 10.000 r.p.m. 15 s. Desechar el producto
obtenido.

4. Anadir 500 pL de Buffer AW2 y centrifugar a 14.000 r.p.m. 2 min. Desechar el producto

obtenido.
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5. Colocar bajo la columna de ADN un nuevo tubo limpio de 1,5 mL y afadir a la
membrana 50-200 plL de agua destilada. Incubar 5 min a temperatura ambiente (15-25 2C).
Centrifugar a 10.000 r.p.m. durante 1 min.

6. Repetir el paso 5.
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RNA Area: 119.71
RNA Concentration(ng/ul): 340.63
rRNA Ratio [28S / 18S]: 1.94

Figura 1: Medida de la cantidad y calidad del ARN mediante el bioanalizador 2100 de Agilent

2.4 Hibridacion del DNA en el array de SNPs.
El ADN se hibridé sobre el array Genome-Wide Human SNP Array 6.0 (Affymetrix) que
contiene un total de 1.8 millones de sondas, incluyendo 931.946 SNPs y 946.371 sondas

polimérficas para la deteccidn de variacidn en el numero de copias.

Reactivos y soluciones
- Genome Wide Human SNP 6.0 array (Affymetrix).
- Genome Wide Human SNP Nsp/Sty assay kit 5.0/6.0 (30 reaction kit) (Affymetrix).
- T4 DNA Ligasa —100000units (New England Biolabs).
- Nspl—1250 units, New England Biolabs L; Styl —3000 units (New England Biolabs).
- Herring Sperm DNA, Promega; Human-Cot1 DNA- 500ul/vial.
- Streptavidine, R-Phycoerytrin conjugate.

- Biotinylated Anti-Streptavidine (Vector Laboratories).
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- EB Buffer, Qiagen; SNP Clean kit (Beckman Coulter).

- 5M NaCl, RNase-free,DNase-free (Ambion); MES Hydrate SigmaUltra (Sigma-Aldrich).
- MES Sodium Salt (Sigma-Aldrich); Denhart’s solution (Sigma-Aldrich).

- DMSO Ammonium Chloride 5M (Sigma); Titanium DNA Amplif. Kit (Nucliber).

- Water, Accugene Mol.Biol. Grade, Lonza; EDTA 0.5M pH 8, Ambion.

- 1M tris pH 8 (Ambion); 20x SSPE, (Accugene, Biolabo).

-  Tween 20, 10% (Pierce Chemical); TBE 10X; Sodium Hypochlorite (VWR Scientific).

Genomic DNA Restriction Digestion
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* Procesamiento (Fluidics Station 450, GeneChip Scanner 3000 7G and AGCC)
* Filtrado (contrast quality control > 0.4 y MAPD < 0.35)
* Normalizacion (240 hapmap fire)

ANALISIS (Genotyping Console 4.0 —Affymetrix-, dCHIP y ChAS —Affymetrix-, SPSS 15)

1. > 10 marcadores por segmento
2.> 100 Kb por segmento

3. <60% de solapamiento con CNV
4. >5 Mb para las UPD

Criterios

Figura 1: Protocolo de realizacién del array de SNP: Genome-Wide Human SNP Array 6.0 assay (Affymetrix,

Santa Clara, USA)

Procedimiento
1. Preparacion de los DNAs gendmicos

- Preparar cada muestra a una concentracion de 50 ng/uL, usando Reduced TE-EDTA

buffer.
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- Hacer alicuotas de 5 pL de las muestras preparadas en dos series de tubos. Una serie
de tubos se empleara para procesar las muestras con la Ez y adaptador Nspl y la otra para la
Ez y adaptador Styl.

2. Digestion del DNA gendmico

- Preparar la siguiente mezcla: 11,55 puL de Accugene Water, 2 uL de NE buffer 10x,
0,20 pL de BSA 100x y 1 uL de Nsp | 6 Sty I. Mezclar y transferir 14,75 plL a cada muestra.

- Precalentar el termociclador (GeneAmp PCR System 9700) a 37 2°C y correr el
siguiente programa: 37 2C 60 min; 65 2C 20 min; 4 2C 60 min.

3. Ligacion del DNA digerido

- Preparar la siguiente mezcla: 0,75 pL de adaptador correspondiente Nsp o Sty, 2,50
pL de T4 DNA Ligasa buffer 10x y 2.00 pL de T4 DNA Ligasa. Mezclar y transferir 5,25 ulL a
cada muestra.

- Precalentar el termociclador (GeneAmp PCR System 9700) a 16 °C y correr el
siguiente programa: 16 2C 90 min; 70 2C 20 min; 4 2C 90 min.

4. Dilucion del DNA ligado

- Afadir 75 plL de agua Accugene a cada muestra.

5. PCR

De cada producto de ligacidn diluido se prepararan 4 reacciones de PCR para el producto
Nsp y 3 para el Sty, ademas de un control negativo.

- Alicuotar 10 pL de cada ADN diluido en 3 series de tubos.

- Preparar la siguiente mezcla: 39,50 uL de Accugene Water, 10 L de Titanium Taq PCR
buffer 10x, 20 pL de GC Melt 5M, 14 uL de dNTP (2,5 mmol cada uno), 4,50 puL de PCR
primer 002 100 pumol y 2 plL de Titanium Tag DNA polimerasa 50x. Mezclar y transferir 90 pL
a cada muestra.

- Precalentar el termociclador (GeneAmp PCR System 9700) a 94 °C y correr el siguiente
programa: 94 2C 3 min; 94 2C30s; 60 2C 15s; 68 2C 15 5; 68 2C 7 min.

6. Purificacion de los productos de PCR

- Mezclar en un tubo eppendorf de 2 mL los 7 productos de PCR de cada muestra.

- Mezclar vigorosamente las bolas magnéticas hasta que la mezcla sea homogénea.

|II

- Afadir 1 mL de bolas magnéticas a cada “pool” de cada muestra.

- Mezclar por inversidn 10 veces e incubar a temperatura ambiente 10 min.
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- Centrifugar 3 min a 13.200 r.p.m.

- Poner los tubos en el soporte magnético y descargar el sobrenadante por pipeteo.

- Afadir 1,5 mL de etanol? al 75% a cada tubo. “Vortex” al 75% 2 min.

- Centrifugar 3 min a 13.200 r.p.m.

- Poner los tubos en el soporte magnético y descargar el sobrenadante por pipeteo.

- “Spin” 30 s. Poner los tubos en el soporte magnético y descargar las gotas de etanol

por pipeteo.

Dejar los tubos destapados 15 min a temperatura ambiente.

Anadir 55 mL de buffer EB a cada tubo. “Vortex” al 75% 10 min.

Centrifugar 5 min a 13.200 r.p.m. Poner los tubos en el soporte magnético 5 min.

Transferir 47 Ly de cada muestra eluida a los correspondientes pocillos de una tira de
tubos.

7. Cuantificacion y normalizacion de los productos purificados mediante el
espectrofotometro Nanodrop.

8. Fragmentacion

- Preparar la siguiente mezcla: 34 uL de “Accugene Water”, 4 uL de “buffer” de
fragmentacion 10x y 2 pL de reactivo de fragmentacion 2U/ plL.

- Afadir 5 pL de “buffer” de fragmentacion 10x a los 45 pL de cada muestra.

- Anadir 5 pL de la mezcla antes preparada a cada muestra.

- Precalentar el termociclador (iCycler, Biorad) a 37 2C y correr el siguiente programa:
37 2C 35 min; 95 2C 15 min; 4 2C indefinidamente.

9. Marcaje

- Preparar la siguiente mezcla: 14 pL de “TdT buffer” 5x, 2 uL de “GeneChip ADN
Labelling Reagent” 30mM y 3,5 puL de TdT 30U/ul. Mezclar y transferir 19,5 pl a cada
muestra.

- Precalentar el termociclador (iCycler, Biorad) a 37 2C y correr el siguiente programa:
37 C 4 horas; 95 2C 15 min, 4 eC indefinidamente.

10. Hibridacion del array

- Pasar 70 pL de las muestras marcadas a tubos “eppendorfs”.

- Sacar los arrays a temperatura ambiente una hora antes.
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- Preparar la siguiente mezcla: 12 pulL de MES 12X, 13 uL de “Denhardt’s solution” 50x,
3 uL de EDTA 0.5M, 3 uL de “Herring sperm” DNA, 2 uL de OCR 100, 3 pL de “Human Cot-1”
ADN (1mg/mL), 1 uL de “Tween” 20, 3%, 13 uL de DMSO 100%y 140 pL de TMACL 5M.
Mezclar y transferir 190 pL a cada muestra.

- Incubar la sonda 10 min a 95 9C. Incubar la sonda 1 min a 49 °C.

- Cargar los arrays con 200uL de la sonda.

- Dejar 16-18 horas a 60 r.p.m. a 50 2C en el horno de hibridacion de Affymetrix.

11. Lavado posthibridacion y escaneado

- Retirar la solucidn de hibridacion de los arrays y guardar a -80 2C. Inyectar en el array
300 pL de “array holding buffer”.

- Preparar las soluciones de tincion: “Stain buffer”, 800,04 uL de Agua Accugene,

360.00 pL de SSPE 20x, 3.96 uL de Tween 20 3% y 24.00 pyL de “Denhardt’s” 50x.
Mezclar.

- SAPE Solution mix (tubo 1): 594 uL de “Stain buffer” y 6 pL de “Streptavidin
Phycoerytrin” 1mg/mL.

- “Antibody Solution mix” (tubo 2): 594 uL de “Stain buffer” y 6 uL de anticuerpo
biotinilado 0,5mg/mL.

- Trasvasar 820 ulL de array holding buffer a un tubo “eppendorf” ambar (tubo 3).

- Colocar los arrays y las tres soluciones en la “Fluidics Station” y desarrollar el
protocolo de lavado correspondiente al array “Genome-wide Human SNP Array 6.0”.

- Una vez finalizado el lavado se escanear los arrays utilizando el “GeneChip Scanner

3000”.

Control de calidad

- Una vez realizadas las PCRs se realiza una electroforesis en gel de agarosa al 1% para
verificar que ha tenido lugar la amplificacion. En dicha electroforesis los productos
obtenidos deben tener un tamafio de 200-1.100 pb.

- En la cuantificacion de los productos de PCR purificados se deben obtener

aproximadamente 200 ug para todas y cada una de las muestras.
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- Tras la fragmentacion de los productos normalizados se realiza una electroforesis en
gel de agarosa al 1% para verificar que este paso ha resultado satisfactorio. En esta
electroforesis deben observarse fragmentos menores de 180 pb.

- Posteriormente al scaneado se generan automaticamente los ficheros .cel y .dat en el
software AGCC de Affymetrix, y con el uso del software GTC de Affymetrix se generan los

ficheros .ggc y .cnchp.

Andlisis
Los datos obtenidos se procesan mediante la consola AGCC (Affymetrix GeneChip
Command Console Software). Este “software” esta disponible para su descarga de forma

gratuita en www.affymetrix.com. Para la instalacion del programa se requiere un sistema

operativo en el ordenador de 64-bit. Asimismo, para poder procesar los archivos .cel es
necesario descargar previamente las Librerias y los Annotation Files de la pagina web de
Affymetrix (NetAffx).

Se generd un “area de trabajo”, donde se incluyeron los archivos .cel de cada uno de los
pacientes, junto con los archivos .cel de 10 muestras de DNA normal pareadas.
Posteriormente se evalud la calidad de los archivos .cel para seleccionar aquellos que eran
validos para el analisis de genotipado. Para ello el parametro recomendado por el Genome-
Wide SNP Array 6.0 in Genotyping Console es el “Contrast QC”, que debe ser mayor de 0.4
en cada muestra. Se trata de una medida que captura la habilidad de un experimento para
clasificar de forma correcta sefiales de SNP y utiliza 10.000 random SNP 6.0 SNPs. Todas las
muestras utilizadas cumplian este requisito.

Como careciamos de ADN normal pareado para todos los casos analizados, el analisis se
realizé utilizando como modelo de referencia los 240 Hapmap files. Adicionalmente, se ha
llevado a cabo el andlisis pareado de los 10 pacientes en los que se disponia de DNA tumoral
y normal. En nuestro caso, y dado que el modelo de referencia utilizado no se ha generado
en el mismo laboratorio y con los mismos lotes que las muestras del estudio, ha sido
necesario corroborar que el valor de MAPD (parametro definido como la Mediana de los
valores Absolutos de todas las Diferencias Pareadas entre log2 ratios, que estima la
variabilidad de forma semejante a la desviacion estandar) en todos los casos fuera inferior a

0,35.
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Las alteraciones en el nimero de copias reportadas por la consola se han ajustado a los
siguientes criterios predefinidos:

- Numero minimo de marcadores por segmento: 10.

- Tamafio gendmico minimo: 100 Kb.

- Porcentaje de solapamiento con alteraciones en el numero de copias conocidas y
descritas en la poblacién sana (basandose en la “Toronto CNV database”): 50%.

En cuanto al andlisis de pérdida de heterocigosidad, las disomias uniparentarles (UPD) se
definieron como LOH con contenido de DNA diploide y las trisomias uniparentales como
LOH en regiones ganadas o amplificadas. Sélo se han considerado las UPD-UPT mayores de 5
Mb para considerar sélo aquellas que son mas probablemente adquiridas durante la
tumorigénesis.

Los datos de ganancias y pérdidas de material cromosémico, asi como los datos de
pérdida de heterocigosidad obtenidos tras el procesamiento de los .cel por la Genotyping
Console 4.0 de Affymetrix, se han analizado mediante inspeccidén visual cuidadosa por dos

observadores con el programa Chromosome Analysis Suite (ChAS).

2.5 Hibridacion del RNA en el “array” de expresion
El RNA se hibridd sobre arrays Human Gene 1.0 (Affymetrix) que contiene

aproximadamente 764.885 sondas que identifican 28.869 genes anotados.

Reactivos y soluciones
- WT Sense Target labelling and control reagents kit (Affymetrix).
- TBE 10X (se compra en la unidad de lavado y esterilizacidn).
- Etanol absoluto; Etanol 80%.
- Acetato Sédico 3M (Sigma-Aldrich).
- Bromuro de Etidido (Sigma-Aldrich).
-  DEPC Treated Water (Ambion).
- Seroalbumina bovina, 50 mg/mL, Invitrogen Life Technologies, P/N 15561-020.
- Herring Sperm DNA, Promega, P/N D1811 (Comercial).
- MES hydrate SigmaUltra, Sigma-Aldrich, P/N M5879 (Comercial).
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- Wash A; Wash B.

- Array holding buffer: 4150 microl MES 12X + 9250 microL Tween-20 10% + 36550
microlL agua Accugene.

- Surfact-Amps 20 (Tween-20), 10% (Pierce Chemical).

- R-Phycoerythrin Streptavidin (Moecular Probes).

- PBS, pH 7,2 (Invitrogen Life Technologies).

- Goat IgG, Reagent Grade (Sigma-Aldrich).

- Abtu-streptavidin antibody (goat), biotinylated (Vector Laboratories).

- Sodium Hypochlorite, (VWE Scientific).

RNA total cDNA = cRNA m{elr‘cia_g_g,con biotina
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Hibridacién CRNA fragmetado 20 ug
marcado con biotina

Normalizacion
RMA, Expression Console (Affymetrix)

Analisis de clusters Expresion diferencial
Hierarchical Clustering/TreeView, Significant Analysis of microarrays (SAM)
Multidimensional scaling, } Simfit Analysis of Variance (ANOVA)
Biplot

AN Z

Relevancia biolégica
Functional gene annotation (DAVID, GSEA)

Biological Networks Analysis: Ingenuity Pathways

Figura 2: Protocolo de realizacidén de array de expresion: GeneChip® Human Gene 1.0 (Affymetrix, Santa Clara,

USA)

Procedimiento

1. Preparacion de las diluciones de controles POLY-A
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- Preparar diluciones de los controles Poly-A en funcion de la cantidad de RNA total de
partida siguiendo las recomendaciones de la casa comercial (“WT Sense Target labelling and
control reagents kit”, Affymetrix P/N 900652).

2. Preparacion del primer T7 (N)6 /Controles Poly-A

- Preparar una dilucidn fresca del primer T7 (N)6 de la siguiente manera: 2 uL de Primer T7
(N)6, 2,5 pg/ uL, 6 pL de Dilucion Controles Poly-Ay 12 plL de Agua RNase-free. Mezclar y dar
un “spin” breve. Poner en hielo.

3. Preparacion de RNA total/primer T7 (N)6/controles Poly A

- Mezclar el RNA total con la preparacion de primer T/(N)6/controles Poly-A: volumen
variable de RNA total, 100-300 ng, 2 uL de Primer T7 (N)6/controles Poly Ay volumen variable
hasta 5 puL de Agua RNase free.

- Mezclar y dar un “spin” breve. Incubar 5 min. a 70 2C. Enfriar al menos 2 min a4 2Cy
dar un “spin”. Dejar en hielo hasta continuar con el paso siguiente.

4. Sintesis del cDNA (1¢ ciclo)

- Preparar la siguiente mezcla: 2 pL de 5X “First Strand Buffer”, 1 uL de DTT 0.1 M, 0.5 pL
de dNTP Mix 10mM y 1 pL de “SuperScript”.

- Mezclar y afiadir 5 pL al tubo con el ARN total/Primer T7/(N)6/controles Poly-A.
Mezclar, dar un spin breve e incubar en un termociclador segun el siguiente protocolo
(programa Gene 1): 25 2C 10 min.; 42 2C 60 min.; 702 10 min.

- Enfriar al menos 2 min. a 4 2Cy continuar inmediatamente con el siguiente paso.

- Preparar la siguiente mezcla: 4.8 puL de Agua RNase-free, 4.0 uL de MgCl2, 0.4 uL de
17.5 mM dNTP Mix, 10 mM, 0.6 puL de E.Coli DNA polymerase y 0.2 uL de RNase H

- Mezclar y afiadir 10 uL al tubo anterior. Mezclar, dar un “spin” breve e incubar en un
termociclador segun el siguiente protocolo (programa Gene 2): 16 2C 120 min (sin
calentamiento de la tapa) y 75 2C 10 min (con calentamiento de la tapa).

- Enfriar al menos 2 min a 42C y continuar con el siguiente paso.

5. Sintesis y limpieza del cRNA (1€ ciclo)

- Meazclar en un tubo “eppendorf” a temperatura ambiente: 5 pL de 10X IVT “Buffer”,

20 uL de IVT NTP Mix y 5 uL de IVT Enzyme Mix.
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- Meazclar y transferir 30 pL a la muestra resultante del paso anterior. Mezclar, dar un
“spin” breve e incubar en un termociclador segun el siguiente protocolo (programa “Gene”
3): 37 2C 16 horas y 4 eC indefinido.

- Proceder a la purificacion del cRNA con las columnas de Affymetrix segln
recomendaciones de la casa comercial.

- Cuantificar el cRNA obtenido mediante el espectrofotémetro. La cantidad de cRNA
obtenida depende del tipo de tejido de procedencia.

6. Sintesis del cDNA (22 ciclo)

- Mezclar en un tubo el cRNA resultante del paso anterior con los “random primers” de
la siguiente manera: volumen variable de cRNA 10, 1.5 pL de “ramdom primers” (3 ug / ul) y
volumen variable hasta completar 8 uL de agua “RNase-free”.

- Meazclar, dar un “spin” breve e incubar en un termociclador segun el siguiente
protocolo (programa “gene” 4): 70 2C 5 min y 25 2C 5 min.

- Enfriar a 4 °C al menos 2 min.

- Preparar la siguiente mezcla: 4 pL 5X “First Strand Buffer”, 2 uL de DTT, 0,1 M, 1,25
pL de dNTP+dUTP 10 mM y 4,75 pL de “SuperScript”.

- Meazclar y transferir 12 pL a cada muestra. Mezclar dar un “spin” breve e incubar en
un termociclador segun el siguiente protocolo (programa “Gene” 5): 25 2C 10 min, 42 2C 90
min, 70 2C 10 min, 4 C al menos 2 min.

7. Hidrdlisis y limpieza del DNA de cadena simple

- Afadir 1 puL de RNasa H a cada muestra e incubar en un termociclador segun el
siguiente protocolo (programa “Gene” 6): 37 2C 45 min, 95 2C 5 min, 4 2C 2 min.

- Proceder a la purificacion del DNA con las columnas de Affymetrix seguln
recomendaciones de la casa comercial.

- Cuantificar el ADN obtenido mediante el espectrofotometro. Si el proceso ha sido
correcto debe haber > 5,5 ug de DNA de cadena simple por muestra.

8. Fragmentacion del DNA de cadena simple

- Preparar en un tubo el ADN resultante del paso anterior de la siguiente manera: 5,5
pg de DNA de cadena simple y volumen variable hasta completar 31,2 uL de “Agua RNase

free”.
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- Preparar la siguiente mezcla: 10 pL de Agua RNase free, 4.8 pl de 10XcDNA
fragmentation buffer, 1.0 uL de UDG, 10U/ puly 1.0 pL de APE 1, 1000 U/ pL.

- Meazclary transferir 16.8 pL a cada muestra. Mezclar dar un “spin” breve e incubar en
un termociclador segun el siguiente protocolo (programa Gene 7): 37 2C 60 min; 93 2C 2
min; 4 C al menos 2 min.

- Meazclar, centrifugar y transferir 45 puL a un nuevo tubo de 1.5 mL. Analizar el
material restante mediante el bionalizador de Agilent. Si el proceso ha sido correcto, el ADN
fragmentado debe mostrar la mayoria de los fragmentos entre 40 y 70 bases.

9. Marcaje del ADN fragmentado

- Preparar la siguiente mezcla: 12 plL de 5X TdT Buffer, 2 uL de TdT, 30 U/ uL y 1 uL de
DNA labeling Reagent, 5mM.

- Meazclary transferir 15 plL a cada muestra.

- Incubar en bloques térmicos siguiendo el siguiente patrén: 37 2C 60 min; 70 2C 10
min. Enfriar en hielo 2-10 min.

10. Hibridacion del array

- Sacar los arrays “Human Gene 1.0” a temperatura ambiente una hora antes.

- Mezclar en tubo “eppendorf’: DNA fragmentado marcado (27 ulL), Control
oligonucleotide B2 (1,7 pL), 20X Eukaryotic Hybridization Controls (5 uL), Herring sperm DNA
(1.0 pL), Acetylated BSA (1.0 uL), 2X Hybridization Buffer (50 puL), DMSO (7 pL) y Agua

RNase-free (volumen variable hasta 100 pL).

Incubar la mezcla anterior 5 min a 992 y 5 min a 45 2C.

Centrifugar 1 min a maxima velocidad.

Inyectar 80 pL de la solucidn de hibridacion en el array correspondiente.

Dejar 17-18 horas a 60 r.p.m. a 45 2C en el horno de hibridacion de Affymetrix.

11. Lavados posthibridacion y escaneado

- Una vez transcurridas las 17-18 horas de hibridacién, retirar la solucion de
hibridacién de los arrays y guardar a -80 2C. Inyectar en el array 100 pL de Wash A.

- Preparacioén de las soluciones de tincion:

- SAPE solution (Tubo 1): 600 uL de 2X Stain Buffer, 540 pL de Agua, 48 pL de BSAy 12 pL
de SAPE.
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- Antibody solution (tubo 2): 300 uL de 2X Stain Buffer, 266, 4 uL de Agua, 24 uL de BSA, 6
pL de Goat Ig G y 3.6 uL de anticuerpo biotinilado.

- 800 pL de array holding buffer (tubo 3).

- Colocar los arrays y las 3 soluciones de tincién en la Fluidics Station y desarrollar
protocolo de lavado adecuado segun el tipo de array.

- Una vez finalizado el lavado se escanearan los arrays utilizando el GeneChip Scanner

3000.

Control de calidad

Existen varios puntos a lo largo del proceso que nos permiten controlar la eficacia del
mismo:

1. La cantidad de cRNA obtenida depende del tipo de tejido de procedencia y debe ser
acorde con el mismo.

2. La cantidad de DNA ss(+) obtenida debe ser >5,5 ug por muestra.

3. Analisis del tamano de los fragmentos resultantes después del proceso de
fragmentacion mediante el bioanalizador de “Agilent” de forma que la mayoria de los
fragmentos deben encontrarse entre 40y 70 b.

4. Una vez realizado el escaneado del array debe controlarse la correcta disposicion de la
matriz de puntos.

5. Utilizando el software apropiado para este tipo de arrays (“Expression Console”) se
obtiene un informe con los principales parametros de la hibridacion, que deben ser

semejantes entre las muestras provenientes del mismo tipo de tejido y organismo.

Andlisis bioinformdtico
El analisis de los datos proporcionados por la hibridaciéon de los microarrays es un
proceso complejo ya que se obtienen decenas de miles de nimeros para cada muestra. Por

ello, es preciso seguir un protocolo de analisis que consta de los siguientes pasos:

1. Seleccion de los microarrays con buena calidad de hibridacion
Antes de incluir un chip en un analisis determinado es imprescindible que cumpla los

criterios de una hibridacion de buena calidad:
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- Scaling factor (SF) menor de tres veces, es decir, el SF mas elevado no supera en 3 veces

al mas bajo.
- Proporcion entre la sefial del extremo 3" de GAPDH y el extremo 5" inferior a 2,5
- Numero de sondas presentes en el chip superior al 40%.

2. Normalizacion

Para la normalizacion de los resultados se ha usado la consola de expresion de
Affymetrix, en la que esta disponible el algoritmo RMA, resultando una matriz con 99
columnas (muestras) y 33297 filas (sondas).

3. Filtrado

En un primer paso se eliminaron todos aquellos genes que han sido reportados
previamente como contaminantes. En segundo lugar, se procedio a eliminar todas aquellas
sondas de baja intensidad: en nuestro caso utilizamos el criterio de eliminar todas aquellas
sondas que en 95 de las 99 muestras tengan una expresion inferior a 6.6 (en log2, 100 en
expresion absoluta). La tabla de entrada en el filtrado fue el archivo obtenido de la
normalizacién, mientras que el archivo de salida fue una tabla de similares caracteristicas,
pero con un nimero inferior de filas.

4. Andlisis no supervisados

Para el andlisis no supervisado se utilizdé el Escalado Multiple Dimensional (MDS),
implementado en el paquete estadistico SIMFIT (http://www.simfit.manchester.ac.uk). MDS
es una técnica que representa medidas de similitud entre pares de objetos como distancias
entre puntos en un espacio multidimensional de baja dimension. Esta representacidon en
baja dimension permite la inspeccidn visual de la estructura de los datos. MDS es una
alternativa a los dendrogramas del andlisis de clusters. La medida de asociacion utilizada fue
la distancia Euclidea. Para llevar a cabo el MDS se utilizé el software SIMFIT, que es un
programa informatico para simulacién, ajuste de curvas, analisis estadistico vy
representacion grafica. Utiliza modelos matematicos seleccionables de su coleccion o
suministrados por el usuario. Este programa se ejecuta bajo sistemas operativos Win32. En
el presente trabajo se utilizd la version 6.2.9 disponible para la libre descarga en

http://www.simfit.man.ac.uk/.

5. Andlisis supervisado.
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Para verificar la existencia de diferencias estadisticamente significativas se uso el
algoritmo SAM (significant analysis of microarrays) de datos apareados o no apareados
segun el estudio. Este algoritmo se ha utilizado desde dos programas: i) Un programa de

acceso libre que se descarga en la direccion http://www-stat.standford.edu/~tibs/SAM. ii)

Desde la plataforma R (libreria ‘siggenes’). En todos los casos sélo se consideraron
significativas aquellas sondas que tenian un FDR igual a 0%, es decir, las sondas con un 0%
de falsos positivos

Para realizar el andlisis SAM se generd un archivo, en que las 2 primeras columnas
incluyen el identificador de sonda mientras que en el resto de columnas se incluyeron los
datos del nivel de intensidad obtenida para cada sonda y cada muestra de los grupos que se
compararon.

Los criterios seleccionados en el algoritmo fueron los definidos ‘por defecto’ en el
programa, basados en la realizacion de una t de-Student y 1000 permutaciones del
algoritmo. De esta manera se generd un archivo-tabla de salida que contenia la siguiente
informacion: identificador del gen, d-value (o score) o marcador del cambio del gen para la
comparacion realizada, q value (significacién estadistica del d-value) y el “fold change” o

medida del cambio del gen entre los grupos.

2.6 Otros métodos: Citometria de flujo multiparamétrica
La citometria de flujo no forma parte de las técnicas cardinales de este trabajo. Tan sélo se
ha empleado para discriminar las CP aberrantes de las normales. Por ello no se describird de

forma pormenorizada y Unicamente se resumiran los pasos mas importantes.

1. Incubar un total de 2x10° células frescas de MO con un panel de anticuerpos
monoclonales (AcMo) disefiado en cuadruples combinaciones: CD38/CD56/CD19/CD45,
CD138/CD28/CD33/CD38 y (CD20/CD117/CD138/CD38 wusando una técnica de
inmunofluorescencia directa. Los AcMo empleados deben estar conjugados con uno de
los siguientes fluorocromos: isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE),
tandem PE/cianina 5 (PE/Ci5), pteridil-clorofil-proteina (PerCP) y aloficocianina (APC).

2. Ademas, dado que las CP presentan autofluorescencia de forma natural, incluir en
el panel un tubo control negativo, sélo marcado con anti-CD38-PE/Ci5, para establecer el

nivel basal de autofluorescencia de las CP en los canales FL-1/FITC, FL-2/PE y FL-4/APC.
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3. Adquirir un total de 2x10% células correspondientes a la celularidad global de la
MO en un citémetro de flujo FACSCalibur utilizando el programa CellQUEST (BD
Biosciences, San José, CA). Cuando el porcentaje de CP en MO sea menor al 10% realizar
un segundo paso de adquisicion celular.

4. Seleccionar la informacion correspondiente a las CP dibujando una ventana

electréonica en funcidon del parametro SSC (“Side Scatter”- complejidad interna) y la
reactividad para el antigeno CD38. En este segundo paso seleccionar =3 x 103 CP de entre 3

x10°-10° células adquiridas del total de las poblaciones presentes en la muestra. Para el
andlisis inmunofenotipico utilizar el programa Paint-A-Gate-PRO (BD Biosciences).
Basandose en la intensidad de expresién para CD38 y CD138 y por las tipicas caracteristicas
de dispersion de luz- tamafio celular (FSC, “forward side scatter”) y complejidad interna
(SSC, “side scatter”), identificar las CP y excluir del analisis otros componentes celulares y
células apoptéticas presentes en la muestra. Para evaluar el perfil antigénico de las CP se
definiran los siguientes pardmetros: (a) presencia o ausencia de expresién antigénica, (b)
patrones de expresidn antigénica (homogéneos versus heterogéneos), (c) porcentaje de
CP con expresién positiva para cada antigeno, y (d) cantidad media de antigeno

expresada por célula dentro de una poblacion de CP expresada segun la intensidad

. . . . . 4
media de fluorescencia (unidades lineales arbitrarias en una escalade 0a 107).

2.7. Analisis estadistico de los resultados

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico SPSS (SPSS, Chicago, IL).
Para evaluar las asociaciones estadisticas entre las variables categdricas se utilizo el test
Chi-cuadrado con la correccion de Yates y la prueba exacta de Fisher cuando estaban
indicadas.

La comparacion de medias entre dos grupos se efectud con los siguientes tests:

Para muestras independientes se utilizé la prueba de la t de Student para datos
independientes y el test no paramétrico de la U de Mann-Whitney en el caso de no
cumplirse las condiciones de normalidad.

Para muestras relacionadas se empled la prueba de la t de Student para datos apareados

y el test de Wilcoxon, no paramétrico, cuando no se cumplia la hipdtesis de normalidad.
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La relacidn entre dos variables cuantitativas continuas se estudié mediante los tests de

correlacion lineal y de Spearman.
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En este apartado se presentaran las publicaciones a que ha dado origen la presente
tesis doctoral como secciones independientes en dos bloques, el primero de ellos
compuesto por tres capitulos y el segundo por dos capitulos. Cada capitulo ird
precedido de un resumen en castellano (cumpliendo con la normativa de la
Universidad de Salamanca) y contendra tanto la introduccion como el material y
métodos empleados, los resultados obtenidos y la discusion de dichos resultados.

El primer bloque recoge los estudios realizados dirigidos a profundizar en la
etiopatogenia de la transformaciéon en etapas del mieloma mdultiple. Incluye los
estudios realizados de hibridacién in situ fluorescente (primer capitulo), de arrays de
SNPs (segundo capitulo) y de expresion génica (tercer capitulo).

El segundo bloque recoge los estudios realizados dirigidos a profundizar en la
biologia de una entidad uUnica: el mieloma multiple quiescente con alto riesgo de
transformacién (MMQ-AR). Incluye los andlisis sobre la poblacion de células
plasmaticas dirigidos a tratar de predecir el riesgo de transformacion y probabilidad de
respuesta al tratamiento del MMQ-AR, asi como el anilisis gendmico de la célula
plasmatica en el momento de la transformacién (cuarto capitulo) y los analisis sobre la
poblacién hematopoyética no tumoral dirigidos a evaluar el impacto del tratamiento

sobre el micromedioambiente medular del MMQ-AR (quinto capitulo).

BLOQUE 1:

1. La progresion de gammapatia monoclonal de significado incierto a mieloma
guiescente y finalmente a mieloma sintomatico conlleva una expansion clonal de las
células plasmaticas genéticamente anormales. “The progression from MGUS to
smoldering myeloma and eventually to multiple myeloma involves a clonal expansion
of genetically abnormal plasma cells”. Clinical Cancer Research. 2011 Apr 1;17(7):1692-
700.

2. Analisis de SNP-arrays revelan una gran complejidad gendmica en las
gammapatias monoclonales: de la gammapatia monoclonal de significado incierto al

mieloma multiple. “SNP-based mapping arrays reveal high genomic complexity in
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monoclonal gammopathies: from the MGUS to MM status”. Leukemia. 2012 May 8.
doi: 10.1038/leu.2012.128. [Epub ahead of print]

3. Andlisis del perfil de expresidn génica en las gammapatias monoclonales: de la
gammapatia monoclonal de significado incierto al mieloma multiple pasando por el
mieloma quiescente. “Global gene expression profiling in the study of the multistep

transformation in MM: from MGUS to myeloma status”. Manuscrito en preparacion.

BLOQUE 2:

1. Analisis gendmico del Mieloma Multiple Quiescente de alto riesgo. “Genomic
analysis of High Risk Smoldering Multiple Myeloma”. Haematologica 2012. Feb 13.
(Epub ahead of print).

2. El analisis de perfil de expresion génica de las células hematopoyéticas no
tumorales de la medula ésea de los pacientes con Mieloma Multiple Quiescente de
alto riesgo no se ve modificado por el tratamiento con Lenalidomida/Dexametasona.
“Gene expression profile of normal hematopoietic bone marrow cells from patients
with  Smoldering Myeloma is not substantially modified by sustained

Lenalidomide/Dexamethasone treatment”. Submitted for publication.
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Capitulo 1:

The progression from MGUS to smoldering myeloma
and eventually to multiple myeloma involves a clonal

expansion of genetically abnormal plasma cells.

L Lopez-Corral, NC Gutierrez, MB Vidriales, MV Mateos, R Garcia-Sanz, B Paiva y JF San Miguel.
Clin Cancer Res. 2011 Apr 1;17(7):1692-700.
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La progresion de gammapatia monoclonal de significado incierto a
mieloma quiescente y finalmente a mieloma sintomatico conlleva una

expansion clonal de las células plasmaticas genéticamente anormales.

Fundamento: Las alteraciones genéticas detectadas en el mieloma multiple (MM)
se han descrito también en sus fases premalignas: gammapatia monoclonal de
significado incierto (GMSI) y MM quiescente (MMQ). El objetivo fue analizar el nivel de
heterogeneidad clonal de las anomalias citogenéticas recurrentes en la GMSI, el MMQ
y el MM.

Métodos: Se incluyeron en el estudio 373 MM, 102 MMQ de alto riesgo y 90 GMSI
de nuevo diagnéstico clasificados por los criterios actuales del Grupo Internacional del
MM. Las células plasmaticas (CP) de las muestras de médula désea se purificaron
mediante separacidn inmunomagnética con microbolas conjugadas con el anticuerpo
CD138. Mediante hibridaciéon in situ fluorescente (HISF) se evaluaron las
translocaciones de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (/GH), las deleciones de
13q14 y de 17p13, y las ganancias de 1g21. Por ultimo, se estudio la correlacion entre
la proporcion de CP con alteraciones citogenéticas y el porcentaje de CP clonales
identificadas por citometria de flujo (CMF) multiparamétrica en cada muestra.

Resultados: Se observaron diferencias significativas entre la proporcion de CP
clonales con alteraciones citogenéticas especificas en GMSI vs MMQ y en MMQ vs
MM. Asi, la mediana de la proporcion de CP con translocaciones de IGH globalmente
consideradas, t(11;14) y del (13q) fue menor en GMSI vs MMQ, y en MMQ vs MM
(translocaciones de IGH: 34% vs 57% vs 76%; t(11;14): 38% vs 61% vs 81% y del 13q:
37% vs 61% vs 74% en GMSI, MMQ y MM, respectivamente). Para la t(4;14) la
diferencia fue significativa en la comparacion entre GMSI/MMQ y MM, y para 1q entre
GMSI y MMQ/MM. Para descartar que el incremento de CP con alteraciones
citogenéticas durante los estadios evolutivos de las gammapatias monoclonales (GM)
fuera debido a la dilucidn de las CP clonales por las CP policlonales, las cuales estan
presentes en un numero mayor en las GMSI, cuantificamos el numero de CP
fenotipicamente aberrantes y normales en las GMSI mediante CMF y lo

correlacionamos con los resultados del analisis de HISF. Se confirmdé que <50% de las
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CP clonales presentes en las GMSI presentaban la anomalia citogenética. Finalmente
analizamos secuencialmente 3 pacientes con GMSI y 5 MMQ que progresaron a MM
sintomatico, objetivando que 5 de ellos (2 GMSI y 3 MMAQ), que ya tenian alteraciones
citogenéticas al diagndstico, mostraron a la progresiéon un aumento en la proporcién
de CP con dichas alteraciones (la proporcién se doblé en 1 caso, se triplicd en otros 2 y
se sextuplicd en otro).

Conclusiones: El numero de CP clonales que presentan una alteracidn citogenética
especifica aumenta de forma significativa en los estadios evolutivos de las GM,
mostrando que la progresién de GMSI a MMQ, y finalmente a MM, conlleva una

expansion clonal de células genéticamente anormales.
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TRANSLATIONAL RELEVANCE

Previous studies have shown that PCs from MGUS and MM have the same
cytogenetic abnormalities than MM. We now show in the present study that a major
difference among these three entities is the number of PC with genetic abnormalities
that increases from MGUS to SMM and to MM. This finding was found for
immunoglobulin heavy chain (/IGH) translocations, 13q and 17p deletions, and 1q gains
using fluorescence in situ hybridization. We have ruled out using multiparametric flow
cytometry the possibility that the increase of PC with genetic abnormalities during the
evolving stages of monoclonal gammopathies, was due to dilution of the clonal PC by
residual polyclonal PC. Our results confirmed that only a fraction of the clonal PC
present in MGUS carried the cytogenetic abnormality. These findings highlight the
potential clinical importance of follow-up quantification of the population of PC with

genetic abnormalities in the premalignant conditions of MM.
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ABSTRACT

Purpose: Genetic aberrations detected in multiple myeloma (MM) have also been
reported in the premalignant conditions, monoclonal gammopathy of undetermined
significance (MGUS) and smoldering MM (SMM). Our aim was to investigate in depth
the level of clonal heterogeneity of recurrent genetic abnormalities in these
conditions.

Experimental Design: Immunoglobulin heavy chain (/GH) translocations, 13q14 and
17p13 deletions, and 1921 gains using fluorescence in situ hybridization (FISH) were
evaluated in 90 MGUS, 102 high-risk SMM and 373 MM. To this end, we not only
purified plasma cells (PC) for the FISH analysis (purity >90%), but subsequently we
examined the correlation between the proportion of PC with cytogenetic changes and
the number of clonal PC present in the same sample, as measured by multiparametric
flow cytometry.

Results: We observed a significant difference between the proportion of clonal PC with
specific genetic abnormalities in MGUS compared with SMM, and in SMM compared
with MM. Thus, the median proportion of PC with IGH translocations globally
considered, t(11;14) and 13q deletions was significantly lower in MGUS than in SMM,
and in SMM than in MM (IGH translocations: 34% vs. 57% vs. 76%; t(11;14): 38% vs.
61% vs. 81% and 13qg deletion: 37% vs. 61% vs. 74% in MGUS, SMM and MM,
respectively). For t(4;14) the difference was significant in the comparison between
MGUS/SMM and MM and for 1q between MGUS and SMM/MM. Conclusions: This
study demonstrates that the progression from MGUS to SMM, and eventually to MM,

involves a clonal expansion of genetically abnormal PC.
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INTRODUCTION

Multiple myeloma (MM) is a clonal plasma cell (PC) disorder that remains an
incurable disease accounting for approximately 10% of all hematological cancers.
Although it was believed that approximately only one-third of newly diagnosed MM
patients had a history of previous monoclonal gammopathy of undetermined
significance (MGUS) (1), recent epidemiological studies have demonstrated that MM
evolves from a premalignant condition in most, if not all, patients (2, 3). Although
smoldering MM (SMM) is also considered to be an asymptomatic precursor of active
MM (4, 5), the rate of progression of these two premalignant conditions to
symptomatic MM greatly differ. Thus, while MGUS evolves to MM or a related
malignancy at a rate of 1% per year (1), the cumulative probability of progression to
active MM or amyloidosis in SMM is 10% per year in the first five years (6).

Consistent with the clinical evolution of PC dyscrasias as a progression from
premalignant to malignant entities, the current pathogenic models assume that MM
develops through a multistep transformation from normal PC to MGUS, which implies
PC immortalization and, subsequently, the transformation to active MM, where clonal
PC cause end-organ damage (7-10). Several studies indicate that most genetic changes
reported in MM are already present in MGUS (11-16). It is intriguing to see that this
also applies to those changes associated with poor outcome in MM, such as t(4;14),
t(14;16) and 17p deletion, which have also been found in MGUS, but apparently have
no prognostic influence (12-15, 17). However, the frequency of the genetic
abnormalities in MGUS and SMM compared with in MM is not well established. Two
studies have compared these frequencies (12, 14), showing that the incidence of 13q
deletion and t(4;14) is lower in MGUS than in MM, with discrepant results for SMM. In
addition, Chiecchio et al not only found a different incidence of genetic abnormalities,
but also a significantly lower proportion of PC carrying 13g deletion in MGUS than in
SMM and MM, while they did not detect any variation for IGH rearrangements (14).
One explanation for this could be that the lower tumor burden of MGUS affects the
final PC purity. Another possibility is that the coexistence of clonal and polyclonal PC
within the PC (CD138 population) compartment in MGUS may have contributed to the

underestimation of genetically abnormal PC (14, 15).
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To shed further light on this matter we have investigated in depth the level of
clonal heterogeneity of the recurrent genetic abnormalities in a series of 565 patients
with monoclonal gammopathies (90 MGUS, 102 SMM and 373 MM). To do so we not
only purified PC for the FISH analysis, but subsequently investigated the correlation
between the proportion of PC with cytogenetic changes and the number of clonal PC
present in the same sample, as assessed by multiparametric flow cytometry (4, 18).
We reasoned that if we were able to demonstrate that the frequency of cytogenetic
changes even in the clonal population (excluding the polyclonal one) was lower in
premalignant entities (MGUS and SMM) than in symptomatic MM, this would indicate
a progressive accumulation of the genetically abnormal PC during the multistep
evolution of MM. In order to avoid misclassification or overlapping entities we decided
to focus on MGUS patients with more than one year of stable follow-up, high-risk SMM

and symptomatic MM using well establish criteria (4, 6, 19).
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PATIENTS AND METHODS

Patients

Samples for this study were obtained from patients with MGUS (n=90), high-
risk SMM (102) and newly diagnosed MM (n=373), according to the International
Myeloma Working Group criteria (19). All patients were studied at diagnosis before
any intervention. High-risk SMM was defined as the presence of >10% PC in bone
marrow (BM) and a monoclonal component IgG >3 g/dL, IgA >2 g/dL or Bence Jones
proteinuria >1 g/24 h together with absence of CRAB (Calcium increase, Renal
insufficiency, Anemia, Bone lesions) (6). Patients meeting either but not both of these
two criteria were also included in the study if they met the additional criteria of having
>95% phenotypically aberrant PC in the BM PC compartment (aPC/BMPC) and
immunoparesis (4).

The study was approved by the research ethics committees of all participating
centers and written informed consent was obtained from all patients in accordance
with the Helsinki Declaration. The main clinical and laboratory characteristics of these

patients are shown in Supplementary Table S1.

Supplementary Table S1: Clinical and biological characteristics of the patients

Characteristics All Patients
MGUS (n=90)

Sex(%) Male / Female 68 /32
Age (years) 63 (39-88)
Ig subtype (%) 1gG / IgA 62 /38
Bone Marrow Plasma Cells (%) 4(2-9)
SMM (n=102)

Sex (%) Male / Female 47 /53
Age (years) 65 (39-89)
Ig subtype (%) 1gG / IgA / BJ protein 63/35/2
Bone Marrow Plasma Cells (%) 16 (4-53)
MM (n=373)

Sex (%) Male / Female 52/48
Age (years) 65 (35-86)
Ig subtype 1gG / IgA / BJ protein 58/30/12
ISS 1/1/1 32/40/28
Bone Marrow Plasma Cells (%) 35 (10-99)

Abbreviations: aPC/BMPC, aberrant plasma cells within the bone marrow plasma cells compartment; BJ, Bence Jones;
ISS, international staging system.

Values are expressed as median (range).
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Cytogenetic analysis

In all the BM samples CD138-positive PC isolation was carried out using the
AutoMACs automated separation system (Miltenyi-Biotec, Auburn, CA, USA). Purity
was >95% in all MM and SMM cases, and >90% in MGUS patients. The systematic
screening for genomic aberrations in our institution includes interphase fluorescence
in situ hybridization (FISH) studies for detecting /IGH rearrangements (LS| /GH dual-
color, break-apart rearrangement probe; Abbott Molecular/Vysis, Des Plaines, IL, USA),
139 (LSI 13, RB1 13q14) and 17p deletions (LSl p53, 17p13.1) (Abbott Molecular/Vysis)
as previously described, and 1q gains (ON 1g21/SRD 1p36, Kreatech Diagnostics,
Amsterdam). Those MM samples with IGH translocations were explored for
1(11;14)(g13;932), t(4;14)(p16;932) and t(14;16)(g32;923) with the corresponding
dual-color, dual-fusion translocation probes from Abbott Molecular/Vysis. The
interphase FISH procedure has been described previously in detail (20). A total of 200
interphase nuclei were analyzed using the scoring criteria recommended by the
manufacturer. The cut-off level for the identification of IGH translocations
(fusion/break-apart probes) and 1q gains was set at 10% and at 20% for numerical
abnormalities, as recommended by the European Myeloma Network (EMN) FISH

workshop.

Immunophenotypic studies and sorting of BMPC

Immunophenotypic analyses were performed using the following monoclonal antibody
combinations (FITC/PE/PerCP-Cy5.5/APC) to identify aberrant antigen expression in
PCs: CD38/CD56/CD19/CD45, CD38/CD27/CD45/CD28 and
Bomicroglobulin/CD81/CD38/CD117 (4, 18). For specific cases, additional staining for
cytoplasmatic Ig light chains was used to determine the polyclonal or monoclonal
nature of the PC. The clgr/clgA staining was performed in a four-color tube including
simultaneous surface staining for CD38 plus either CD45, CD56 or CD19, depending on
the type of antigenic aberration. We first identified PCs on the basis of their uniquely
bright intensity for CD38 and intermediate side scatter (SSC). Once PCs had been
identified, we focused our analysis on the PC compartment, and within it, we
discriminated between PCs with normal and aberrant phenotypes corresponding to

polyclonal and clonal PCs, respectively, as we previously demonstrated (21-23). The
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underexpression of CD19, CD27, CD38, CD45, and/or CD81; overexpression of CD28
and/or CD56 and asynchronous expression of CD117 were used to identify aberrant
phenotypes in PCs (21, 24). The following data were recorded for each case: (i) total
percentage of PCs among all nucleated BM cells and (ii) percentage of phenotypically
aberrant (clonal) plasma cells within the BMPC compartment. We have identified PC
based on high CD38 expression and SSC characteristics, that were easily distinguished
from B cells precursor (CD38high but SSC low) and from monocytes (weaker CD38 and
brighter CD45) (25). We want to stress that in previous studies we did not found
differences between the CD38/CD138/SSC and the CD38/SSC identification and
enumeration PC approaches (26).

In a group of 18 monoclonal gammopathies samples, immunophenotypically
aberrant PC and polyclonal PC were sorted using a FACSAria flow cytometer (BD
Biosciences) equipped with 3 laser lines and 13 fluorescence detectors, for further FISH
analysis. Reanalysis of the sorted immunophenotypically aberrant PC showed a purity
above 98% (27).

Statistical analyses was done using SPSS version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
The X? and Fisher’s exact tests were used to measure associations between genetic
abnormalities and other categorical variables. The Wilcoxon rank sum test was used
for continuous variables. Values of P<0.05 were considered to be statistically

significant.
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RESULTS
Frequency of chromosomal abnormalities in the three subgroups of plasma cell
dyscrasias

We observed at least one of the chromosomal abnormalities explored by FISH
in 43 of the 90 MGUS (48%), 78 of the 102 SMM (76%) and 257 of the 373 MM (69%).
These differences were only statistically significant for the comparison between MGUS
and either SMM or MM. When we analyzed the frequency of specific chromosomal
abnormalities with respect to the type of monoclonal gammopathy, we found that IGH
translocations globally considered, 13q and 17p deletions were significantly less
frequent in MGUS than in both symptomatic MM and SMM, the latter two subgroups
of patients having similar frequencies (Table 1). In fact, these three genetic
abnormalities were present respectively in 24%, 22% and 1% of MGUS compared with
41%/36%, 42%/40% and 8%/8% of SMM/MM (Table 1). Upon looking for differences
between the subtypes of IGH translocation, only a borderline difference was found in
t(4;14), which was present in 4% of MGUS but in 12% of SMM and 10% of MM (p=0.06)
(Table 1). The frequency of 1g gains was significantly lower in MGUS (29%) as
compared to MM (42%).

Table 1: Frequency of genetic abnormalities in MGUS, SMM and MM patients

Genetic MGUS (n=90) SMM (n=102) MM (n=373) p value
Abnormalities Number of patients (%) Number of patients (%) Number of patients (%)
P=0.01 (MGUS vs SMM)
IgH abnormality 22/90 (24%) 42/102 (41%) 133/373 (36%) P=0.04 (MGUS vs MM)
NS
t(11;14) 9/90 (10%) 16/102 (16%) 52/373 (14%)
NS
t(4;14) 4/90 (4%) 12/102 (12%) 36/373 (10%)
NS
t(14;16) 2/90 (2%) 5/101 (5%) 9/373 (2%)
NS
Other 7/90 (8%) 9/102 (9%) 36/373 (10%)
P=0.004 (MGUS vs SMM)
13q deletion 20/90 (22%) 42/101 (42%) 151/373 (40%) P=0.001 (MGUS vs MM)
P=0.04 (MGUS vs SMM)
17p deletion 1/89 (1%) 8/102 (8%) 29/373 (8%) P=0.02 (MGUS vs MM)
1q gain 23/79 (29%) 40/98 (41%) 149/358 (42%) P=0.04 (MGUS vs MM)

Abbreviations: NS, not significant.
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Proportion of PC bearing genetic abnormalities

We next wanted to determine not only if there was a difference in the incidence of
cytogenetic abnormalities with respect to the underlying diagnosis, but also whether
the number of PC with cytogenetic abnormalities varied between MGUS, SMM and
MM, for those cases with genetic aberrations. Our results showed that the median
proportion of PCs with IGH translocations globally considered, t(11;14) and 13q
deletions was significantly lower in MGUS than in SMM, and in SMM than in MM
status (IGH: 34% vs. 57% vs. 76%; t(11;14): 38% vs. 61% vs. 81% and 13q deletion: 37%
vs. 61% vs. 74% in MGUS, SMM and MM, respectively) (Table 2). A similar pattern was
observed for 17p deletion with median values of 35% vs. 48% vs. 62% in MGUS, SMM
and MM, although the differences were not statistically significant. Differences in the
proportion of PC exhibiting t(4;14) were also found when comparing MM (83%) with
both SMM (59%) and MGUS (48%), although there was no significant difference
between MGUS and SMM (Table 2). Furthermore, the median proportion of PC
carrying 1q gain was significantly lower in MGUS than in MM (both asymptomatic and
symptomatic diseases) (Table 2). Figures 1 and 2 illustrate this gradual change from

MGUS to SMM and MM.

Table 2: Percentage of PC with genetic changes in MGUS, SMM and MM patients

MGUS (n=90) SMM (n=102) MM (n=373)
Genetic Percentage of PC (%) Percentage of PC (%) Percentage of PC (%) p value
Abnormalities Median (range) Mediant (range) Median (range)
P<0.001 (MGUS vs SMM)
P<0.001 (MGUS vs MM)
IgH abnormality 34 (12-73) 57 (28-90) 76 (11-100) P=0.007 (SMM vs MM)
P=0.042 (MGUS vs SMM)
P<0.001 (MGUS vs MM)

t(11;14) 38 (12-72) 61 (24-88) 81 (13-100) P=0.003 (SMM vs MM)
P=0.008 (MGUS vs MM)
t(4;14) 48 (21-69) 59 (32-88) 83 (35-100) P=0.007 (SMM vs MM)
NS
t(14;16) 30 (25-36) 58 (35-72) 76 (15-91)

P=0.008 (MGUS vs SMM)

Other 30 (12-55) 72 (38-90) 73 (11-90) P=0.001 (MGUS vs MM)
P=0.004 (MGUS vs SMM)

P<0.001 (MGUS vs MM)

13q deletion 37 (20-79) 61 (22-93) 74 (20-100) P=0.007 (SMM vs MM)

Ns
17p deletion 35 (35-35) 48 (32-100) 62 (20-95)

P=0.03 (MGUS vs SMM)
1q gain 43 (10-91) 63 (14-94) 70 (11-100) P=0.005 (MGUS vs MM)

Abbreviations: NS, not significant.
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To rule out the possibility that the increase of PC with genetic abnormalities during the
evolving stages of monoclonal gammopathies was due to dilution of the clonal PC by
residual polyclonal PC, which are present at higher numbers in MGUS than in MM, we
used multiparametric flow cytometry to quantify the number of phenotypically
aberrant and normal PCs in MGUS and then correlated the results from the FISH
analysis with the flow cytometry data. Our results confirmed that only a fraction (<50%
in most cases) of the clonal PC present in MGUS carried the cytogenetic abnormality.
This was observed for all the chromosomal changes to a greater or lesser extent.
Figure 3 illustrates the disparity between the percentage of clonal PC assessed by flow
cytometry and the proportion of PC genetically abnormal for the /IGH rearrangement,
t(11;14), t(4;14), 139 deletion and 1q gains. Although there were 14 MGUS cases with
more than one chromosomal abnormality, we did not observe a predominant
abnormal clone that enabled us to infer that one of the abnormalities was a primary

genetic aberration.
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Figure 3: Comparison of proportion of clonal PC by flow cytometry and percentage of PC with
chromosomal abnormalities in MGUS patients. PC: plasma cells; aPC: abnormal plasma cells; BMPC:

bone marrow plasma cells.
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Since the monoclonal antibody (CD138) used for selecting the PC subsequently
analyzed by FISH was not included in the flow cytometry panel and this fact could
interfere in the correlation between FISH analysis and flow cytometry results, we
performed FISH studies on the clonal PC sorted by flow cytometry in a group of 18
monoclonal gammopathies. Ten of the 18 samples showed cytogenetic lesions and the
analysis of the cytogenetically abnormal cases confirmed that only a proportion of
clonal PC identified by flow cytometry (purity>98%) displayed the genetic abnormality

(Supplementary table S2).

Supplementary Table S2:
Proportion of clonal PC purified by FC displaying genetic abnormalities in 10 monoclonal gammopathies cases
% of clonal PC / % of % of cells with genetics abnormalities on| % of cells with genetics abnormalities on
Samples polyclonal PC purified clonal PC (>98%) purified polyclonal PC (>98%)
1 35% / 65% 31% Other IGH translocation 0%
2 47% |/ 53% 57% t(14,16) 0%
3 67% / 33% 78% t(11;14) 0%
4 82% / 18% 62% t(11;14) 0%
5 85% / 15% 61% 13q deletion 0%
6 71% / 29% 82% 13q deletion 0%
7 61% / 39% 82% 13q deletion 0%
8 68% / 32% 83% 13q deletion 0%
9 64% / 32% 84% 13q deletion 0%
10 41% / 59% 75% t(11;14) 0%
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Finally, we had the opportunity to analyze sequentially three MGUS and five SMM
patients who progressed to symptomatic MM. The genetic abnormalities of this set of
patients are described in Table 3. The five patients (two MGUS and three SMM) who
already had chromosomal abnormalities at diagnosis showed a higher percentage of
PC bearing the genetic aberration at the time of transformation into symptomatic MM.
The proportion was doubled in one case, trebled in another two, and increased six-fold

in one case.

Table 3: List of 8 patients with progression disease
% of PC with genetic % of PC with genetic
Disease at diagnosis abnormalities Disease at progression abnormalities TTP (months)

1. MGUS No abnormalities MM Rb deletion (68%) 32
2. MGUS Rb deletion (25%) MM Rb deletion (76%) 28
3. MGUS t(11;14) (12%) MM t(11;14) (73%) 38
4. SMM 1q gain (78%) MM 1qg gain (92%) 17
5. SMM Rb deletion (31%) MM Rb deletion (62%) 14
6. SMM No abnormalities MM No abnormalities 17
7. SMM No abnormalities MM No abnormalities 24
8. SMM 17p deletion (24%) MM 17p deletion (80%) 14
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DISCUSSION

Our results support the hypothesis that the number of genetically abnormal PC
increases from MGUS to SMM and to MM. This observation was seen not only in those
abnormalities considered secondary events, like 13q deletions, but also in IGH
translocations, which are supposed to occur early in the disease pathogenesis (28, 29).

The present study shows that chromosomal abnormalities recurrently found in MM
are also present in MGUS, including those abnormalities considered to be secondary
genetic events, such as 13q and 17p deletions, and 1q gains, and even those associated
with poor outcome, such as 17p deletion, t(4;14) and t(14;16). Interestingly, we found
seven MGUS patients with genetic abnormalities associated with dismal outcome -four
with t(4;14), two with t(14;16) and one with 17p deletion- and none of them have
progressed after a median follow-up of 45 months (range: 22-55 months).

Regarding the frequency of chromosomal abnormalities in the three plasma cell
dyscrasias, our study revealed a significantly lower frequency of chromosomal changes
at MGUS than at SMM and MM stage. In this setting, the incidence of IGH
translocations globally considered was significantly lower in MGUS than in SMM and
MM, which is not consistent with the results of Chiecchio et al, who reported the
presence of illegitimate /IGH rearrangements at the same frequency in patients with
MGUS as with MM. In keeping with previous reports we observed a similar prevalence
of t(11;14) in the three stages (12, 14). However, although differences were not
significant, we also observed, like Chiecchio et al and Avet-Loiseau et al, a lower
percentage of PC displaying t(4;14) in MGUS than in MM, for both symptomatic and
asymptomatic diseases. Regarding 13q deletion, its frequency progressively increased
from MGUS to MM as reported in previous studies (12, 14). Although 17p deletion is a
very rarely described abnormality in MGUS (13, 14), it was found in one MGUS case. In
the present study, the classical panel of FISH probes was extended to explore
chromosome 1 abnormalities. We described 1q gains in 29% of MGUS, a significantly
lower proportion than in both active and asymptomatic MM (41% and 42%
respectively). This observation is consistent with the findings of Bochtler et al (13), but
not with Hanamura data that did not detect 1q gains in MGUS (30). The lack of any

significant difference between the incidence of genetic abnormalities in SMM and MM
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could be due to the fact that the patients with SMM included in this study had a high
risk of progression to symptomatic MM.

Recent data suggest that for prognostication in MM, even more important than the
presence or absence of a particular cytogenetic abnormality is the number of PC
carrying such abnormality (31). Accordingly, this could be also important in the
progression from MGUS to SMM and to MM, with a progressive accumulation of PC
carrying the chromosomal abnormality (Figures 1 and 2). In this regard, we observed a
significant difference between the proportion of PC with genetic abnormalities in
MGUS compared with SMM, and in SMM compared with MM. This was observed for
IGH translocations globally considered, t(11,14) and 13qg deletion. In addition, for
t(4;14) there was a significant difference between MGUS/SMM and MM and for 1q
between MGUS and SMM/MM. Further studies are needed to determine whether the
progression from premalignant stages to MM is influenced by the clonal expansion of
genetically abnormal PC. Findings supporting evidence for this hypothesis would justify
a FISH analysis along the evolution of genetically abnormal MGUS and SMM, not to
identify new genetic changes but to quantify the population of genetically abnormal
PC. It is important to emphasize that although the SMM analyzed in the present study
had a high risk of progressing to MM and, therefore, great biological similarities
between the two entities should be expected, the percentage of PC with genetic
abnormalities differed markedly between SMM and symptomatic MM. A study
analyzing the influence of the proportion of genetically abnormal PC on the risk to
progression of high-risk SMM would be of interest. This hypothesis is also supported
by the five cases in which we had the opportunity to perform sequential studies during
the evolution from both MGUS and SMM into symptomatic MM identifying a marked
increase in the proportion of PC with the genetic abnormality.

The lower frequency of some of the abnormalities in MGUS than in MM, as well as
the lower proportion of PC with genetic abnormalities could be explained by the low
number of PC in MGUS, which would lead to the true incidence of genomic
abnormalities being underestimated. The efficiency of immunomagnetic cell selection
has enabled the number of PC exhibiting the chromosomal abnormality to be
accurately measured. However, the enrichment can be significantly affected when the

tumoral population is very small. To avoid the possibility of contamination of the total
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cellularity of BM affecting the results, we selected only those MGUS samples in which
the final PC recovery was above 90%. Another factor that could play a part in
determining the lower proportion of PC with cytogenetic abnormalities in MGUS is the
lower percentage of clonal PC (normal and clonal PC coexist in MGUS samples). This
possibility was suggested by Chiecchio et al in order to explain the lower proportion of
PC with 13q abnormality that they observed in MGUS as compared to SMM/MM (14).
Therefore, we considered the possibility that the smaller proportion of genetic
abnormalities found in MGUS compared to MM simply reflects contamination of the
samples with normal PC, which lack chromosomal aberrations. To explore this, we
examined the correlation between the proportions of phenotypically abnormal PC and
of those with genetic abnormalities. Interestingly, in most MGUS cases, chromosomal
abnormalities were present in a relatively low proportion of clonal PC (Figure 3). On
the other hand, the smaller percentage of PC with genetic abnormalities observed in
SMM compared with MM also implies that the results are not affected by technical
limitations, since the contamination by normal PC in high-risk SMM is very small and
comparable to overt MM. This demonstrates for the first time that the progressive
increase in the proportion of PC with genetic abnormalities in the subsequent steps
from MGUS to MM is a genuine effect that cannot be attributed to the
underestimation of genetically abnormal PC in MGUS.

To summarize, our results show that the progression from MGUS to SMM, and
eventually to MM, involves a clonal expansion of genetically abnormal PC. One
explanation for this is that cytogenetic abnormalities all arise as secondary events,
occurring early on disease pathogenesis but not at the very beginning (15), similarly to
what has been proposed for chronic myeloid leukemia (32-34). In a further step, these
abnormalities would confer a proliferative advantage leading to a clonal selection (an

enrichment in PC with genetic abnormalities).
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Analisis de SNP-arrays revelan gran complejidad gendmica en las

gammapatias monoclonales: de la GMSI al MM.

Fundamento: Tanto la GMSI como el MM quiescente (MMQ) se consideran
entidades premalignas y asintomdticas con capacidad de evolucionar a MM
sintomatico. A pesar de su comportamiento clinico radicalmente distinto las 3
entidades comparten la misma célula neopldsica, que es una célula plasmatica (CP)
clonal y aberrante. La citogenética y la hibridacién in situ no han conseguido identificar
alteraciones caracteristicas de cada estadio evolutivo. Con el fin de averiguar si las
tecnologias gendmicas de alta resolucidn son capaces de establecer diferencias y
desentrafiar nuevos mecanismos patogénicos en la historia natural de progresién en
etapas de las gammapatias monoclonales (GM), se llevd a cabo un analisis gendmico a
nivel de cambios en el nimero de copias de DNA.

Métodos: Se incluyeron en el estudio 74 GM integradas por 34 MM, 20MMQ de
alto riesgo (MMQ-AR) y 20 GMSI. Ademds se analizé la sangre periférica de 10
pacientes. Mediante "SNP-arrays" (Genome-Wide Human SNP Array 6.0) se analizaron
las alteraciones en el numero de copias (ANC) (las ganancias y pérdidas de material
cromosémico), las regiones minimas comunmente delecionadas o ganadas, asi como la
existencia de subclones minoritarios, de deleciones homocigotas y de regiones con
pérdida de heterocigosidad (LOH) y disomia uniparental (UPD).

Resultados: El numero global de ANC fue progresivamente en aumento en los
estadios evolutivos de las GM (medianas 5, 7.5 y 12 en GMSI, MMQ-AR y MM
respectivamente; P=0.006 GMSI vs MM). Las ganancias 1g+, 3p+, 6p+, 9p+, +11, +19y
21g+junto a las pérdidas 1p-, 49-, 16qg- y 22g- fueron significativamente mas
frecuentes en estadios avanzados, mientras que 7p+, 18qg+, 6q-, 12g-, 13g- y —X
mostraron una incidencia >10% y similar independientemente de la entidad analizada.
Al analizar los subclones minoritarios (ANC presentes en <50% de las CP) se observé
que el 75% de las GMSI presentaban subpoblaciones de estas caracteristicas mientras
gue solo el 56% y 30% de los MMQ y MM respectivamente lo hacian (GMSI vs MM
P=0.017). Ademas, cuando se revisaron aquellas alteraciones exclusivas del MM tales

como 11qg+, 21g+, 169- y 22g-, se objetivd que ya se encontraban presentes en un
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porcentaje de entre el 5-20% en las GMSI en forma de subclon minoritario. Se
definieron 22 regiones comunmente delecionadas y 9 ganadas, muchas de las cuales
incluian genes relevantes, tales como WWOX y MAF en 16g22.1-g23.1. Un 6.5% de los
pacientes presentaron deleciones homocigotas que abarcaban un total de 23 genes,
entre ellos BIRC3 y PRAME. Dos pacientes con GMSI presentaron una delecion
homocigota idéntica en 2p22.3 y otros dos en 8p11.23-p11.22.

Conclusiones: Las tecnologias gendmicas modernas de alta resolucién permiten
establecer diferencias entre GMSI, MMQ-AR y MM que pueden ser las responsables de
la progresion de una entidad a otra. En este sentido, el analisis global del genoma
mediante SNP-arrays muestra un aumento significativo y progresivo de la frecuencia
de alteraciones cromosodmicas y LOH desde las formas indolente de GN al MM
sintomatico. Sin embargo, a pesar de que el MM tiene mas alteraciones cromosdmicas
y mas LOH que las entidades premalignas, la transicion de GMSI a MM no se asocia con
la adquisicion de una alteracion cromosémica determinada, sino mas bien con una

expansion clonal de subclones aberrantes ya presentes en la GMSI.
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ABSTRACT:

Genetic events mediating transformation from pre-malignant monoclonal
gammopathies (MG) to multiple myeloma (MM) are unknown. To obtain a
comprehensive genomic profile of MG from the early to late stages we performed
high-resolution analysis of purified plasma cells from 20 MGUS, 20 smoldering MM
(SMM) and 34 MM by high-density 6.0 SNP-array. A progressive increase in the
incidence of copy number abnormalities (CNA) from MGUS to SMM and to MM
(median 5, 7.5 and 12 per case, respectively) was observed (P=0.006). Gains on 1q, 3p,
6p, 9p, 11q, 19p, 19q and 21q along with 1p, 16q and 22q deletions were significantly
less frequent in MGUS than in MM. Although 11q and 21q gains together with 16q and
22q deletions were apparently exclusive of MM status, we observed that these
abnormalities were also present in minor subclones in MGUS. Overall, a total of 65
copy number-neutral LOH (CNN-LOH) were detected. Their frequency was higher in
active MM than in the asymptomatic entities (P=0.047). A strong association between
genetic lesions and fragile sites was also detected. In summary, our study shows an
increasing genomic complexity from MGUS to MM and identifies new chromosomal

regions involved in CNA and CNN-LOH.
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INTRODUCTION

Multiple myeloma (MM) is a malignant disorder characterized by the
accumulation of clonal plasma cell (PC) in the bone marrow (BM). Recent
epidemiological studies have demonstrated that MM evolves from a previous
premalignant condition in most patients.? Both MGUS and smoldering MM (SMM) are
considered to be precursors of active MM.?>* However, the rate of progression of these
two premalignant conditions to symptomatic MM differs greatly. Thus, while MGUS
evolves to MM or a related malignancy at a rate of 1% per year,” the cumulative
probability of progression to active MM or amyloidosis in SMM is 10% per year in the
first five years.6

The current pathogenic models assume that MM develops through a multistep
transformation from normal PC to MGUS, which implies PC immortalization and,
subsequently, the transformation to active MM, where clonal PC cause end-organ
damage.”® Cytogenetic studies using fluorescence in situ hybridization (FISH) have
demonstrated that most genetic lesions typical of MM are already present in MGUS

%11 We recently have shown that a major difference between these three

stage.
entities is the number of PC with genetic abnormalities, which increases from MGUS to
SMM and to MM.* It demonstrates that the progression from MGUS to SMM, and
eventually to MM, involves a clonal expansion of genetically abnormal PC.*2 However,
the genetic abnormalities characteristic of each evolving stage of monoclonal
gammopathy (MG) have not been elucidated. This suggests that the chromosomal
regions explored so far are not involved in the MG transformation or that the
progression from one entity to another is associated with subtle genetic lesions
beyond the resolving power of classical cytogenetics and FISH. More sophisticated
genomic technologies might allow us to explore the whole genome at a high level of
resolution and thereby uncover genetic abnormalities underlying the transformation
from premalignant conditions to active MM.

The development of microarray technology has enabled high—resolution,

genome-wide analysis based on single nucleotide polymorphisms (SNPs). This

methodology scans the genome at 680-bp intervals on average and is able to reveal
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gains and losses as well as regions of loss of heterozygosity (LOH). Moreover, the full
range of somatically acquired genetic alterations, including point mutations, can be
identified using the new generation of sequencing technologies. Although SNP-based
mapping arrays have been used in several studies to identify gains and losses in

myeloma samples,>**

and a recent report has identified unknown somatic mutations
in myeloma using whole genome sequencing,’® there has been no high-sensitivity
analysis comparing copy number alterations (CNA) in MGUS, SMM and MM.

In the present study, we have performed for the first time a comprehensive high-
resolution analysis of genomic imbalances by high-density 6.0 SNP array in 20 MGUS,
20 SMM and 34 MM patients in order to search for the genetic lesions that may be

involved in the transformation from MGUS to MM.
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MATERIAL AND METHODS

Patients

BM samples were obtained from patients with MGUS (n=20), high-risk SMM
(n=20) and newly diagnosed MM (n=34). To avoid misclassification or overlapping
entities we decided to focus on MGUS patients with more than two years of stable
follow-up, high-risk SMM and symptomatic MM using the International Myeloma
Working Group criteria. ®All samples came from newly diagnosed, untreated patients.
High-risk SMM was defined as the presence of >10% PC in BM and a monoclonal
component 1gG>3 g/dL, IgA>2 g/dL or Bence Jones proteinuria>1 g/24 h, together with
absence of CRAB (Calcium increase, Renal insufficiency, Anemia, Bone lesions).®
Patients meeting either but not both criteria were also included in the study if they
fulfilled the additional criteria of having >295% phenotypically aberrant PC in the BM PC
compartment (aPC/BMPC) and immunoparesis.* 10 matched non-tumor DNA samples
were also included in the analysis. The study was approved by the research ethics
committees of all participating centers and written informed consent was obtained
from all patients in accordance with the Helsinki Declaration. The main clinical and

laboratory characteristics of these patients are presented in Supplementary Table 1.

Sample preparation

CD138-positive PC isolation was carried out in all the BM samples using the
AutoMACS automated separation system (Miltenyi-Biotec, Auburn, CA, USA). Final
purity was >95% in all MM and SMM cases, and >90% in MGUS patients. After
purification, the selected cells were split for FISH and DNA extraction. DNA was
extracted using commercially available kits (Allprep Kit, Qiagen, Valencia, CA)
according to the manufacturer’s instructions. DNA quality and quantity were
determined using a ND-1000 Spectrophotometer (Nano-Drop Technologies,

Wilmington, DE).
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Supplementary Table 1. Clinical and biological characteristics of the patients.

Characteristics All Patients
MGUS (n=20)
Sex(%) Male 60

Female 40
Age (years) 79 (54-85)
Ig subtype (%) IgG 74

IgA 26
Bone Marrow Plasma Cells (%) 4 (2-8)
aPC/BMPC (%) Flow Cytometry 88.5 (46-100)
SMM (n=20)
Sex (%) Male 60

Female 40
Age (years) 66.5 (39-79)
Ig subtype (%) IgG 50

IgA 50
Bone Marrow Plasma Cells (%) 15 (3-42)
aPC/BMPC (%) Flow Cytometry 100 (80-100)
MM (n=34)
Sex (%) Male 49

Female 51
Age (years) 65.5 (48-72)
Ig subtype IgG 48

IgA 43

BJ Protein 12
ISS I 30

Il 45

I 25
Bone Marrow Plasma Cells (%) 33 (6-90)
aPC/BMPC (%) Flow Cytometry 100 (82-100)

SNP arrays and data analyses

The simultaneous genome-wide detection of CNA and LOH were investigated
using the standard Affymetrix® Genome-Wide Human SNP Array 6.0 assay protocol
(Affymetrix, Santa Clara, CA). Briefly, genomic DNA was digested with Nsp | and Sty |
restriction enzymes, ligated to adaptors and amplified by PCR. PCR products were
concentrated and fragmented, and then end-labeled with biotin, denatured, and
hybridized to the SNP array 6.0. The arrays were processed using the Fluidics Station
450, GeneChip Scanner 3000 7G and AGCC (AffymetrixGeneChip Command Console
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Software). Given that matched normal DNA was not available in all cases, an unpaired
analysis was performed using 240 Hapmap files as reference. However, 10 tumors
were also analyzed against their own genomic matched normal DNA. The complete
dataset was analyzed by visual inspection using the Genotyping Console 4.0
(Affymetrix), dCHIP and Chromosome Analysis Suite (ChAS) software (Affymetrix). Two
of the authors (LLC and MES) independently reviewed the copy number results for all
patients and all chromosomes, and visually scored lesions. CNA were reported when
the three following criteria were achieved: minimum of ten markers per segment, 100
Kb minimum genomic sizes and <50% overlap with known copy number variants (CNV)
(Database of Genomic Variants)."” Only copy number-neutral LOH (CNN-LOH) larger
that 5MB were considered.'® Since homozygous deletions are a rare event, all of them
were considered without meeting the aforementioned critera, taking into account that
CNV commonly observed as a heterozygous deletion in the general population, may
have a pathogenic outcome when present in homozygous state.’®

The Genotyping Console provides information about the genomic changes at
five levels: copy number state, log; ratio, smooth signal, allele difference and LOH. The
smooth signal takes integer values between 0 and 4 (1 for monosomy, 2 for diploidy, 3
for trisomy and 4 for tetrasomy). A continuous consistent line in the copy number
state window along with a smooth signal at position 1 indicates loss of a region, while
gain of a region is recognized when a continuous consistent line in the copy number
window along with a smooth signal at position 3 is present. However, visual inspection
allowed us to detect intermediate situations corresponding to imbalances present in
minor populations (less than 50%) coexisting with the major diploid population (more
than 50%). These sub-clones were identified according to the following “in-house”
criteria: i) a discontinuous line in the copy number state window, compared to a
continuous consistent line representing the major clonal population; ii) intermediate
values in the smooth signal, such as 2.5 when only a minor clone had acquired the
gain, or 1.5 when only a minor clone had experienced a loss; and iii) confirmation in
the LOH state window, since LOH only emerge when a major clonal population is

present (See supplementary Figure 1 for further details).
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Full SNP array data are available at the Gene Expression Omnibus

(www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/, Accession Number GSE31339).
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Figure Supplementary 1: Visual inspection of minor and major clones with CNAs with Genotyping Console 4.0.
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Cytogenetic analyses

The systematic screening for genomic aberrations in our institution includes
interphase fluorescence in situ hybridization (FISH) studies for detecting
immunoglobulin heavy chain gene (I/GH) rearrangements —t(11;14)(q13;932),
t(4;14)(p16;932) and t(14;16)(932;923)— with the corresponding dual-color, dual-
fusion translocation probes (Abbott Molecular/Vysis), 13q (LSI 13, RB1 13q14) and 17p
deletions (LSl p53, 17p13.1) (Abbott Molecular/Vysis), and 1q gains (on 1921/SRD
1p36, Kreatech Diagnostics, Amsterdam, The Netherlands).?° The FISH results of all the

patients included in the present study have been previously reported.12

Statistical analyses

SPSS version 15.0 (SPSS Inc.) was used for statistical analysis. The Xi* and
Fisher’s exact tests were used to measure associations between genetic abnormalities
and other categorical variables. The Wilcoxon rank-sum test was used for continuous

variables. Values of P £0.05 were considered to be statistically significant.

130



SNP-array profile: from MGUS to SMM and to MM

RESULTS

Quality assessment of SNP-arrays

Ten paired normal peripheral blood (PB) samples were simultaneously run on
the Genotyping Console and visually analyzed in parallel with their paired tumoral
samples. We did not observe any CNA in the PB samples apart from those overlapping
with known CNV.

Since FISH analysis of 1921, 13g and 17p13 was available for all patients we
aimed to compare the genomic changes detected by SNP arrays in these three regions
with the FISH results. Only five discordant cases were observed out of more than 65
imbalances detected by both techniques. Four of these discordant cases, affecting 13q
and 1q, were detected by FISH but not by SNP-array analysis. Nevertheless, a more
detailed analysis of two of them revealed a small population bearing such
abnormalities. In the fifth discordant case, corresponding to an SMM sample, the SNP
arrays detected an interstitial deletion at 13ql14.2, extending from 47596000 to
47666069 bp, which was not observed by FISH. This could be because the probe only
covered part of the deleted region and was therefore too short to be resolved with the

naked eye.

Copy number abnormalities

Chromosomal imbalances were identified in 69 (93%) of the 74 patients
analyzed. The only five cases with no CNA were from asymptomatic entities (2 MGUS
and 3 SMM patients), while all MM patients showed at least one CNA. Overall, a total
of 703 DNA copy number changes were detected with a median of 8 imbalances per
abnormal case (range, 1-32 imbalances): 374 gains with a median of 4 per abnormal
case (range, 1-20) and 329 losses with a median of 3 (range 1-29). A detailed
description of the most frequent aberrations is shown in Supplementary Table 2.

We next compared the three types of MG, observing a progressive increase in

the incidence of genomic imbalances from MGUS (median, 5/case) to SMM (median,
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7.5/case) to MM (median, 12/case) (P=0.006; MGUS vs. MM) (Table 1). A similar
pattern was observed when we considered the gains separately: the median
numbers/case were 1.5, 3 and 6.5 for MGUS, SMM and MM respectively (P<0.001 and
0.025 for the comparison with MM); for the losses the significant differences (P=0.033)
were observed only between MGUS (1.5/case) and MM (4/case), with the SMM cases

showing a similar frequency to MM (3.5/case) (Table 1).

Table 1: Frequency of CNA in monoclonal gammopathy patients

Genomic Only Only Without
Gains Losses imbalances gains losses CNA
Median (range) Median (range) Median (range) Cases (%) Cases (%) Cases (%)
MGUS 1.5 (1-8) 1.5 (1-9) 5(1-12) 3 (15%) 3 (15%) 2 (10%)
SMM 3 (1-12) 3.5 (1-14) 7.5 (1-23) 1 (5%) 2 (10%) 3 (15%)
MM 6.5 (1-20) 4 (1-29) 12 (1-32) 2 (10%) 0 (0%) 0 (0%)
SMM vs. MM
Significant P=0.025
Comparisons  yGuUsS vs. MM MGUS vs. MM P=0.033  MGUS vs. MM P= 0.006

P<0.001

When we analyzed the frequency of specific chromosomal abnormalities
according to the type of MG, we found that gains on 1q, 3p, 6p, 9p, 11q, 19p, 199 and
21q along with 1p, 16q and 22q deletions were significantly less frequent in MGUS
than in symptomatic MM (Table 2). Interestingly, 11q and 21q gains, together with 16q
and 22q deletion were exclusive of MM status, as they were not detected in any of the
MGUS patients. Additionally, the incidence of gains on 11p, 11q, 19p, 199 and 21q, and
4q deletions were also significantly lower in SMM than in MM disease (Table 2).
Comparing the two premalignant states we only found a significant difference in the
16q deletion, which was not present in MGUS but was observed in 30% of SMM
(P=0.038) (Table 2). Otherwise, some CNA, such as 7 trisomy and 18q gain, 6q and 12q
deletion and 13, and X monosomy, were present at similar frequencies in the three
entities (Supplementary Table 2). This suggests that particular chromosomal
abnormalities may be acquired progressively during the evolution of MG while others
are already present from the first stages. Table 2 summarizes the chromosomal
imbalances whose frequency differed significantly between the three entities. More
detailed information can be found in Supplementary Table 2. Figure 1 shows all the

genomic changes organized by MG type and chromosome.
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We next focused on the size of the abnormality and observed that, while some
chromosomes usually showed complete gains or losses, others only had short
interstitial alterations. Most of the gains affected either the whole chromosome
(trisomies of odd-numbered chromosomes: 3,5, 7,9, 11, 15, 19 and 21), or the whole
arm (1q and 6p) with very unusual interstitial gains. By contrast, the loss of
chromosomal material was more frequently interstitial (1p, 4, 6q, 8p, 9p, 10, 12, 14q,
17p, 22) although losses of whole chromosomes (monosomy of X and 13) and of
chromosomal arms (16q and 20p deletions) were also observed. There were no

differences in the size of particular abnormalities with respect to the type of MG.

Table 2: Significantly different frequencies of gains and losses in monoclonal
gammopathies.

Copy Number Gains

MGUS (n=20) SMM (n=20) MM (n=34) P
patients (%) patients (%) patients (%)
1q 4 (20%) 8 (40%) 20 (58.8%) 0.013 (MGUS vs. MM)
3p 2 (10%) 5 (25%) 13 (38.2%) 0.05 (MGUS vs. MM)
6p 1(5%) 3 (15%) 9 (26%) 0.05 (MGUS vs. MM)
9p 5 (25%) 8 (40%) 20 (59%) 0.034 (MGUS vs. MM)
11p 2 (10%) 1 (5%) 12 (35%) 0.019 (SMM vs. MM)

0.001 (MGUS vs. MM)

11q 0 (0%) 2 (10%) 16 (47%) 0.013 (SMM vs. MM)
19p 5 (25%) 6 (30%) 22 (65%) 0(5%219%?/1L/\7VV51\%\%)
19q 5 (25%) 4 (20%) 19 (56%) 3832(’\736/\%\‘3 \‘2 Wﬁ
” 0 0% %) Pp— 0.004 (MGUS vs. MM)

0.022 (SMM vs. MM)

Copy Number Deletions

MGUS (n=20) SMM (n=20) MM (n=34)

patients (%) patients (%) patients (%) p value
1p 1 (5%) 5 (25%) 15 (44%) 0.006 (MGUS vs. MM)
4q 1 (5%) 0 (0%) 7 (21%) 0.038 (SMM vs. MM)
0.02 (MGUS vs. SMM)
g 0(0%) o £ e 0.038 (MGUS vs. MM)
22q 0 (0%) 3 (15%) 8 (23%) 0.020 (MGUS vs. MM)
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Supplementary Table 2: Frequency of deletions and gains in Monoclonal Gammopathies patients

MGUS (n=20)  SMM (n=20) MM (n=34) MGUS (n=20)  SMM (n=20) MM (n=34) p value
i (%) i (%) i (%) i (%) i (%) i (%)

4 (20%) 8 (40%) 20(58.8%)  P=0.013 (MGUS vs MM) 1 (5%) 0(0%) 2 (5.9%)

S
<Q

z

1 (5%) 0(0%) 6 (17.6%) 0 (0%) 2 (10%) 5 (14.7%)

N
Q

Q
z z z z
w [ [ w w w
P4 4 P4 z 4 4
w w [ w [ [

4 (20%) 4 (20%) 16 (47.1%) 1(5%) 2 (10%) 1(2.9%)

1 (5%) 1 (5%) 1(2.9%) 1 (5%) 0 (0%) 7 (20.6%) P=0.038 (SMM vs MM)

5 (25%) 8 (40%) 17 (50%) 0 (0%) 0(0%) 1(2.9%)

2 (10%) 3 (15%) 5 (14.7%)

z

4 (20%) 2 (10%) 11 (32.4%)

2 (10%) 5 (25%) 10 (29.4%) 0 (0%) 1 (5%) 2 (5.9%)

8q 1 (5%) 3 (15%) 2 (5.9%) 1 (5%) 4 (20%) 2 (5.9%)

9g 7 (35%) 8 (40%) 21 (61.8%) 0 (0%) 0(0%) 1(2.9%)

10q 4 (20%) 0(0%) 4 (11.8%) 0 (0%) 0(0%) 3(8.8%)

P=0.001 (MGUS vs MM)

. . 5
P=0.013 (SMM vs MM) 0(0%) 2(10%) 3(88%)

11q 0(0%) 2 (10%) 16 (47.1%)

<
z
[
4
[

0(0%) 0(0%) 4 (11.8%) 3 (15%) 5 (25%) 5 (14.7%)

149 0(0%) 0(0%) 1(2.9%) 5 (25%) 4 (20%) 14 (41.2%)

16p 0(0%) 0(0%) 3(8.8%) 0 (0%) 1 (5%) 4(11.8%)

17p 2 (10%) 1 (5%) 0(0%) 0 (0%) 3 (15%) 3(8.8%)

18p 1 (5%) 3 (15%) 4(11.8%) 0 (0%) 1 (5%) 1(2.9%)

P=0.011 (MGUS vs MM)

19p 5 (25%) 6 (30%) 22 (64.7%) 20,029 (SMM ve MM)

2 (10%) 0(0%) 1(2.9%)

20p 1 (5%) 0(0%) 0(0%) 1(5%) 2 (10%) 4(11.8%)

P=0.004 (MGUS vs MM)
P=0.022 (SMM vs MM)

21q 0(0%) 1 (5%) 11 (32.4%)

0 (0%) 1 (5%) 0(0%)

Xp 0 (0%) 0(0%) 1(2.9%) 3 (15%) 4(20%) 8(23.5%)

Yp 0 (0%) 0(0%) 1(2.9%) 0 (0%) 1 (5%) 4(11.8%)
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Figure 1: Summary of percentage of aberrations per chromosome in MGUS, SMM and MM. This figure
summarizes the percentage of aberrations per chromosome observed in MGUS (white), SMM (grey) and
MM (black) patients. The asterisk represents the statistically significant comparisons. The proportion
displayed in horizontal indicates the accumulated percentage of cases. For example, 1g+ is observed in
20% of the MGUS, 40% of the SMM and 59% of the MM. This point has been now clarified in the figure

legend.

PC bearing CNA increase from MGUS to SMM and to MM

We observed at least one minor subclone (<50% of PC) carrying a CNA more
frequently in MGUS (75% of cases; median of 3.5 of subclones/case, range 1-12) than
in SMM (30% of cases; median of 1, range 1-19) and MM (56% of cases; median of
1/case, range 1-16) (P=0.017 in the comparison of MGUS vs. SMM+MM). When we
compared the presence of minor and major subclones for a particular CNA, we
observed that the minor subclones predominated in MGUS, while in MM patients

(both symptomatic and asymptomatic disease) the major subpopulation was the
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predominant one. Interestingly, subclone analysis revealed that the four abnormalities
initially only detected in MM (11q, 21q gains and 16q, 22q losses) but not in MGUS

(Figure 2A) were also found as a minor subpopulation in MGUS samples (Figure 2B).

£ A
3 2

35%
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25% -8 21q +
20% 16q -
15% - 22q -

| N !
b
Major subpopulation cases with CNA (%)
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ﬁ 509 4‘
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2B 0%
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Figure 2: Schematic representation of percentage of cases carrying specific alterations as a major and
minor subpopulations. Those abnormalities apparently exclusive of myeloma disease (Figure 2A) were
also found as minor subpopulation in MGUS samples (Figure 2B). Thus, 11q gains which were detected
in 16 MM in more than 50% of PC population were also present in 4 MGUS when the minor subclones

were assessed visually.
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Minimal common regions (MCR)

In an attempt to narrow down the size of the recurrent chromosome
imbalances, minimal overlapping regions were delineated for all the chromosome
regions affected in at least 25% of the patients. We identified nine minimally gained
regions (MGR) and 22 minimally deleted regions (MDR) involving a median number of
43 genes. We found five MGR at 1g21.3, 6p22.3-p25.3, 8922.2-g22.3, 18q12.2, and
Xg25-g28, and seven MDR at 1p21.1-p21.3, 1p13.3, 8p12-p23.3, 11p11.2, 12p13.2,
17p13.1 and 20p12.1-p12.2 that were present in at least 80% of the patients with CNA
in those regions (Table 3).

We also wanted to explore the incidence of focal-recurrent CNA, defined as a
delimited region, smaller than 500 Kb that is identical in at least two different patients.
We observed eight focal-recurrent CNA that fulfilled this criterion, six of which
contained genes (Table 4). Two of these regions were lost in two MGUS, one at 12g22
containing two genes (NUDT4 and UBE2N) and the other at 19p13.2, including three
zinc finger proteins (ZNF709, ZNF564 and ZNF490). We also found two focal regions
deleted in two MM patients, located at 8q13.1 and 9p23, which encompassed 136 and
460 Kb and contained two genes (MTFR1 and PDE7A) and one gene (PTPRD),

respectively (Table 4).
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Table 3: Minimal common regions of gain and loss in monoclonal gammopathies

SNP-array profile: from MGUS to SMM and to MM

Cytogenetic Gains
band Start (Kb) End (Kb) Size(Kb) Known genes hsa-miRNAs MGUS (n=20) SMM (n=20) MM (n=34) CNA frequency
1921.3 152964.807 153134.736 169.929 KCNN3 - 2 (10%) 6 (30%) 18 (53%) 26/32 (81%)
6p22.3-p25.3 0 19360.123 19360.123 64 4645, 3691, 4639, 548-a 1(5%) 3 (15%) 8 (23%) 12/13 (92%)
8022.2-q22.3 100858.156  102001.297 1143.141 11 1273, 4471 1(5%) 3 (15%) 1(3%) 5/6 (83%)
16p12.1 22640.22 22820.242 180.022 HS3ST2 - 0 0 2 (6%) 2/3 (66%)
16p11.2 29041.606 31888.215 2846.609 87 3680, 4518, 4519, 762 0 0 2 (6%) 2/3 (66%)
17p11.2 13139.428 17043.828 3904.4 - 548h-3, 4731, 1288 1 (5%) 1 (5%) 0 2/3 (66%)
18q12.2 31747.573 31927.415 179.842 p15rs, c18orf21 - 1(5%) 3 (15%) 5 (15%) 9/10 (90%)
20q11.22 31333.726 32156.786 823.06 12 - 0 0 3 (9%) 3/4 (75%)
Xq25-928 120740.551 154850.491 34109.94 201 50 miRs 0 3 (15%) 5 (15%) 8/8 (100%)
Cytogenetic Losses
band Start (Kb) End (Kb) Size(Kb) Number of genes* hsa-miRNAs MGUS (n=20) SMM (n=20) MM (n=34) CNA frequency
1p21.1-p21.3 94498.2 106994.8 12496.6 41 378g, 2682,137,553 2 (10%) 5 (25%) 11 (32%) 18/21 (86%)
1p13.3 111176.8 111283.1 106.3 CD53, C1ORF103 = 1 (5%) 5 (25%) 12 (35%) 18/21 (86%)
1p31.1 71647.0 71918.0 271.0 NEGR1 - 1(5%) 2 (10%) 7 (20%) 10/21 (48%)
1p33 46494.0 51297.4 4803.4 FAF1, CDKN1C - 1(5%) 2 (10%) 6 (18%) 9/21 (43%)
2935 218972.7 219106.7 134.0 CTDSP1, VIL1, USP37 - 0 1 (5%) 3 (9%) 4/7 (57%)
6925.1-tel 152509.3 170800.0 18290.7 79 8 miRs 1(5%) 2 (10%) 9 (26%) 12/17 (70%)
6925.1 150054.0 150181.9 127.9 LATS1, NUP43, PCMT1 - 1(5%) 2 (10%) 9 (26%) 12/17 (70%)
8p12-p23.3 0.0 31757.6 31757.6 185 22 miRs 1(5%) 6 (30%) 4 (12%) 11/12 (92%)
9p21.3 20951.4 24056.6 3105.2 CDKNZ2A, CDKN2B 31 0 1(5%) 2 (6%) 3/5 (60%)
11p11.2 45957.2 46103.5 146.3 PHF21A = 0 2 (10%) 2 (6%) 4/5 (80%)
11921-922.2 95833.4 102185.8 6352.4 20 1260b, 3920 0 1 (5%) 2 (6%) 3/5 (60%)
12924.11 107500.0 110200.0 2700.0 38 4496, 619 2 (10%) 2 (10%) 4 (12%) 8/13 (61%)
12p13.2 10000.0 12600.0 2600.0 46 - 1 (5%) 3 (15%) 5 (15%) 9/10 (90%)
14924.1-q31.1 66998.1 82603.4 15605.3 117 4505, 4709, 1260a 3 (15%) 2 (10%) 7 (21%) 12/23 (52%)
14911.2 19515.7 22506.4 2990.7 66 - 1(5%) 0 5 (15%) 6/23 (26%)
16922.3-23.1 71827.4 73762.6 1935.1 15 _ 0 4 (20%) 4 (12%) 8/13 (61%)
16923.2-24.3 79145.6 88826.9 9681.3 96 4720,3182, 1910,4722 0 3 (15%) 5 (15%) 8/13 (61%)
16q12.1 46498.5 49153.4 2655.0 15 = 0 4 (20%) 4 (12%) 8/13 (61%)
17p13.1 8340.931 8471.997 131.066 MYH10 - 0 3 (15%) 2 (6%) 5/6 (83%)
20p12.1-p12.2 11332.8 15284.9 3952.1 9 - 1(5%) 2 (10%) 3 (9%) 6/7 (86%)
22q13.2 40365.4 49520.2 9154.8 107 12 miRs 0 3 (15%) 1 (3%) 4/11 (36%)
22q12.1 26888.5 28527.7 1639.2 62 548j, 3199-1, 3199-2 0 3 (15%) 4 (12%) 7/11 (64%)
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Table 4: Focal-recurrent CNA in monoclonal gammopathies

Cytogenetic Start End Size Known genes MGUS SMM MM
band (Kb) (Kb) (Kb) (n=20) (n=20) (n=34)
GAINS
7p15.1 30665.8 30746.9 81.2 CRHR2 1 (5%) _ 1 (3%)
10922.1 72428.6 72576.2 147.6 _ 1 (5%) _ 1 (3%)
LOSSES
8q13.1 66740.2 668759 135.7 MTFR1, PDE7A _ 2 (6%)
9p23 9331.8 9792.1 460.3 PTPRD _ 2 (6%)
10p12.2 23597.6 23677.6 79.9 C1080RF7 1(5%) _ 1 (3%)
12924.11 107543.8 107705 160.6 _ 2 (10%) 1(5%) 1(3%)
12922 92230.3 92389.6 159.3 NUDT4, UBE2N 2 (10%) _
19p13.2 124304 12565.8 1354 ZNF709, ZNF564, ZNF490 2 (10%) _

Copy number-neutral LOH (CNN-LOH)

CNN-LOH was detected in 28 of the 74 MG patients (38%) with a median of two per
case (range, 1-5; Supplementary figure 3 and Table 5). The frequency of CNN-LOH was
significantly higher in active MM than in the asymptomatic entities (MM 53% vs. SMM 25%
vs. MGUS 25%; P=0.047). More than one region was affected by this phenomenon in most
cases (median 2.5, range 1-5). Overall, 65 CNN-LOH were detected: 58 corresponded to
CNN-LOH (52 partial and 6 complete CNN-LOH), while the remaining 7 loci had a copy
number gain-LOH (CNG-LOH) (1g21.1-gq44, 5qg21.1-g23.3, 5g33.1-33.3, 6p21.31-p22.1,
9p13.3-p21.2, 159q11.2-q14, 15923-g25.2). The median size of the CNN-LOHs was 33 Mb and
the median number of genes was 188 per CNN-LOH. Of note, there were two identical

interstitial CNN-LOH in one MGUS and one MM at 8g11.21-g11.23.
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Table 5: Detailed copy number-neutral LOH (CNN-LOH) and copy number-gained LOH
(CNG-LOH*) in monoclonal gammopathies

Patient Cytogenetic region Start (Kb) End (Kb)  Size (Kb) No of genes

16-MGUS 12921.31-922 83092.5 92689.9 9597.4 32
17-MGUS 20913.12-q13.2 42773.0 51602.8 8829.8 90
2q33.2-934 205134.7 213940.3 8805.6 40

6925.3-926 156915.6 163645.1 6729.5 3

18-MGUS 11p14.1-p15.1 16456.1 277771 11321.1 55
14931.2-q32.2 83389.8 99521.7 16131.9 84

18p11.31-g21.1 5284.7 43611.8 38327.2 131

6q925.1-927 149768.8 169466.6 19697.8 94

5g21.1-923.3* 99942.3 128905.9 28963.5 72

19-MGUS 17q911.2-q12 25323.8 31281.1 5957.3 62
1p32.2-1p33.1 47200.9 58271.7 11070.7 78

15911.2-q14* 21835.0 34136.2 12301.1 48

20-MGUS 13932.1-933.2 95826.7 104914.9 9088.2 31
1p22.3-1p31.1 82110.5 87850.3 5739.8 32

5021.1-923.1 98606.3 115917.3 17311.0 43

8q911.21-q11.23 47839.4 53546.1 5706.7 14

36-SMM 16p12.2-p13.13 11629.6 20533.3 8903.7 54
37-SMM 12q23.3-924.33 106176.5 129872.7 23696.2 193
38-SMM 2p23.2-p25.3 39.7 28486.6 28446.9 146
6p21.33-p25.3 181.6 30775.5 30593.9 242
39-SMM 9 154.0 140134.1 139980.1 353
17p 2225.0 19356.5 17131.6 269
40-SMM 11 142.9 134418.9 134276.0 249
8q024.13-q24.3 125226.0 145317.5 20091.5 89

57-MM 7921.11-921.13 81836.0 88347.6 6511.6 20
58-MM 6p 229.3 33398.4 33169.1 300
59-MM 20911.22-911.23 31745.7 36019.8 4274.0 58
60-MM 1p31.3 61262.5 66174.3 4911.8 24
61-MM 21911.2-922.3 14557.5 46922.6 32365.1 203
Xq21.32-928 93223.7 154094.5 60870.8 363
62-MM 16912.1-24.3 46475.3 88827.3 42352.0 342
1921.3-944 149629.8 247249.7 97619.9 887
4q22.1-tel 92795.6 1912731 98477.4 309
63-MM 10 0.0 135374.7 135374.7 702
11 142.9 134452.4 134309.5 249
12p 1307.5 34318.1 33010.5 267

64-MM 12912-913.11 38154.4 47316.4 9162.0 46
14923.2-q24.1 63159.8 69007.2 5847.5 42

65-MM 10921.1-22.2 541131 72551.9 18438.8 69
2g31.3-2932.2 182500.0 191052.0 8552.0 33

66-MM 3p12.3-p14.3 55287.6 78646.8 23359.2 66
3p24.1-p25.2 11836.4 30675.5 18839.1 69

3q24-q26.2 148850.8 170945.9 22095.1 84
67-MM 7 0.0 158821.4 158821.4 843
12p13.31-q24.33 5485.3 132349.5 126864.3 942
22911.21-913.33 16898.3 49691.4 32793.2 400

68-MM 15q022.2-923 61127.0 66981.0 5854.0 69
6p21.31-p22.1* 25067.8 36424.9 11357.1 295

69-MM 2q14.2-914.3 119028.8 128385.5 9356.8 36

4q34.3-935.1 178277.8 184341.1 6063.3 8

5¢33.1-33.3* 149337.5 159390.7 10053.3 67

9p13.3-p21.2* 27274.2 33603.8 6329.7 25

70-MM 14932.31 100556.7 106368.6 5811.8 55
20911.23-q12 32763.7 38459.8 5696.0 59

2924.2-g31.1 161074.2 170005.6 8931.4 34

71-MM 13931.1-32.1 84142.9 94477.4 10334.5 8
17911.2-q21.2 27625.6 36900.8 9275.3 164

18912.1-21.1 0.0 76117.2 76117.2 33

8q911.21-911.23 46944.7 53395.4 6450.6 14

72-MM 2p14-16.1 65090.4 59640.0 5450.0 29
73-MM 1921.1-q44* 145327.6 249224 .4 103896.7 901
74-MM 17 0.0 78774.7 78774.7 1091
16912.1-921 50507.7 58515.7 8008.0 72

16921.1-tel 62547.3 73868.9 11321.6 151

15923-q25.2* 68846.1 81088.7 12242.5 121
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.MGUS. SMM . MM

13

Figure supplementary 3: Summary of copy number neutral LOH (CNN-LOH) and homozygous deletions (HZD) along chromosomes. Lines
represent CNN-LOH and arrows mark the HZD position. Code colour: pink identifies MGUS, blue for SMM and green for MM patients. Stars
represent copy number gained LOH
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Homozygous deletions (HZD)

Using the smoothing algorithm within dChip, we detected a total of 12 homozygous
deletions (HZD), corresponding to four MGUS (25%), one SMM (5%) and three MM (9%)
patients. These 12 HZD involved 10 different regions with a median size of 209.7 Kb; eight of
them targeted a total of 23 genes including BIRC2, BIRC3, YAP1, MMP7, MMP20 and PRAME
(Table 6). Even though HZD is not a common alteration, it is worth noting that two pairs of
MGUS patients showed the same HZD, one located at 8p11.23-p11.22 (which contained only
one known gene, ADAM3A) and the other one at 2p22.3. Furthermore, two other MGUS

patients displayed two HZD each (Supplementary Figure 2).

Table 6: Homozygous deletions in monoclonal gammopathies

Patient Cytogenetic Start End Size Known genes

band (Kb) (Kb) (Kb)
15_MGUS 1025.1 173068.5  173063.2 5.3 RABGAP1L
13_MGUS 1931,1 195077.6  194981.6 96.0 CFHR1, CFHR3
15_MGUS 2p22.3 34590.3 34546.8 43.5
19_MGUS 2p22.3 34590.6 34549.7 40.9
66_MM 3926.1 163626.5  163612.0 14.5
11_MGUS 6q14.1 79092.9 79020.7 72.3
9_MGUS 8p11.23-p11.22 39507.6 39350.8 156.8 ADAMS3A
19_MGUS  8p11.23-p11.22 39506.4 39354.1 152.3 ADAMS3A

TRPC6, ANGPTLS5, KIAA1377, C110rf70, YAP1,

56_MM 11g22.1-g22.2 102013.9  101523.2 490.7 BIRC3, BIRC2, TMEM123, MMP7, MMP20
40_SMM 13q32.1 94715.6 93912.0 803.6 DCT, TGDS, GPR180, SOX21, ABCC4
74_MM 19913.31 48434.2 48239.1 195.0 PSG2, PSG5, PSG4, PSG9

Correlation with fragile sites (FRA)

Based on previous findings suggesting a correlation between FRA and chromosomal

2122 \ye tried to find a

regions frequently involved in rearrangements or cancer breakpoints,
correspondence between them and the genetic lesions detected by SNP array (MCR, focal
and recurrent CNA, HZD and interstitial CNN-LOH regions). It is of note that 17 of the 31
(55%) previously described MCR and three of the eight (38%) focal-recurrent CNA coincide,
in at least one of the boundaries, with a described FRA. Additionally, taking into account the

ten different areas affected by HZD, 40% (1925.1, 1q31.1, 13g32.1 and 19g13.31)
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corresponded to fragile sites. Regarding the CNN-LOH regions, when we considered solely
interstitial regions (n=49) we found that 32 of them (65%) were also located inside FRA.
Likewise, four of seven CNG-LOH (57%) were within a FRA. It is intriguing that the only two
identical interstitial UPD had their start and end within a described FRA. (Supplementary
figure 4)

Upon examining the relationship of between the frequency of genetic lesions in
fragile sites and the type of monoclonal gammopathy we observed that 68% of MCR in
MGUS were located in a reported fragile site, compared with 52% in MM, although these
differences were not statistically significant. The same trend was observed in focal-recurrent

CNAs (55% in MGUS vs. 25% in MM).

Associations between the different genomic imbalances and the relationship with IGH
translocations

Regarding associations between chromosomal imbalances, broadly speaking, gains
were associated with gains, and losses with losses. The most frequent gains, particularly
trisomies of the odd-numbered chromosomes (3, 5, 7, 9, 11, 15 and 19), tended to be
associated with each other except for the 1q gains, which were significantly associated with
losses (1p, 9p, 13q, 14q, 16q, 20p, 20q, X) but not with gains. Regarding the most frequent
losses, 1p loss was only associated with losses (2q, 3p, 4p, 449, 69, 89, 9p, 10q, 12p, 12q, 13q,
14q, 17q, 20p, 22q, Yq). Likewise, X monosomy was associated with losses on chromosomes
13q, 16q, 18p, 18q, and 22q loss with losses on 1p, 2q, 6q, 8p, 12p, 13q. Losses on 13q were
mainly associated with chromosomal losses but also with some 1q gains.

When we analyzed the relationship between the IGH rearrangements detected by
FISH and the CNA described by SNP arrays we found that patients with t(4;14) (n=6) more

frequently showed losses on 1p, 4q, 9p, 11q, 12p, 13q, 22q (P=0.04).
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Figure supplementary 2: Homozygous deletion seen at 8p11.23-p11.22 in two patients with MGUS by CHAS software.
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Figure Supplementary 4: Representation of MCR (blue line ), HZD (green line) and focal-recurrent CNA (pink line)
and overlapping fragile sites (arrows)
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DISCUSSION

The present study shows for the first time the different copy number and LOH profiles
present at three stages of MG evolution: MGUS, SMM and MM. There were significantly
more copy number alterations in MM than in MGUS patients, values for SMM being
intermediate. This may reflect increased genetic instability as the stage of the disease
becomes more advanced. This finding is in line with results from solid tumors and lymphoid
neoplasms showing that the average number of copy alterations is correlated with tumor

2326 Recently a new mechanism of genomic

aggressiveness, progression and prognosis.
instability called chromothripsis whereby tens to hundreds of genomic rearrangement occur
in a localized genomic region, has been described in low proportion of MM.?’ After looking
for this phenomenon in our MM series, the hallmarks of chromothripsis were not detected
in any cases, probably due to its low frequency. Our results show that chromosomal gains
were usually associated with gains, and losses with losses. The only exception to this pattern
was 1g gains that were significantly associated with losses, which may help explain the
adverse reported outcome of patients with the 1q gain.

When we considered specific abnormalities, we found significant differences between
active MM and previous steps of MG. Thus, gains on 1q, 3p, 6p, 9p, 11qg, 19, 21q, together
with losses on 1p, 16gq and 22q were significantly less frequent in MGUS than in MM,
suggesting that they may be involved in this evolution. Otherwise, gains on 11p and losses
on 4q would be involved in the transition from SMM to symptomatic disease. Cheng et al
have recently reported by comparative genomic hybridization (CGH) that 4q deletion could
be an early potentially critical genetic event in MM tumorigenesis, since CGH arrays analysis
detected similar frequencies of this abnormality in MGUS and MM.?® However, our results
do not support this hypothesis since the incidence was higher in MM (20%) than in MGUS
and SMM (3%). Likewise we also failed to find a higher frequency of 19 gains in MGUS; in
fact, the incidence of trisomy 19 was significantly higher in MM.

We have paid particular attention to those CNA that were apparently exclusive of the
late stages of MG (symptomatic MM), since we may speculate that these chromosomal

imbalances may be critical to the malignant transformation. However, it is possible that
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these aberrations may already be present in subpopulations of PC clones at early stages
(MGUS, SMM), but can only be detected by high-resolution techniques. In line with this
hypothesis we found that several of these alterations, such as 11q and 21q gains and 16q
and 22q deletions, which were apparently only detected in MM samples, were also present
in minor subclones of MGUS patients. This finding confirms that most, if not all chromosomal
aberrations are already present in the MGUS state, which supports the notion that
karyotypic instability is initiated in MGUS. This is in accordance with our recent study which
showed that the number of clonal PC with genetic abnormalities detected by FISH increased
from MGUS to SMM and to MM, suggesting a clonal expansion of genetically abnormal PC.*2
Whether specific chromosomal changes confer a proliferative advantage on PC for clonal
expansion and MGUS-MM transition remains unclear. The analysis of sequential samples
from the same individual evolving from MGUS and SMM to active MM is essential to confirm
these results. Interestingly, minor altered subclones were significantly more common in
MGUS than in MM. A similar finding based on FISH analysis of pathological PC of MGUS had
been reported, so the coexistence of several aneuploid clones with diploid PC was typical of
MGUS, in contrast to the predominance of one of two major aneuploid clones in MM. %

The accurate determination of the MCR of chromosomal alterations is a crucial step in
identifying new oncogenes and tumor suppressor genes. We found 31 MCR (nine gained and
22 lost) with no significant differences between the MG stages. Some of these MCR
overlapped partially or completely with other regions previously identified in SNP array
studies in symptomatic MM, such as loss of 1p31.1, 1p21.1, 6925.3, 8p12-p23.3, 12p13.2,
14924.1-q31.1, 16912.1, and gains at 1921.3, 6p22.3.** For example, Leone et al described
a commonly deleted region at 1p12-p21.1 which includes, the one that we found at
1p13.3. Furthermore, a commonly gained region at 1q21.1-923.3 described by Walker et al
also embedded our common gained region at 1921.3, suggesting that KCNN3 is a target
gene.” Some of the genes included in MDR were relevant transcription regulators. For
example, 1p21.1-p21.3 region contains genes such as HDAC4, which has a role in cell growth
arrest, differentiation and death, FOSL2, a FOS family member, implicated as regulator of cell
proliferation, and JUND which has been proposed to protect cells from p53-dependent

30-33

senescence and apoptosis. Similarly, another transcription regulator, CEBPA, located at
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MDR 12p13.2 is a critical transcription factor that controls tissue specific gene expression
and proliferation arrest.>* Indeed, CEBPA acts as a tumor suppressor in a number of tumor
types.a'5 Regarding MM, CEBPA polymorphism has been described in 5% of MM patients.36
The 8p12-p23.3 MDR contains STAT1, which is a promoter of apoptosis required for
interferon-alpha-mediated cell death,*” and two proapoptotic molecules, TNFRSF10A, which
transduces cell death signal and induces cell apoptosis, and BNIP3L that may function as a
tumor suppressor.g’g'42 On the other hand, the MGR at 8g22.2-q22.3, 16p12.1, 16p11.2,and
209g11.2, and the MDR at 2g35, 11p11.2, 12924.11 and 14g11.2 detected in our series have
not been described before.

The presence of CNN-LOH has been recognized in various hematological malignancies,
including acute leukemias, follicular lymphoma, chronic lymphocytic leukemia, mantle cell

13184344 10 our series, multiple regions of CNN-LOH widely scattered

lymphoma and MM.
throughout the genome were identified, with different distributions in the distinct MG
groups. CNN-LOH was found in half of MM patients but only in 25% of patients with MGUS
or SMM. This is the first study to compare different types of MG, given that the report by
Walker et al just focuses on MM, with 37% of the cases showing CNN-LOH." Interestingly,
we observed that individual patients tended to accumulate more than one CNN-LOH. In fact,
only nine of the 28 patients had only one CNN-LOH. Concordant with previously described

data most CNN-LOH were interstitial.}>4>4

Nevertheless, we also found seven whole
chromosomes that were affected by CNN-LOH, which probably arose by mitotic
nondisjunction. Regarding the CNG-LOH in MM patients, the one affecting chromosome 1

d.*** Although CNG-LOH is an uncommon finding, we found one

had been already describe
CNG-LOH in 1g and four others more distributed on different chromosomes. We also
described for the first time CNG-LOH in two MGUS patients.

HZD are important genetic events since the genes contained in the deleted regions are
biallelically inactivated. Two of the 12 HZD (11922.1-g22.2 and 139g32.1) detected in this
study had been previously reported by other groups, highlighting their relevance in MM
genetics.”” Some of the genes contained in 11g22.1-q22.2 HZD are known to be involved in

cancer. Thus, BIRC2 and BIRC3 (11922 HZD) encode for proteins that inhibit apoptosis and

play a role in MM prognosis.48 Matrix metalloproteases (MMPs 7 and 20) play a central role
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in cell proliferation, migration, differentiation, angiogenesis, apoptosis and host defences
and YAP1 is the critical downstream regulatory target in the Hippo signaling pathway,
playing a pivotal role in organ size control and tumor suppression by restricting proliferation

4950 By contrast, the genes contained in the 13932.1 HZD have not

and promoting apoptosis.
been yet associated with a role in cancer disease. The HZD located at 8p11.23-p11.22 and
found in two MGUS patients is also of particular interest since it contains only the ADAM3A
gene, which its homozygous deletion has recently been reported in pediatric high-grade

122 Other relevant genes, such the tumor

glioma and diffuse intrinsic pontine gliomas.
suppressor gene PTPRD, the transcriptional regulators ZNF709, ZNF564 and ZNF490, and
UBE2N, which plays a role in the error-free DNA repair pathway, were included in the
reported focal-recurrent CNA.>*>*

Fragile sites are gaps, constrictions or breaks in metaphase chromosomes that arise

2214 date, around

when cells are exposed to a perturbation of the DNA replication process.
110 loci have been identified as chromosomal fragile sites
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Locuslink/). Several studies have shown a strong correlation
between the location of common fragile sites and breakpoints on specific chromosomal
aberrations from solid tumors such as breast, prostate, lung and esophageal squamous cell

>>% Eor example, one of the most frequently observed fragile sites, FRA16D, is

carcinoma.
located at 16g23.2 and is associated with the tumor suppressor WWOX, which is significantly
underexpressed in MM cases with 16q LOH or t(14;16).*” In our series, more than one-third
of the focal and recurrent CNA and HZD, and more than a half of the MCR and interstitial
UPD overlapped with known fragile sites; this raises the possibility that fragile sites may
facilitate the emergence of some of these genetic lesions.

A major aim in cancer biology is to understand the full spectrum of gene changes
giving rise to tumor initiation and progression. In this context, whole-genome analysis using
SNP-mapping arrays reveals evolving cytogenetic profiles of increasing complexity from
MGUS to SMM and to MM. However, although MM have more CNA and CNN-LOH than early
steps, MGUS are as genetically aberrant as MM, and the transition from MGUS to MM is not

associated with a particular chromosomal imbalance, but rather with an expansion of

altered clones that are already present in MGUS. In addition, our study shows the enormous
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potential of SNP-based arrays for identifying new regions involved in CNA, HZD and CNN-
LOH. A comprehensive investigation of the genes contained in these regions may provide

new insights into MM pathogenesis.
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Resultados

Analisis del perfil de expresion génica en las gammapatias
monoclonales: de la GMSI al Mieloma Muiltiple pasando por el Mieloma

Muiltiple Quiescente.

Fundamento: Tanto la GMSI como el MM quiescente (MMQ) se consideran
entidades premalignas y asintomdticas con capacidad de evolucionar a MM
sintomatico. A pesar de su comportamiento clinico radicalmente distinto las 3
entidades comparten la misma célula neoplasica, que es una célula plasmatica (CP)
clonal y aberrante. Con el fin de averiguar si las tecnologias gendmicas de alta
resolucién son capaces de establecer diferencias y desentrafiar nuevos mecanismos
patogénicos en la historia natural de progresiéon en etapas de las gammapatias
monoclonales (GM) se llevé a cabo un andlisis de expresién génica en los diferentes

estadios de las GM.

Métodos: Se estudiaron los perfiles de expresion génica (GEP) mediante el array
Human Gene 1.0 ST de 102 GM al diagndstico integradas por 43 MM, 33 MMQ de alto
riesgo (MMQ-AR) y 26 GMSI. Ademas se analizé la MO de 5 sujetos sanos.

Resultados: Se observd una desregulacion de 126 genes (20 sobrexpresados y 106
infraexpresados) al comparar las CP de las GM con las de sujetos sanos. Entre ellos se
encontraban genes tan relevantes como Bcl2L1, IRF2, RAB6C, LIMD1, CABLES1, SKP1,
TMSB10 o diferentes ZNF. Cuando se comparé la GMSI con las entidades
mielomatosas, se detectaron 1184 genes comunes desregulados (542 sobreexpresados
y 642 infraexpresados). Entre ellos destacaban BAG3, MMPS8, SYK, APAF1, RELA,
IFITM1, CCNB1IP1, CD274, DPP9. De igual forma que la frecuencia de determinadas
alteraciones citogenéticas aumenta de forma progresiva y significativa en estadios
evolutivos avanzados, se encontraron genes cuyo aumento o descenso de expresion
era gradual y significativo de GMSI a MMQ-AR y a MM, entre los que se incluian varios
genes SNORD, APAF1, MEGF9 y VCAN (P<0.0001 entre GMSI vs MMQ-AR y MMQ-AR vs
MGUS).
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Resultados

Conclusiones: Las tecnologias gendmicas modernas de alta resolucion permiten
establecer diferencias entre GMSI, MMQ-AR y MM que pueden ser las responsables de

la progresion de una entidad a otra.
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INTRODUCTION

Multiple myeloma (MM) is a plasma cell malignancy characterized by high genetic
complexity'. The development of high-throughput methodologist for genomic analysis has
greatly incorporated our understanding of the pathogenesis of MM. Thus, these techniques
show that genetic heterogeneity ultimately results in different gene expression profiles specific
to singular genetic abnormalities. For example, the recurrent IGH translocations, the most
frequent gains and losses as well as the hyperdiploid and non-hyperdiploid categories display
specific expression signatures.

Based on clinical and biological data a multistep model of disease progression beginning
in MGUS proceeding through MM, sometimes with an intermediate entity called smoldering
MM (SMM), and ending in extramedullary disease, has been proposed®”.

Cytogenetic studies using fluorescence in situ hybridization analyses (FISH) and more
sophisticated genomic technologies such as SNP-based mapping arrays and whole genome
sequencing have provided a framework of the recurrent chromosomal abnormalities
associated with the stages MM and highlighted that most genetic lesions typical of MM are

8-13

already present in MGUS stage™ ™. We have recently showed that a major difference among

these three entities is the number of clonal PC with genetic abnormalities that increases from
MGUS to SMM and to MM, suggesting a clonal expansion of genetically abnormal PC ***°.

GEP has been also used for identifying genes deregulated in the transition from normal
plasma cells (NPC) to MGUS and MM*'**®, The number of genes differentially expressed
between NPC and MGUS is significantly higher than those deregulated between MGUS and
MM*". Regarding SMM, there has been no attempt to define an expression signature able to
discriminate asymptomatic and symptomatic MM. Although based on a limited number of
MGUS samples, the studies on this subject show several genes that were differentially
expressed in comparisons of NPC and of MGUS and MM, leading to the identification of MGUS
with features of MM and of MM with features of MGUS'.

Probably, the diffuse limit between established criteria for differentiate MGUS, SMM
and MM hamper the distinction of characteristic expression patterns of the multistep
transformation process.

Our aim was to gain further insights into the role of the transcriptome deregulation in
the transition form a NPC to a clonal PC able to generate a malignant disease like MM or on
the contrary, able to remain indolent for a variable period of time like MGUS and SMM.
Additionally, a common expression signature for clonal PC irrespective of the evolution step

was defined.
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MATHERIALS AND METHODS

Patients:

Bone marrow (BM) samples were obtained from patients with MGUS (n=26), high-risk
SMM (33) and newly diagnosed MM (n=43), according to the International Myeloma Working
Group criteria °. All samples corresponded to newly diagnosed untreated patients. In addition,
five healthy donors were also included in order to relate the deregulation of gene expression
profiling of clonal populations to normal condition. High-risk SMM was defined as the presence
of >10% PC in bone marrow (BM) and a monoclonal component IgG >3 g/dL, IgA >2 g/dL or
Bence Jones proteinuria >1 g/24h together with absence of CRAB (Calcium increase, Renal
Insufficiency, Anemia, Bone lesions) 2 patients meeting either but not both of these two
criteria were also included in the study if they met the additional criteria of having >95%
phenotypically aberrant PC in the BM PC compartment (aPC/BMPC) and immunoparesis 2.

The study was approved by the research ethics committees of all participating centers
and written informed consent was obtained from all patients in accordance with the Helsinki
Declaration. The main clinical and laboratory characteristics of these patients are shown in

Supplementary Table 1.

Sample preparation:

CD138-positive PC isolation was carried out using the AutoMACs separation system
(Miltenyi-Biotec, Auburn, CA, USA) in all the BM samples. Final purity was >95% in all MM and
SMM cases, and >90% in MGUS patients and healthy donors. Total RNA was extracted using
the RNeasy Mini Kit according to manufacturer’s instructions. The RNA integrity was assessed

using Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent).

Microarrays hybridization:
RNA labeling and microarray hybridization to Human Gene 1.0 ST Array (Affymetrix)
have been previously reported®. Full microarray data are available at the Gene Expression

Omnibus (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/, accession number GSE16558).

Gene expression data analysis:

Data pre-processiong:

Normalization was carried out by using the expression console (Affymetrix) with RMA
algorithm. Since myeloid contamination signature is detected even in samples with high purity,

those probes identifying genes exclusive of myeloid lineage were subtracted from the analysis

163



GEP in monoclonal gammopathies: from MGUS to MM status

(Supplementary Table 1). In adittion, all those probes whose expression intensity (log2) was
lower than 6.6 in 95 of 99 samples, as well as those showing minimal variation across all
samples (maximum-minimum log2 variation <2.5) were filtered out. Subsequently, the
resulting complete gene set was introduced in a multivariable matrix where each of the four
cell states (normal PC, MGUS PC, SMM PC y MM PC) were added to perform the differential
expression analyses (see below).

Unsupervised cluster analysis: In order to classify the sample, multidimensional scaling

method (MDS) implemented with SIMFIT statistical package (version 6.4.1, available at
http://www.simfit.manchester.ac.uk) was performed using Euclidean distance.

Supervised analysis: Significant Analysis of Microarrays (SAM) algorithm)®® was used to

identify genes with statistically significant changes in expression between different classes.

Two programs were used: a free available program http://www-stat.standford.edu/-tibs/SAM

and R platform (Siggenes library). All data were permutated over 100 cycles by using the two-
class (unpaired) and multiclass response format, without considering equal variances.
Significant genes were selected based on the lowest false discovery ratio (FDR was 0% in all the
class comparisons) and controlling the g-value for the gene list.

Gene function analysis: The probe sets were functionally annotated and grouped

according to their biological function using Gene Ontology biological process descriptions. The
functional analysis to identify the most relevant biological mechanisms, pathways and
functional categories in the data sets of genes selected by statistical analysis, was generated

through the use of Gene Set Enrichment analisis (GSEA) and Ingenuity program.
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RESULTS AND DISCUSSION

In an attempt to delineate genes associated with malignant transformation of normal PC
to monoclonal gammopathies (MGUS, SMM y MM), we compared gene expression profiles of
human BMPC of healthy donors (NPC controls; n=5) and BMPC of patients with plasma cell
dyscrasias (MGUS, n=26; SMM, n=33; MM, n=43).

Initially, we investigated whether the selected PC populations from healthy donors,
MGUS, SMM and MM patients displayed specific expression profiles that were clearly
distinguishable from each other. In an initial approach of the gene expression data set (13060
probes), we explored the separation of the samples into clusters based on similarities in gene
expression by using multidimensional scaling method (MDS). Despite there was not a clearly
defined line division, MGUS, SMM y MM samples were located into quite well defined groups.
Interestingly, the normal samples were mixed with the MGUS samples (Figure 1 and 2).

Next step we carried out the supervised analysis, and re-classify the samples by using
MDS with the 2971 probes selected by SAM (Figure 3 and 4). A clearly defined line division
could be observed between MGUS, SMM and MM patients.

Subsequently, we investigated the transcriptome signature of clonal PC related to

normal status.

Expression signature of clonal PC

The analysis showed that malignant PCs could be differentiated from normal PCs. Thus,
we identified a set of 126 common genes differentially expressed in MGUS, SMM and MM in
compared with normal PC (g value =0), the majority of them (106 genes) down-regulated in
clonal PC (Supplementary table 2).

When we looked at the top ten up-regulated and down-regulated genes, we found
important genes involved in cancer pathogenesis. The most significant underexpressed gene
was CABLES1 (Fold Change of -7.45), which is a cyclin-dependent kinase (CDK)-binding protein
that plays an inhibitor role in proliferation and/or differentiation and its loss of expression has
been found in many human cancers. Other notable genes in the down-regulated list included
several transcription factors important in governing the response to growth factor signaling
such as ZNF652 (FC: -6.25) and GTF2A1 (FC: -6.27). GADD45A, with a FC of 6.19, was the most
significant up-regulated gene in plasma cell dyscrasias. The protein encoded by this gene
responds to environmental stresses by mediating activation of the p38/IJNK pathway via
MTK1/MEKK4 kinase. The DNA damage-induced transcription of this gene is mediated by both

p53-dependent and -independent mechanisms. It has been described to have functions as a
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promoter or suppressor of breast cancer dependent on the oncogenic stress and in the
response of hematopoietic cells to genotoxic stress. In this setting it has been shown to be
anti-apoptotic gene that increases the survival of hematopoietic cells following exposure to
UV radiation and certain anticancer drugs. On the other hand, it is of note that five (RPS28,
FC: 6.13; RPS10, FC: 6.04; RPS17, FC: 5.69; RPS12, FC: 4.93; RPS27A, FC: 4.75) of the 10 most
significant genes belonged to ribosomal proteins family. In this setting, variable expression of
RPS10 has been reported in colorectal and hepatocellular carcinomas and it is commonly
mutated in Diamond-Blackfan anemia. TMSB10 (FC: 6.14) gene was also noted to be up-
regulated, and it has been shown to be associated with tumor progression and metastasis in
several cancers through JNK activation.

The progression of MM as a hypoproliferative tumor is thought to be linked to a defect
in programmed cell death rather than rapid cell replication. In fact, further analysis of these
126 genes derived INGENUITY showed that the most frequent significant molecular and
cellular functional categories were those related with cell cycle (ATF2, GADD45A, CDC6 and IL-
16) and cell death (BCL2L1, CD81, CDC6, IGHM, ABCC1, ATF2, ATXN2). The altered expression
of these genes may be responsible for the typically low proliferation indices seen in MM.
Thus, GADD45A and ATF2 genes are involved in growth arrest, while BCL2L1, which belongs to
the BCL-2 protein family and acts as and apoptotic activator, is down-regulated in monoclonal
gammopathies disease.

On the other hand, largest top canonical pathway identified by INGENUITY analysis
program were EIF2 signaling, Regulation of EIF4 and p70S6K Signaling and mTOR signaling.
EIF2 and EIF4 play critical roles in translational regulation, while mTOR pathway integrates
multiple signals reflecting the availability of growth factors, nutrients, or energy to promote
either cellular growth when conditions are favorable or catabolic processes during stress or
when conditions are unfavorable. Aberrant mTOR signaling is involved in many disease states
including cancer. They contained 17, 8 and 8 differentially expressed genes respectively, and
interestingly, all of them belonged to ribosomal protein family.

When we looked for other relevant pathways involved it is of note that there were
several IL signaling. In addition, B Cell development, Glucocorticoid Receptor Signaling, G2/M
DNA damage checkpoint regulation, ATM signaling, ERK5 signaling, VEGF signaling, P53
signaling and SAPK/INK signaling were also in the top canonical pathways. Moreover,
mitochondrial dysfunction in monoclonal gammopathies was observed. In this setting,
NDUFA6 and NDUFB8 are overexpressed. Regarding the literature, genes involved in
mitochondrial energy metabolism has been described to play a role in sensitivity and

resistance to antitumor agents.
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Interestingly, 15 of the 126 significant differentially expressed genes were small
nucleolar RNA molecules (snoRNA). These non-coding RNAs (ncRNA), although less well known
than other ncRNAs, such as miRNAs and siRNAs, could be actively involved in the development
of cancer. In addition, the zinc finger proteins are a family of transcription factors important in
governing the response to growth factor signaling, and there were 9 of these molecules in the
comparison between healthy PC and monoclonal gammopathies PC, all of them down-

regulated.

Genes differentially expressed between MGUS and MM

Our next step was to focus on those genes that characterize the opposite: the more
indolent and the more aggressive form of monoclonal gammopathy. MGUS PCs and MM PCs
represent the extremes of benign and malignant PCs, and their PC GEP signatures are
consistent with this extreme divergence.

A statistical analysis showed that 1184 genes distinguished MM from MGUS PCs (642
genes were downregulated in MM and 542 were upregulated) from a total of 10397 were
included by INGENUITY analysis in relevant pathways.

In this setting, the most significant molecular and cellular function was cell death with
106 genes involved. Thus, there is a high imbalance in the apoptosis level in MM. For example,
survival factors such as platelet-derived growth factor (PDGF), epidermal growth factor (EGF)
or insulin and insulin-likegrowth factor | (IGF-1), can suppress apoptosis by activating the
serine/threonine kinases AKT1 and AKT2, which are overexpressed in MM respect to MGUS. In
fact, (P13K)/Akt pathway has been reported to contribute to the malignant growth of MM. The
up-regulation of BAG3 and GADD45B in MM also contribute to the antiapoptotic state of this
disease. Moreover, APAF1 (one of the most downregulated genes with a FC of 6.9) and
BCL2L1, which are apoptotic activator, are downregulated in myeloma disease.

On the other hand, EIF2, INOS and IL signaling were the outstanding canonical pathways
affected. Again, it must be said that IL-8 IL-17A, IL-6, IL-15 were also significant routes,
together with FLT3, Angiopoietin and TREM1 signaling, among others. In addition, PPAR, NFKB
and mithocondrial dysfunction were also catalogued as highly significant deregulated
pathways, together P53 and G2/M DNA damage and checkpoint regulation pathways.

When we looked for the most down and up regulated genes we found genes as
important as OLR1, VCAN and TERC. OLR1 (FC= -7.21) encodes a low density lipoprotein
receptor that belongs to the C-type lectin superfamily. This gene is regulated through the cyclic
AMP signaling pathway and it may be involved in the regulation of Fas-induced apoptosis.

VCAN (FC: -6.87) is a member of the aggrecan/versican proteoglycan family and it is involved in
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cell adhesion, proliferation, proliferation, migration and angiogenesis, playing a central role in
tissue morphogenesis and maintenance. On the other hand, Telomerase (TERC) is a
ribonucleoprotein polymerase that maintains telomere ends by addition of the telomere
repeat TTAGGG. Telomerase expression plays a role in cellular senescence, as it is normally
repressed in postnatal somatic cells resulting in progressive shortening of telomeres, and
deregulation of telomerase expression in somatic cells may be involved in oncogenesis.
Regarding plasma cell dyscrasias it has been reported that MGUS exhibit normal levels of
telomerase activity in their PC, while the majority of MM and PCL expresse high levels of
telomerase activity. In fact, it has been said that this finding indicate that MGUS cells may not
be immortalized and that activation of telomerase plays a role in the malignant transformation
from MGUS to MM. It is in agreement with the fact that MM disease shows an

oververexpression of TERC (FC: 6.86) in comparison to MGUS samples.

Genes differentially expressed between SMM and MM

We also wanted to investigate the GEP differences between the smoldering and active
states of myeloma disease. 1163 genes from a total of 10904 were significantly deregulated
(936 genes were downregulated in MM and 227 were upregulated).

The underlying basis of the transition from asymptomatic to symptomatic disease may
be understood more clearly by looking at the functional classes of the genes altered. Cancer
route was the most important biofunctional pathway, with 17 genes involved, such as ROCK2,
whose dysfunction has been suggested to be involved in the tumorigenesis of breast cancer,
and PTPRC, which encodes for a signaling molecule that regulates cell growth, differentiation,
mitotic cycle and oncogenic transformation.

In addition, telomere extension by telomerase was one of the most important canonical
pathways. Unlimited replicative potential and widespread genomic disarray are among the
most common characteristics exhibited by human cancer cells. Although several distinct
molecular pathways regulate specific aspects of each of these phenotypes, specialized
chromosomal terminal structures, termed telomeres act as essential regulators of both cell life
span and chromosomal integrity. Telomeres are dynamic DNA-protein complexes that cap the
ends of linear chromosomes, preventing detrimental chromosome rearrangements and
defending against genomic instability and the associated risk of cancer. It must be also
emphasized Myc mediated apoptosis signaling, which is frequently associated with human

malignancies including MM and it involves genes as important as the proapoptotic BAD, the
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adapter molecule for the death receptor family FADD and caspase 8, among others. Insulin
receptor signaling, IGF1 signaling, EGF signaling, PDGF signaling, P53, NF-kB, TGFb signaling
and Jak/stat signaling also were included in the pathway list differentiating MM from SMM
disease.

On the other hand, when we looked for the most down and up regulated genes we

found genes as important as TP/1 and BAD.

Genes with progressive up or downregulation from MGUS to SMM and to MM

We therefore reasoned that genes progressively and significantly deregulated from
MGUS to SMM and to MM would constitute the best possible correlation of a monoclonal
gammopathies signature of deregulated genes promoting multistep transformation.

Interestingly, only eight out of the 2971 significant genes exhibited a progressive
deregulation in the evolving stages of monoclonal gammopathies. Surpassingly, all the genes
with a progressively increase from MGUS to SMM and to MM were small nucleolar RNA genes
(snRNA) (Figure 8). In addition, only three outstanding genes, APAF1, VCAN and MEGF9
showed a progressive downregulation in the transition from MGUS to SMM and to MM (Figure

9).
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Estudio biolégico del Mieloma Multiple Quiescente de Alto Riesgo mediante

analisis del perfil de expresion génica.

Fundamento: El MM quiescente (MMQ) constituye una entidad clinicamente
heterogénea dentro de la cual existe un grupo de alto riesgo de progresién a MM
sintomatico (MMQ-AR). Nuestro grupo esta liderando un ensayo clinico para
determinar si el tratamiento con lenalidomida mdas dexametasona (LenDex) en el
MMQ-AR prolonga el tiempo hasta la progresion. Con el fin de conocer las
caracteristicas bioldgicas de este grupo Unico de pacientes se investigd si el perfil de
expresion génica (GEP) era capaz de predecir la progresion a MM sintomatico vy la
respuesta al tratamiento con LenDex, asi como si dicho perfil se modificaba en el
momento de la progresion.

Métodos: 120 MMQ-AR fueron randomizados a recibir 9 ciclos de LenDex mas
mantenimiento versus abstencion. En todos los casos se separaron y congelaron las
células plasmaticas (CP). Se estudié el GEP mediante el array Human Gene 1.0 ST de
Affymetrix en 39 muestras pertenecientes a 33 pacientes al diagnéstico (18 de
abstencion y 15 de tratamiento) y 6 a la progresion.

Resultados: De los 18 pacientes en abstencidn se constatd progresidon en 13. Al
comparar el GEP al diagndstico de estos pacientes con el de los 5 que permanecieron
asintomaticos se observé un aumento de expresién de los genes RADD17, SNORD25,
SNORD27, SNORD30 y SNORD31 en los que progresaron. Posteriormente se validaron
estos resultados en una serie mds amplia, objetivando que la sobreexpresiéon al
diagnodstico de los cuatro citados genes SNORD se correlacionaba con menor tiempo
hasta la progresion (P<0.03). El analisis pareado de 12 muestras de CP
correspondientes a 6 sujetos en abstencidn antes y después de la progresion, no
mostrd desregulacion génica estadisticamente significativa. En cuanto a la rama de
tratamiento, el GEP de los 15 pacientes al diagndstico que recibieron LenDex, fue
semejante independientemente de la respuesta alcanzada.

Conclusiones: No se encontré un GEP caracteristico de los pacientes con MMQ-AR
capaz de predecir la respuesta al tratamiento con LenDex. Sin embargo, la

sobreexpresiéon al diagndstico de cuatro proteinas SNORD se correlaciond con menor
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tiempo hasta el desarrollo de sintomas CRAB. Ademas, la CP del MMQ-AR experimentd
con frecuencia evolucién clonal en el momento de la progresién a MM sintomatico.
Sorprendentemente, el GEP de las CP en el momento de la progresion fue similar al

gue presentaban al diagnéstico.
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ABSTRACT

Smoldering myeloma is an asymptomatic plasma cell dyscrasia with a
heterogeneous propensity to progress to active myeloma. In order to investigate the
biology of smoldering myeloma patients with high-risk of progression, we analyzed the
genomic characteristics by FISH, SNP-arrays and gene expression profile of a group of
patients with high-risk smoldering myeloma included in a multicenter randomized trial.
Chromosomal abnormalities detected by FISH and SNP-arrays at diagnosis, were not
associated to risk of progression to symptomatic myeloma. However, the
overexpression of four SNORD genes (SNORD25, SNORD27, SNORD30 and SNORD31)
was correlated with shorter time to progression (P < 0.03). When plasma cells from
high-risk smoldering patients who progressed to symptomatic myeloma were
sequentially analyzed, newly acquired lesions together with an increase in the
proportion of plasma cells carrying a given abnormality, were observed. These findings
suggest that gene expression profiling is a valuable technique to identify smoldering

myeloma patients with high-risk to progression. Clinical Trials NCT00443235.
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INTRODUCTION

Smoldering multiple myeloma (SMM) is an asymptomatic plasma cell dyscrasia
with a high propensity to progress to symptomatic myeloma (MM)."? It meets all the
diagnostic criteria for MM, but without lytic bone disease, anemia, renal failure, or
hypercalcemia (CRAB symptoms).® Due to the risk of progression to symptomatic MM
(approximately 10% per year), SMM patients need strict and frequent foIIow—up.2
Globally, the median time to progression (TTP) is around four years, although this
figure is highly variable as some patients have MGUS-like clinical behavior and others
progress to active MM in a short time, which could be considered as early MM.
Therefore, the identification of reliable biological markers to predict which SMM
patients will progress, and which not, is of genuine importance.“'9 In this context, the
Mayo Clinic model underscores clonal plasma cell (PC) burden in bone marrow (BM) (>
10%) with high monoclonal component (MC) values (> 3 g/dl) and skewed free light-
chain ratios as a high-risk factors with a median TTP of less than two years.>*® Our
group has added the role of the multiparametric flow cytometry techniques for
identifying aberrant PC populations (> 95% of total PC) together with the
immunoparesis.11

Currently, SMM patients do not receive any treatment until progression to
symptomatic MM. This “watch and wait” approach is based on clinical trials in which

early treatment intervention was not associated with survival benefit.

However, it
should be pointed out that patients included in those trials were not stratified with
respect to their risk of progression to symptomatic MM. Due to the heterogeneous
course of SMM patients, it does not seem appropriate to adopt a homogeneous
approach, because it is possible that, while low-risk patients would not benefit from
early treatment, those at high risk might benefit from early antimyeloma therapy. In
line with this hypothesis, our group is conducting a multicenter randomized clinical
trial designed to assess the TTP to symptomatic MM, and the efficacy and toxicity of a
Lenalidomide-Dexamethasone (Len-Dex) schedule vs no treatment (abstention arm) in
patients with high-risk SMM (HR-SMM).®

This trial has given us the opportunity to investigate the genomic characteristics

of a group of patients with HR-SMM accurately defined on the basis of inclusion
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criteria described in the trial. Accordingly, FISH studies, genome-wide profile using
SNP-mapping arrays and gene expression analysis were used to ascertain whether the
genomic abnormalities allow us to better define SMM patients with different clinical

outcomes.

DESIGN AND METHODS

Patients:

A total of 123 HR-SMM patients were randomized to receive nine Len-Dex cycles plus
maintenance (intervention arm) vs no treatment (abstention arm).*>® HR-SMM were
defined by the presence of more than 10% PCs in BM and a MC of 1gG >3 g/dL, IgA >2
g/dL, or Bence Jones proteinuria > 1 g/24h together with the absence of CRAB.?
Patients meeting either, but not both, of these two criteria were also included in the
study if they met the additional criterion of having > 95% phenotypically aberrant PC
from the total BMPC compartment (aPC/BMPC) plus immunoparesis.’* The study was
approved by the research ethics committees of all participating centers and written
informed consent was obtained from all patients in accordance with the Helsinki

Declaration.

Sample preparation:

BM samples were collected at the time of inclusion, at symptomatic progression and
after nine months of either treatment or abstention. In all the BM samples, CD138-
positive PC selection (purity > 95%) was carried out using the AutoMACs separation
system (Miltenyi-Biotec, Auburn, CA, USA). PCs were frozen in RLT buffer (Quiagen,
Valencia, CA, USA) and nucleic acids were then extracted using commercially available
kits (Allprepkit,Qiagen, Valencia, CA) according to the manufacturer’s instructions. RNA
and DNA quality and quantity were determined using 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo
Alto, CA) and ND-1000 Spectrophotometer (Nano-Drop Technologies, Wilmington, DE),

respectively.
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Interphase fluorescence in situ hybridization analysis:

Fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis was performed in all samples at
diagnosis and in 11 samples at symptomatic progression. The systematic screening for
genomic aberrations in our institution includes FISH studies for detecting IGH
rearrangements -t(11;14)(q13;932), t(4;14)(p16;932) and t(14;16)(q32;q23)- with the
corresponding dual-color, dual-fusion translocation probes (Abbott Molecular/Vysis),
13q (LSI 13, RB1 13q14) and 17p deletions (LSI p53, 17p13.1) (Abbott Molecular/Vysis),
and 1q gains (on 1921/SRD 1p36, Kreatech Diagnostics, Amsterdam).”’” FISH results of

80% of the patients included in the present study have been previously reported.*®

Gene expression profiling and SNP-array studies:

The gene expression profiling (GEP) was investigated using Human Gene 1.0 ST
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) in 33 samples at the time of inclusion and six at the
time of progression. Differentially expressed genes were identified using Significant
Analysis of Microarrays (SAM). Genome-wide detection of copy number abnormalities
and loss of heterozygosity (LOH) was also performed in 20 samples at diagnosis using
the Genome-Wide Human SNP Array 6.0 assay protocol (Affymetrix, Santa Clara, CA,
USA). The complete dataset was analyzed by visual inspection using the Genotyping

Console 4.0 (Affymetrix) and Chromosome Analysis Suite (ChAS) software (Affymetrix).

Statistical analysis:

SPSS version 15.0 (SPSS Inc.) was used for statistical analysis. The X and Fisher’s exact
tests were used to examine the association between genetic abnormalities and other
categorical variables. TTP distribution curves were plotted using the Kaplan-Meier
method: the log-rank test was used to estimate the statistical significance of
differences between the curves. P values < 0.05 were considered to be statistically

significant.

179



Genomic analysis of High Risk Smoldering Multiple Myeloma

RESULTS AND DISCUSSION

MM is often the final step in the transformation of two premalignant

1920 Given

conditions, MGUS and SMM, which have a very variable progression rate
the current treatment paradigm which consists of delaying treatment until CRAB
symptoms start, MM is typically incurable using the available drugs. Therefore, an
early therapeutic intervention, particularly in the SMM condition, could prevent or
delay progression to MM, changing its adverse outcome. However, the lack of reliable
clinical and biological criteria to predict the patients who will progress to MM hinder
the development of individualized treatment for this group of patients. Even though
the patients analyzed in the present study are SMM with a high risk of progression to

118 |n an attempt to identify

MM, the time to progression remained rather variable.
additional biological parameters useful to characterize the natural history of SMM
progression, we explored genomic abnormalities by using FISH and SNP-arrays,
together with GEP.

Chromosomal abnormalities assessed by FISH were identified in 91 (72%) of the
123 SMM patients. IGH translocations (tx) were observed in 52/123 (42%), 1qg gains in
47/114 (41%), 13qg deletions in 51/122 (42%), whereas 17p deletions were present in
9/123 (7%). The distribution of IGH tx according to 14q32 partners were: t(4;14) in
15/123 (12%), t(11;14) in 21/123 (17%), t(14;16) in 7/122 (6%) and IGH
rearrangements with another unknown partner in 10/123 (8%). After a median follow-
up of 24 months, 23/61 (38%) patients progressed to symptomatic MM in the
abstention arm. When we analyzed the frequency of each of the chromosomal
abnormalities in the group of patients who progressed to active MM, we did not find
any statistically significant differences with regard to the SMM patients who did not
progress. Even when genetic abnormalities were grouped as high or standard risk, no
statistical differences were observed. Using the Kaplan-Meier method revealed no

differences in the TTP in the aforementioned comparisons. For the patients allocated

to the treatment arm, we tested whether chromosomal abnormalities detected by
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FISH were capable of discriminating Len-Dex response. To do this, we categorized
patients in two ways: (1) responders (stringent complete remision, sCR; complete
remision, CR; very good partial response, VGPR; and partial response, PR) vs non-
responders (stable disease, SD and progression disease, PD), and (2) CR responders
(sCR and CR) vs non-CR responders (VGPR, PR, SD and PD). There were no significant
differences in either comparison. However, it should be pointed out that the
percentage of t(4;14) was higher in non-responders and non-CR responders than in
responders and CR responders, respectively (17% vs 7% and 25% vs 12%), although the
differences were not statistically significant. Thus, we could not identify a high-risk
group using FISH. Nevertheless, as the FISH analysis only examined a small number of
chromosomal abnormalities, the next step was to perform a high-resolution analysis of
genomic imbalances by high-density 6.0 SNP-array, which scans the genome at 680-bp
intervals on average. Thus, 20 patients at diagnosis were analized by SNP-arrays. The
number and type of copy number abnormalities (CNA), the presence of homozygous
deletions (HZD) and copy number-neutral LOH (CNN-LOH) were explored.
Chromosomal imbalances were identified in 17 (85%) of the 20 patients analyzed.
Overall, 166 DNA CNA were detected, with a median of 7.5 imbalances per abnormal
case (range, 0-23). CNN-LOH was detected in five of the 20 patients and HZD in two of
the 20 patients. The comparison between the 13 patients who progressed to
symptomatic MM and the seven who remained stable showed no significant
differences in these DNA abnormalities, although further studies extending the
number of patients could be needed to confirm these results.

GEP was investigated in 33 patients (18 and 15 in the abstention and treatment
arm, respectively). After a median follow up of 29 months, 13/18 (72%) patients from
the abstention arm progressed to symptomatic MM, with a median TTP of 25 month:s.
When we compared the GEP of these patients to those without CRAB, we found no
differentialy expressed genes between the two groups. However, this stratification of
patients by progression status has the potential bias of including within the
progression group both early (first 12 months) and late progressions (more than three
years after diagnosis). Moreover, within the group that did not progress to
symptomatic MM, the follow-up of patients was also heterogeneous (13 vs 41 months

from inclusion in the trial). Therefore, to compare the most highly contrasted
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situations, we selected the four patients without progression after more than 30
months follow-up and the four patients with symptomatic progression in the first 10
months since inclusion. Overexpression of five genes (RADD17, SNORD25, SNORD27,
SNORD30 and SNORD31) in the SAM analysis was observed in the unfavorable group

(Figure 1).
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Figure 1: Expression of RAD17, SNORD25, SNORD27, SNORD30 and SNORD31 by microarrays in
high-risk SMM patients who progressed to symptomatic MM and those who remained with

stable disease.

We then tried to validate these results in the global group using the Kaplan-
Meier method. To define high and low expression levels of these five genes, we
selected a cut-off value close to the median for each of them. We found that the
median TTP was significantly shorter in SMM patients with high expression levels of

SNORD25, SNORD27, SNORD30 and SNORD31 (Figure 2).
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Figure 2: Progression-free survival in SMM patients with respect to SNORD 25,

SNORD 27, SNORD 30 and SNORD 31 gene expression levels.

Although overexpression of RAD17 was associated with short TTP, the
differences were not statistically significant. In conclusion, although GEP was very

homogeneous independently of the clinical evolution, it should be noted that SMM
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patients who developed symptomatic MM displayed high expression levels of
SNORD25, SNORD27, SNORD30, SNORD31 and RAD17. Interestingly, four of the five
differentially expressed genes were small nucleolar RNA molecules (snoRNA). These
non-coding RNAs (ncRNA), although less well known than other ncRNAs, such as
miRNAs and siRNAs, could be actively involved in the development of cancer.”! For
example, SNORA42 has been shown to act as a potential oncogene in the development
and progression of lung cancer.’” Moreover, homozygous and heterozygous deletions
in U50, a C/D snoRNA, have been described in prostate and breast cancer tissues

2324 On the other hand, there are some preliminary data showing that the

respectively.
genes that host snoRNAs might also contribute to cancer pathogenesis. Thus, the
snoRNA host gene GAS5 controls apoptosis and is downregulated in breast cancer.?! In
addition, RAD17 is a cell cycle checkpoint gene required for cell cycle arrest and DNA
damage repair. Regarding the 15 patients treated with Len-Dex, we did not find a
characteristic gene signature that predicted response to therapy.

We also wanted to investigate whether myeloma cells obtained at the time of
progression had genomic modifications with regard to myeloma cells from the same
patient at the time of diagnosis. For this purpose, we sequentially analyzed 11 SMM
patients who progressed to symptomatic MM. Newly acquired lesions detected by
FISH, together with an increase in the proportion of PCs carrying a given abnormality
were observed. The genetic abnormalities of these patients are described in detail in
Table 1. For this analysis we have focused on patients with genetic abnormalities in
<90% of the malignant PCs, since otherwise an increase in the percentages cannot be
evaluated. Accordingly, three of the four patients who already carried chromosomal
abnormalities in <90% of PCs had a clearly higher percentage of PCs bearing such a
genetic aberration at the time of transformation into symptomatic MM. The
proportion was doubled in one case, trebled in another, and increased from 68% to
92% in the third. Additionally, two SMM patients acquired a 17p deletion at the time
of progression. When GEP was performed in 12 samples belonging to six control-arm
patients before and after symptomatic progression, the paired SAM analysis did not

detect significantly deregulated genes between the two groups.
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Table 1: FISH evolution of 11 patients who developped symptomatic disease

Disease at Disease at TTP
Patient diagnosis % of PC with genetic abnormalities progression % of PC with genetic abnormalities (months)

1 HR-SMM No abnormalities MM 17p deletion (28%) 25
2 HR-SMM 1q gain (96%) MM Rb (27%), 1q gain (28%), 17p deletion (28%) 19
g HR-SMM Rb deletion (22%); P53 deletion (24%) MM Rb deletion (3%); P53 deletion (86%) 14
4* HR-SMM 1q gain (78%) MM 1q gain (92%) 17
5 HR-SMM Rb deletion (31%) MM Rb deletion (62%) 16
6 HR-SMM Rb deletion (92%); 1q gain (90%) MM Rb deletion (64%), 1q gain (98%) 10
7 HR-SMM IgH translocation (32%) MM IgH translocation (28%) 24
8 HR-SMM No abnormalities MM No abnormalities 31
9 HR-SMM No abnormalities MM No abnormalities 17
10 HR-SMM No abnormalities MM No abnormalities 29
11* HR-SMM 1q gain (92%) MM 1q gain (98%) 17

* These FISH results has been previously published (Lépez-Corral et al, 2011)

In short, the present study identifies four SNORD genes upregulated in those
SMM patients with rapid progression to symptomatic MM. Despite we failed to find
chromosomal lesions associated to risk of progression, we observed an increase in the
proportion of clonal PCs carrying a given abnormality, supporting the hypothesis that
the number of genetically abnormal PC increases from high-risk SMM to active MM.
Although this study is statistically limited by the relatively small number of patients
since it is difficult to gather a large number of SMM patients with long-term follow-up,
our findings are encouraging enough so as to validate them in further series and
perform functional studies. In addittion, the genomic analysis of those SMM with low-
risk of progression to active MM could help to find a biological support to the

low/high-risk SMM clasification.
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El andlisis de perfil de expresion génica de las células hematopoyéticas no
tumorales de la medula 6sea de los pacientes con Mieloma Multiple Quiescente de

alto riesgo no se ve modificado por el tratamiento con Lenalidomida/Dexametasona.

Fundamento: EIl MM quiescente (MMQ) constituye una entidad clinicamente
heterogénea dentro de la cual existe un grupo de alto riesgo de progresion a MM
sintomdtico (MMQ-AR). Nuestro grupo estd liderando un ensayo clinico (QuiReDex)
para determinar si el tratamiento con lenalidomida mas dexametasona (LenDex) en el
MMQ-AR prolonga el tiempo hasta la progresion. A pesar de que son varios los
mecanismos de accidon a los que se les atribuye la eficacia de dicho régimen de
tratamiento, aun muchos aspectos permanecen sin aclarar. Ademas, sélo dos estudios
in vitro han tratado de esclarecer las vias mediante las que este tratamiento produce
su principal limitacién: la toxicidad hematoldgica. Con el fin de evaluar el impacto a
nivel génico de LenDex sobre el micromedioambiente medular y asi poder aportar
nuevas luces al mecanismo de acciéon y toxicidad de este regimen terapeutico, se ha
realizado un estudio de expresion génica en la fraccion hematopoyética medular no

tumoral de la médula ésea antes y después de este tratamiento.

Métodos: Se estudio el GEP mediante el array Human Gene 1.0 ST de Affymetrix en
28 muestras correspondientes al microambiente medular de 14 pacientes con MMQ-
AR incluidos en el ensayo clinico QuiReDex antes y después de nueve ciclos de

tratamiento con LenDex.

Resultados: Sorprendentemente el estudio pareado no objetivo desregulacidon
génica de las muestras antes y después de ser sometidas al tratamiento, siendo los

GEP sumamente homogeneos.

Conclusiones: El microambiente medular no es sustancialmente modificado a nivel

de la expresion génica tras el tratamiento prolongado con LenDex.
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ABSTRACT

Therapy with lenalidomide plus dexamethasone (Len/Dex) has become a
standard of care in multiple myeloma (MM). Changes in gene expression profile (GEP)
induced by Len/Dex on the residual normal hematopoietic bone marrow (BM) cells of
MM patients have not yet been explored. We analyzed the GEP of the non-tumoral BM
cells from 14 smoldering MM patients before and after nine months of Len/Dex. No
differentially expressed genes between samples before and after treatment using
paired supervised approaches were found. These results suggest that a long exposure

to Len/Dex does not induce noticeable and persistent damage on BM cells.
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INTRODUCTION

Lenalidomide is a second generation immunomodulatory drug (IMiD) with
significant activity in several hematological malignancies. Although the precise
molecular mechanisms through which lenalidomide exerts its effects are unknown, this
drug has a pleiotropic mechanism of action including a direct antitumor effect as well
as immunomodulatory activities and interference with tumor microenvironment
interactions. Interestingly, these effects may also differ depending on the underlying
malignancy and their tumor microenvironment (Davies & Baz, 2010).

Focusing on MM, lenalidomide is usually used in combination with
dexamethasone (Len/Dex). This regime has become a standard of care in MM. The
effect of this drug combination on myeloma cells has been previously analyzed (Carter
et al, 2011; Gandhi et al, 2010; Hsu et al, 2011; Raja et al, 2012). Thus, dexamethasone
enhances the tumoricidal effects of lenalidomide because synergistically inhibits
myeloma cell growth, activates caspases and induces apoptosis (Carter et al, 2011;
Gandhi et al, 2010; Hsu et al, 2011; Raja et al, 2012). However, the immune-enhancing
effect of lenalidomide appears to be antagonized by combination with dexamethasone
by inhibiting the T and NK-cell costimulatory effects of this IMiD (Carter et al, 2011;
Gandhi et al, 2010; Hsu et al, 2011). In spite of the low toxicity profile of this drug
combination, cytopenias, mainly neutropenia, are the most relevant side effects. The
mechanism of cytopenias induced by Len/Dex remains unknown, although a
maturation arrest of myeloid precursors has been involved (Liu et al, 2011; Pal et al,
2010).

Pharmacogenomic studies based on gene expression profiling (GEP) performed
in myeloma cells exposed to different therapeutic agents both in vitro and in vivo, have
been of great importance to unveil the mechanism of action of drugs used in cancer
(Cheok et al, 2003; Holleman et al, 2004). In this setting, GEP of purified plasma cells
(PC) following a short exposure to thalidomide, lenalidomide or dexamethasone has
identified drug-induced changes that correlate with outcome of the patients
(Burington et al, 2008). However, the potential changes at gene expression level
induced by lenalidomide on the residual normal hematopoietic BM cells (excluding PC)

of MM patients, have not yet been explored.
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We hypothesized that because of the wide range of potential activities attributed
to lenalidomide, the exposure of BM to lenalidomide for a long time could induce
relevant changes in the gene expression pattern of non tumoral BM cells. This
expression modification might affect genes involved in tumoral/stromal cell
interactions and also genes participating in mechanism of toxicity. To answer this
hypothesis we analyzed the GEP of the non-tumoral BM cells from a group of high-risk

SMM (HR-SMM) patients before and after nine months of treatment with Len/Dex.
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MATERIAL AND METHODS

Patients and samples:

Fourteen HR-SMM patients included in the intervention arm of QuiReDex clinical trial
were selected for this study (Mateos et al, 2011). These patientes received nine
monthly cycles of lenalidomide (25 mg/day x 21 days) and dexamethasone (total dose:
320 mg) as induction therapy. HR-SMM were defined by the presence of more than
10% PC in BM and a monoclonal component of IgG>3 g/dL, IgA>2 g/dL, or Bence Jones
proteinuria>1 g/24h together with the absence of CRAB (Kyle et al, 2007). Patients
meeting either, but not both, of these two criteria were also considered HR-SMM if
they met the additional criterion of having >95% phenotypically aberrant PC from the
total BMPC compartment (aPC/BMPC) plus immunoparesis (Perez-Persona et al, 2007).
The study was approved by the research ethics committees of all participating centers
and written informed consent was obtained from all patients in accordance with the
Helsinki Declaration.

Twenty-eight bone marrow samples from 14 patients with HR-SMM were extracted:
14 samples were obtained before Len/Dex treatment was started, and 14 after 9
months of Len/Dex treatment. In all cases the tumor cells were discarded by CD138
positive selection, in order to have a purified population of residual hematopoietic
normal BM cells not contaminated by PC.

Total RNA was extracted using Trizol reagent (Life Technologies, Gaithersburg, MD,
USA) and purified with RNeasy Mini Kit (Quiagen, Valencia, CA, USA). RNA quality and

quantity was determined using a 2100 Bio-analyser (Agilent, Palo Alto, CA, USA).

Gene expression profiling studies:

RNA labeling and microarray hybridization to Human Gene 1.0 ST Array (Affymetrix)
have been previously reported (Gutierrez et al, 2010).

In order to classify the samples, multidimensional scaling method (MDS) implemented
with SIMFIT statistical package (version 6.4.1, available at

http://www.simfit.manchester.ac.uk) was performed using Euclidean distance.

A paired statistical analysis was performed and differentially expressed genes were

identified using 3 different approaches: Significant Analysis of Microarrays (SAM)
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(http://www-stat.standford.edu/-tibs/SAM) (significant genes were defined based on
the lowest false discovery ratio and controlling the g-value for the gene list), D-chip
(comparison criteria used were lower bound -fold change (E/B > 1.2) or (B/E > 1.2),
mean difference (E - B > 100) or (B - E > 100)-, t test P < 0.05, where B is the mean
expression of the pretreatment group and E is the mean expression of the post-
treatment group), and paired t-test (limma) from POMELO suite

(http://pomelo2.bioinfo.cnio.es).
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RESULTS AND DISCUSSION

Most pharmacogenomic studies have focused on the changes induced on
tumor cells by a particular drug. However, it is now well known that the
microenvironment plays a relevant role in tumor pathogenesis. Therefore, the
investigation of changes induced by antitumor agents on the residual BM
hematopoietic compartment could be of major interest.

Initially, we investigated whether the samples obtained from 14 HR-SMM
patients before Len/Dex treatment and those from the same patients obtained after
treatment were separated into clusters based on similarities in gene expression. The
MDS analysis performed on a 17,491 probe set passing the variation filter showed
intermingled samples and clusters cannot be defined (Fig 1). In a second step, we
looked for differentially expressed genes between samples before and after treatment
using paired supervised approaches. No significants deregulated genes between the
pre and post treatment samples were detected when we used SAM algorithm.
Subsequently other less restrictive paired analysis were performed in order to rescue
subtle differences between the two periods. However, D-chip and paired t-test also

failed to recognize deregulated genes between both situations.
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Figure 1: Multidimensional scaling was applied to the 20903 genes that passed the variation
filter. Samples are plotted in two-dimensional space using the following figures: pre-treatment samples:
gray circles; post-treatment samples: black triangles. It can be observed that pre-treatment and post-

treatment samples are not cluster.
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One explanation for these unexpected results could be that we analyzed the
total BM and gene expression changes affecting specific cell subpopulations could be
diluted by the rest of BM cells. However, the use of the whole cellularity contained in
the BM or lymph nodes has been advocated as an optimal strategy to investigate the
potential contribution of BM microenvironment to disease pathogenesis or to drug
resistance (Burington et al, 2008; Dave et al, 2004).

Other potential explanation could be that the main effect of Len/Dex on
hematopoiesis was restricted to inmature precursors, which account for a very low
percentage of BM cells, precluding the identification of changes in their gene
expression. In fact, the only two studies, which have investigated the underlying
mechanism of IMiD-induced cytopenias, have reported that the mechanism of
neutropenia and thrombocytopenia may be related to the inhibition of the maturation
of granulocyte precursors and megakaryocytes, by down-regulation of the
transcription factor PU.1 and by suppressing the expression of GATAL, respectively. In
this setting, it has been shown that IMiDs down-regulate PU.1, a key transcription
factor involved in granulocyte differentiation both in vitro and in patients treated with
lenalidomide. Loss of PU.1 results in transient maturation arrest with medullary
accumulation of immature myeloid precursors and subsequent neutropenia (Pal et al,
2010). In addition, the effects of IMiDs on megakaryopoiesis has been recently
investigated showing that IMiDs maintain and expand early hematopoietic
progenitors, but the loss of key transcription factors such as GATA1 and CCND1, both
critical for megakaryopoiesis, precludes from continued (Liu et al, 2011). Similarly to
neutropenia, this might lead to maturational arrest of megakaryocytes with
accumulation of immature megakaryocytic precursors and subsequent
thrombocytopenia (Liu et al, 2011).

The present study cannot rule out gene expression changes for a temporal
period on residual BM cells after a Len/Dex treatment, which could be negligible after
longer exposures. However, our results would indicate that the potential effects of a
long exposure to Len/Dex does not entail noticeable and persistent damage to BM

cells.
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El MM constituye la segunda hemopatia mas frecuente, y a pesar de los grandes
avances desarrollados en los ultimos afos, continta siendo hoy en dia una neoplasia
incurable™®. Representa el paradigma hematolégico para la investigacion de la
patogenia de la transformacién en etapas de los tumores, puesto que se ha
confirmado que practicamente siempre el MM procede de una entidad premaligna
que se transforma a una enfermedad maligna; en otras palabras, de una fase
inicial/benigna llamada GMSI, evoluciona a una fase intermedia/indolente llamada
MM quiescente, y finalmente a una fase avanzada/sintoméatica®*. A pesar del
comportamiento clinico radicalmente tan diferente de la GMSI, del MMQ y del MM,
estas tres entidades comparten la misma célula neoplasica, que es una célula

plasmatica (CP) clonal y aberrante.

Desafortunadamente, el interrogante: écudl es el mecanismo por el cual una CP
clonal y aberrante pero quiescente, se transforma en una CP agresiva capaz de producir
efectos devastadores en el cuerpo humano? no esta resuelto. El esclarecer las bases
patogenéticas de la transformacion en etapas es clave, puesto que nos permitira, por
un lado, comprender por qué un clon quiescente se vuelve agresivo en algunos
pacientes mientras que en otros permanece estable incluso de por vida, y por otro,
desarrollar estrategias terapeuticas que nos permitan frenar dicha transformacion.

La GMSI representa el primer escalon del proceso evolutivo. Se trata de una
discrasia de CP benigna y asintomatica, caracterizada por baja masa tumoral en la
médula dsea (MO) y un componente monoclonal en suero y/o orina producido por las
CP clonales -pero aln benignas->. Constituye uno de las condiciones premalignas mas
frecuentes en la poblacion general, estando presente en aproximadamente el 3% de la
poblacién general por encima de los 50 afios, y en mds de un 5% en aquellos mayores
de 70 afios®. EI MMQ cumple los mismos criterios que el MM sintomdtico, pero, a
diferencia de este y en comun con la GMSI, su diagndstico exige la ausencia de
sintomas CRAB (anemia, hipercalcemia, insuficiencia renal y lesiones éseas)s. Por lo
tanto, GMSI y MMQ son entidades premalignas y asintomaticas por definicion, si bien
difieren significativamente en el riesgo de progresion a MM sintomatico, siendo de

aproximadamente un 1% al afio en la GMSI, y un 10% al afio en el MM Smoldering’.
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A pesar de que se han identificado factores de riesgo de progresidn, continuamos
en la actualidad sin tener claro qué hace que una CP clonal benigna se transforme a
maligna, o, por el contrario, permanezca quiescente durante mas de 20 afios’ ™. éLas
diferencias en el comportamiento clinico reflejan caracteristicas diferenciales
gendmicas/genotipicas especificas?''. Estudios citogenéticos mediante hibridacion in
situ fluorescente (HISF), han demostrado que la mayoria de las lesiones genéticas
tipicas del MM estan presentes en la GMSI, incluso aquellas con pronéstico adverso en
el MM*. De forma equiparable en el MMQ, y a pesar de ser éste una entidad muy
poco estudiada, también se han descrito alteraciones citogenéticas propias de la
entidad sintomatica>*.

En la presente tesis doctoral se ha confirmado, no sélo mediante HISF (capitulo 1)
sino también con técnicas gendmicas de alta resolucién (capitulo 2) y en series amplias
y bien caracterizadas de pacientes, que la GMSI y el MMQ reproducen el espectro de
alteraciones citogenéticas del MM sintomatico, si bien la frecuencia de dichas
alteraciones aumenta conforme se avanza en los estadios evolutivos, mostrando un
incremento de la complejidad genética®. Ahora bien, una diferencia fundamental que
hemos encontrado entre las tres entidades es el hecho de que el porcentaje de CP
clonales portadoras de una determinada aberracién citogenética es menor en GMSI
que en MMQ,y que en MM™. Todo ello nos permite afirmar que la transicion de GMSI
a MMQ y a MM no se asocia con una alteracion citogenética caracteristica, sino con un
aumento del nimero de CP clonales genéticamente aberrantes, sugiriendo la seleccién
y expansion clonal como base patogenética de la transformacién.

Por otro lado, el andlisis minucioso y pionero de los tres estadios de las
gammapatias monoclonales mediante SNP-arrays de ultima generacion (capitulo 2),
nos ha permitido identificar nuevas regiones cromosdmicas implicadas en deleciones
homocigotas, alteraciones focales y recurrentes y regiones cominmente alteradas —
ganadas y perdidas-. El andlisis en profundidad de los genes contenidos en estas areas
puede proporcionar nuevas luces en el conocimiento de la etiopatogenia, asi como en
el desarrollo de nuevas estrategias terapeuticas. Sumado a su alta resolucion, otra de

las ventajas de los SNP-arrays es el permitir el analisis de las pérdidas de
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heterocigosidad (LOH), cuya relacién con la carcinogénesis es bien conocida
este sentido, hemos demostrado que la presencia de pérdida de heterocigosidad sin
cambio en el numero de copias o disomia uniparental, es un evento génico comun a
los tres estadios, pero con una incidencia significativamente mas elevada en las fases
avanzadas de la enfermedad (capitulo 2).

Ademas, la aplicacidon del andlisis de perfil de expresiéon génica mediante
microarrays al estudio de la transformacién en etapas del MM ha revelado que, a
pesar de que la mayoria de los cambios se producen en el paso de CP sana a CP de la
GMSI, hay también genes relevantes desregulados en la progresién de GMSI a MM*.
Aunqgue hay numerosos trabajos que analizan el perfil de expresién génica del MM,
son muy pocos los que comparan las entidades premalignas con el MM sintomatico,

1821 Ep el

basandose estos en series escasas, mal caracterizadas y heterogéneas
presente trabajo doctoral hemos analizado el transcriptoma y profundizado en las
diferencias a nivel de perfil de expresion entre las tres entidades (capitulo 3).
Inicialmente quisimos identificar el panel de genes que caracterizan a la CP de las
gammapatias monoclonales como grupo y la diferencian de la CP sana, objetivando un
total de 126 genes que se agruparon en rutas génicas muy relevantes, destacando la
desregulacién de la ruta de RAS, la sobreexpresién homogenea de muchas proteinas
ribosomales, y la desregulacion de los receptores de corticoides, con genes tan
importantes como los que codifican para la /IL-8, BCL-2 o SGK1. Posteriormente nos
centramos en los genes que caracterizaban a los extremos, esto es, a las formas de
gammaptia monoclonal mas indolentes y las mas agresivas. Los mas de 1000 genes
obtenidos se englobaron nuevamente en rutas biolégicas de gran relevancia, como la
via de PI3K/AKT, de NFkB o de P53. Ademas, fue muy evidente el desequilibrio a favor
de la inhibicién de la apoptosis en el MM, junto a infraexpresiéon de supresores
tumorales, entre otros hallazgos. Finalmente buscamos, por considerarlos claves,
aquellos genes significativamente desregulados que presentaran un incremento o
decremento de expresion progresivo y significativo a medida que se pasaba de GMSI a

MMQ y a MM. Sorprendentemente, todos aquellos que presentaron un incremento

progresivo en su expresion fueron genes SNORD, que constituyen RNA no codificante
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pero si relevante, puesto que han sido implicados en la carcinogénesis
misma manera sélo 3 genes, (MEGF9, VCAN y APAF1), claves y bien conocidos,
presentaron una disminucion progresiva de su expresion.

Tras analizar las bases patogenéticas de la transformacién en etapas del MM, nos
hemos centrado en el estudio de una entidad que consideramos critica en las
gammapatias monoclonales: el MMQ con alto riesgo de progresién. A pesar de que el
riesgo de progresion del MMQ a MM se estima globalmente en un 10% anual, se trata
de una entidad clinicamente muy heterogénea’. Por ello es una prioridad encontrar
marcadores bioldgicos fiables que nos permitan predecir qué pacientes con MMQ
progresaran rapidamente a MM y cudles no lo hardn. En este sentido, tanto la Clinica
Mayo como nuestro grupo han identificado factores de alto riesgo de progresion a
MMQE %2, Sin embargo, el estandar de tratamiento del MMQ en el momento actual
contintia siendo la abstencién terapeutica hasta el desarrollo de sintomas®. Esta
estrategia de "watch and wait" se basa en estudios randomizados que, bien con
alquilantes, bien con inmunomoduladores, no han mostrado beneficio claro del
tratamiento precoz?®*®. Ahora bien, en ninguno de estos ensayos se estratificé a los
pacientes en base al riesgo de progresién, de forma que puede que mientras que
aquellos MMQ de bajo riesgo no se beneficien del tratamiento precoz, aquellos de alto
riesgo si lo hagan. Sobre esta base asienta el ensayo clinico QUIREDEX, liderado por
nuestro grupo, en el que 120 pacientes con MMQ de alto riesgo han sido
randomizados a recibir tratamiento con lenalidomida y dexametasona (LenDex) versus
el gold estandar: la abstencién terapedutica. Los resultados preliminares muestran la
ventaja de Len-Dex tanto en tiempo hasta la progresion como en supervivencia
global®3!,

Este ensayo nos ha dado una oportunidad uUnica para estudiar, por primera vez, la
biologia de la CP del MMQ de alto riesgo mediante HISF, SNP-arrays y microarrays de
expresion génica (capitulo 4). Sorprendentemente, el tipo y frecuencia de alteraciones
citogenéticas al diagndstico fue superponible a las descritas en el MM sintomatico, no

encontrandose una firma genética capaz de predecir la progresién o la respuesta al

tratamiento con LenDex, salvo una tendencia hacia la ausencia de respuesta vy
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resistencia en aquellos MMQ con t(4;14). Sin embargo, la sobreexpresidon de cuatro
genes SNORD se correlaciond con un menor tiempo hasta la progresion a MM
sintomdatico. Ademas, tras haber evaluado biolégicamente la CP del MMQ al
diagnostico, tratamos de identificar los cambios que se producen en la gendmica de la
CP en el momento de la progresion. No se objetivaron diferencias a nivel de expresion
entre las CP de los sujetos con MMQ al diagnéstico y en el momento de la progresion.
Sin embargo, dos de los 11 pacientes estudiados mediante HISF adquirieron la delecion
de 17p, y en otros tres casos ya aberrantes al diagndstico, el porcentaje de CP
portadoras de la alteraciéon se incrementé de forma marcada en el momento de la
progresion, lo que supone una muestra mas del proceso de seleccién y expansién
clonal que sufren las CP a lo largo de la progresion.

Tras analizar en profundidad la CP del MMQ de alto riesgo, hemos querido estudiar
la celular hematopoyética no tumoral de la médula &ésea, conocida como
"micromedioambiente" (capitulo 5). Puesto que la mayor parte de la eficacia
antimieloma de LenDex se le atribuye a su vertiente inmunomoduladora y
antiangiogénica, hemos tratado de evaluar el impacto de este tratamiento sobre la
expresion génica del micromedioambiente®’. De esta manera buscdbamos aportar
nuevos conocimientos en los mecanismos de accién y toxicidad de este régimen
terapeutico. Sin embargo, se objetivd que los perfiles de expresion pre y post
tratamiento fueron sumamente homogéneos, no encontrando desregulacién génica
significativa. Aunque carecemos de una explicaciéon clara para este inesperado
hallazgo, es posible que la ausencia de cambios se deba a que se haya analizado de
forma global la poblacién hematopoyética no tumoral, y quiza exista desregulacién
génica de poblaciones celulares o progenitores inmaduros que, debido la escasa
cuantia de estos, quede enmascarada. Por ello, en futuros trabajos realizaremos
andlisis por separado de los distingos subgrupos que comportan el

micromedioambiente medular.
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1. El estudio de las gammapatias monoclonales mediante hibridacién in situ
fluorescente corrobora que las translocaciones de IGH, las deleciones de 13qy 17p, y
las ganancias de 1q estdn presentes desde los estadios iniciales de la transformacién
neoplasica (GMSI). Sin embargo, la progresién de GMSI a MMQ y finalmente a MM

conlleva un incremento del numero de células plasmaticas genéticamente anormales.

2. La utilizacién de técnicas de andlisis genédmico de alta resolucién, como son los
arrays de SNPs, demuestran que, a pesar de que el MM tiene mas alteraciones
cromosémicas y mas LOH, la transicion de GMSI a MM no se asocia con una alteracién
cromosdmica determinada, sino mds bien con una expansion clonal de subclones

genéticamente aberrantes ya presentes en las fases iniciales.

3. El transcriptoma de la célula plasmatica clonal tanto de la GMSI, como del
MMQ y del MM analizado mediante microarrays de expresion muestra una
desregulacion significativa de las rutas de RAS, VEGF, PI3K/AKT, NFkB y P53 cuando se

compara con la CP normal.

4. En cuanto al MMQ con alto riesgo de progresion a MM sintomatico:

a. No se ha encontrado una firma genética que prediga la respuesta al
tratamiento con Lenalidomida mas Dexametasona.

b. El perfil de alteraciones cromosdmicas o de LOH no predice el riesgo de
progresion del MM quiescente de alto riesgo. Sin embargo, la sobreexpresién de varios
genes SNORD se correlaciona con menor tiempo hasta el desarrollo de sintomatologia
CRAB.

C. La célula plasmatica del MM quiescente de alto riesgo experimenta con
frecuencia evolucion clonal en el momento de la progresion a MM sintomatico. Por el
contrario, su perfil de expresién génica no se ve modificado.

d. El tratamiento con Lenalidomida mas Dexametasona en el MM
quiescente de alto riesgo no modifica el perfil de expresion de la celularidad

hematopoyética no tumoral de la médula dsea.
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Glosario de abreviaturas







aCP: células plasmaticas aberrantes

aCP/CPMO: porcentaje de aCP dentro del compartimento de CP de la MO
AL: amiloidosis primaria

B2micro: 32 microglobulina

CM: componente monoclonal

CMF: citometria de flujo

CP: células plasmaticas

CPMO: células plasmaticas de la médula dsea
FLC: cadenas ligeras libres

GEP: perfil de expresidn génica

GMSI: gammapatia monoclonal de significado incierto
Hb: hemoglobina

HGC: hibridacidn gendmica comparada

HISF: hibridacion in situ fluorescente

Ig: inmunoglobulina

IGH: cadena pesada de las inmunoglobulinas
LCP: leucemia de células plasmaticas
LenDex: lenalidomida mas dexametasona
LLA: leucemia linfoblastica aguda

LOH: pérdida de heterocigosidad

MDS: escalado multidimensional

MM: mieloma multiple

MMQ: mieloma multiple quiescente
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Abreviaturas



MMQ-AR: mieloma multiple quiescente de alto riesgo

MO: médula dsea

RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
SAM: significant analysis of microarrays

SNP: polimorfismo de un solo oligonucleotido

UPD: disomia uniparental

UPT: trisomia uniparental

NOMENCLATURA CITOGENETICA

+ (signo mas): trisomia, ganancia de un cromosoma

- (signo menos): monosomia, pérdida de un cromosoma

del (delecién): pérdida de un segmento cromosdémico

amp (amplificacion): amplificacién de un segmento cromosémico
p: brazo corto del cromosoma

q: brazo largo del cromosoma

Abreviaturas

t y Tx (traslocacién): intercambio reciproco de material cromosémico entre dos o mas

cromosomas

Mb: megabases

Pb: pares de bases
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