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1. La célula plasmatica

La célula plasmatica (CP) constituye el estadio final de diferenciacion de los linfocitos B. Desde
el punto de vista funcional, la CP desempefia un papel clave en la respuesta inmune especifica
de tipo humoral "2, al ser la célula encargada de la produccion y secrecion de anticuerpos > con

distintas funciones efectoras segun el isotipo y subclase de inmunoglobulina (Ig) que exprese .

En la actualidad se conoce la existencia de diferentes poblaciones de CP, seguin su vida media
(corta o larga) y localizacion tisular ” 8. Aunque al nacer no se detectan CP circulantes en la sangre
de corddn umbilical ni en la sangre periférica del neonato, éstas se incrementan de forma muy
significativa en los primeros meses de vida °, localizdndose de forma preferente en el bazo y
érganos linfoides secundarios . Por el contrario, en la edad adulta, la gran mayoria de las CP se
encuentran en médula ésea (MO) > ", érgano que actia como nicho de supervivencia de estas
células ® " (aunque con una capacidad limitada) * % y en el que representan entre el 0,1% y 1% de
la celularidad global de MO ™. Ademas de localizarse en MO, las CP pueden detectarse también
en otros érganos, como el bazo, los ganglios linfaticos, las amigdalas, el intestino y en tejidos en
los que tiene lugar una respuesta inflamatoria *® ™. En contraposicion con las CP de MO,
aquellas presentes en otros tejidos representan con frecuencia CP recién producidas

(plasmablastos) °.

1.1 Diferenciacién B a célula plasmatica

Tras el reconocimiento antigénico y la activacion (especifica de antigeno) de los linfocitos B,
las células B activadas se diferenciaran a linfocito B de memoria o a CP *™ ™. Asi, los precursores
de las CP (plasmablastos) pueden generarse tanto a partir de linfocitos B recién producidos (p.ej.
linfocitos B naive provenientes de MO y localizados en la zona marginal, folicular o en el centro
germinal de los 6rganos linfoides secundarios) & como a partir de un linfocito B de memoria

capaz de recircular por via sanguinea entre 6rganos linfoides secundarios ".

A nivel gendmico, la diferenciacion de los linfocitos B a CP esta regulada de forma estrecha
mediante la union (ligando-receptor) a la célula B de determinados factores de diferenciacion,

como el factor activador de células B (BAFF), capaces de inducir la activacion de los mecanismos
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transcripcionales responsables de la diferenciacion a CP ™ ™ 2% Asj, hoy se sabe que niveles
elevados de Irf4 ' .21 junto con la activacion del gen PRDM7% ", que codifica la expresion del
factor de transcripcién Blimp-1, favorecen la inhibicion de los programas de maduracion B
temprana dependientes de PAX5, a la vez que facilitan la transcripcion de genes esenciales para
el desarrollo, activacion funcional 8 ™8 y establecimiento del fenotipo asociado a la CP . A
su vez, la expresion de Blimp-1 reprime a BCL-6 e induce la sobreexpresion de XBP1 2 8™ un
factor de transcripcion clave en la induccién y regulacién de la sintesis de grandes cantidades de
lg por parte de la que serd finalmente una CP ™. Sin embargo, aunque la expresion de Blimp-1
representa un paso fundamental en la induccién de la diferenciacion B a CP, su papel a la hora

de determinar la vida media de las CP generadas, es mas limitado # (Figura 1).

Organo Meédula
linfoide BAFF osea
secundario APRIL Factores solubles

IL-6 derivados del
CXCL12 microambiente

Sefales de diferenciacién B a CP en
respuesta especifica frente a un antigeno

A
" Antlgeno{,}
| "(b“ BCR\\ // TACI BCMA |
Célula § . “ CD138  CXCR4
dendritica

Superficie de

"_R-BAFF R-IL6 /
/ membrana

folicular \ %
Citoplasma

celular
celular . i I
(1) Diferenciacion l %
: — Célula plasmatica @ Supervivenda

MITF ——————— |IRF4
,  PRDMI

—
BCL6 —————————' BLIMPI

/ '
PAXS

_— XBP1 Nucleo celular

Figura 1. Perfiles de expresién génica asociados a la diferenciacién de las células B a CP y su supervivencia a largo plazo en los nichos
tisulares responsables de la produccién de anticuerpos. Los estimulos de activacion y diferenciacién de células B a CP que actlan tras
el reconocimiento antigénico en los 6rganos linfoides secundarios, provocan un bloqueo progresivo de factores de transcripcion
propios del linfocito B, como PAX5 y BCL6, induciendo simultdneamente el incremento en los niveles de IRF4 que conducen la
expresion de BLIMP-1y XBP1, que en conjunto inducirdn y mantendran las caracteristicas fenotipicas y funcionales de la CP, asociados
a la represion de los programas de maduracion B temprana (Paso 1). A su vez, moléculas como BAFF, APRIL, IL-6 y la quimiocina
CXCL12, secretadas por parte de las células del estroma medular, aunque participan en menor medida en el proceso de diferenciacién
B a CP (p.gj. estabilizando la expresion de BLIMP1y PRDMT), cumplen un papel relevante en el mantenimiento de la supervivencia de
las CP en los nichos medulares, una vez que son reconocidos por sus receptores (TACI, BCMA, R-BAFF, R-IL6, CD138 y CXCR4)
presentes en la membrana de la CP recién producida. Su unién al receptor especifico genera asi la activacién de las cascadas de
sefializacion intracelular que garantizan la longevidad de la CP a largo plazo (Paso 2). 8123

En este sentido, el factor activador BAFF y el ligando inductor de proliferacion (APRIL), a través
de su unién a los receptores TACly BCMA, y en menor medida también CD268 (BAFF-R) %, tienen

un papel clave tanto en la diferenciacién a CP, como en el mantenimiento de su supervivencia ®
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11, 13, 14, 24, 25. ASI,, -6 11, 26, 27,

varios estudios demuestran que APRIL junto con la interleucina (IL)
producidos activamente por las células del estroma medular (principalmente por los eosinéfilos
y monocitos %), o por las células de la lamina propia del intestino delgado , actian como piezas

clave en el mantenimiento de la longevidad de las CP dentro de su nicho.

En términos generales, la puesta en marcha de la diferenciacion de los linfocitos B activados a
CP, aunque habitualmente depende de la participaciéon de los linfocitos T (LT) ® y del tipo de
antigeno involucrado #°, puede ocurrir también de forma independiente de las células T. Asi, hoy
se conoce que existirian al menos dos grandes tipos de respuesta B con produccion de CP, segun

ésta tenga lugar de forma dependiente o independiente de las células T (Figura 2).

1.1.1 Respuesta B dependiente de linfocitos T

La mayoria de los antigenos activan una respuesta B que depende de la colaboracion de los
linfocitos T ™. Este proceso de diferenciacién T-dependiente ocurre en el centro germinal de los
organos linfoides secundarios, incluidos los ganglios linfaticos, el bazo o el tejido MALT (tejido
linfoide asociado a mucosas), * y habitualmente conduce al desarrollo de linfocitos B de memoria,

1, 2,4, 1,17, 25, 30, 31

a CP de vida larga y, en menor medida, a CP tipicas de una respuesta rapida y de
vida corta "

Los linfocitos B maduros (naive) recién producidos en MO vy liberados a la circulacién
sanguinea *, expresan receptores de quimiocinas (tipo CXCR5 y CCR7) ™ que facilitan su migracién
a los foliculos linfoides primarios, dentro de los érganos linfoides secundarios. Una vez alli, la
activacion de la respuesta B va transformando progresivamente los foliculos linfoides primarios,
compuestos en su mayoria por células B maduras de tipo naive ' IgM*D*)*?, en foliculos linfoides
secundarios en los que se observa un area proliferativa central denominada centro germinal 2,
generada aproximadamente 4 dias * después de la estimulacién antigénica '. A su vez, en el
centro germinal se observan dos compartimentos diferentes, tanto a nivel histolégico *3* como
molecular ®®, denominados zona oscura (ZO) y zona clara (ZC). En la zona oscura se localizan la
mayoria de los linfocitos B que estén en fase proliferativa (centroblastos) y en ella se produce el
fendmeno de hipermutacién somatica (en el que se generan mutaciones puntuales en los
dominios ya reordenados de los genes de las cadenas pesadas y ligeras de las Ig), con la
consecuente maduracion de la afinidad por el antigeno . Ademas, en esta ZO, es donde tiene

lugar el proceso de cambio de isotipo de la Ig y la seleccion de los linfocitos B especificos del

5
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antigeno que muestran elevada afinidad por el mismo &'

, aptos para sobrevivir y diferenciarse
a célula B de memoria o a CP "®® La zona clara, integrada por células B foliculares que han pasado
la fase proliferativa y han salido del ciclo celular (centrocitos) junto con linfocitos T colaboradores
CD4" de tipo folicular (TFH, del inglés, T follicular helper cells)y las células dendriticas foliculares
(FDC, del inglés, follicular dendritic cells)*, se encuentra en el polo opuesto del centro germinal

y es donde ocurre el proceso final de diferenciacion a linfocito B de memoria o CP, en presencia

de laIL-21"" (Figura 2).

Asi, los linfocitos B foliculares y algunos linfocitos B de la zona marginal **, al ser activados por
los antigenos (generalmente de naturaleza proteica) retenidos en la superficie de las células
dendriticas foliculares ', sobreexpresan el factor de transcripcion BCL-6 facilitando la formacion
del centro germinal *?. En paralelo, estos linfocitos B recién activados por el antigeno, muestran
un incremento de expresion de CCR7 que favorece su migracién a la interfase entre el espacio B
y T, en respuesta a los ligandos de CCR7 (CCL19 y CCL21) que predominan en la zona paracortical
T ' A su vez, la sobreexpresién de CXCR5 en los linfocitos B activados, junto a un entorno
enriquecido en su ligando (la quimiocina CXCL13) en ausencia de IL-12, se favorece el contacto
del linfocito B activado con los linfocitos T colaboradores Th2 y, de forma especifica, con aquellos
linfocitos Th2 activados por péptidos derivados del mismo antigeno que les han sido presentados
por las células dendriticas; con ello, se incrementa también la expresién de CXCRS5 en los linfocitos
Th2 activados facilitando su migracion hacia el centro germinal "™ . La migracién, tanto de los
linfocitos B como de los linfocitos T, desde zonas opuestas, favorece su encuentro con la puesta
en marcha de la respuesta inmune humoral, con la correspondiente expansion y diferenciacion

de los linfocitos B especificos de antigeno " * (Figura 2).

Como consecuencia de los estimulos recibidos, los linfocitos B activados incrementan su
capacidad de presentacion antigénica, sobreexpresando moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo Il (MHC 1) junto con moléculas coestimuladoras de linfocitos T " ™. As,
la interaccion entre ambas células se favorece a través de la unién de CD40 y CD80/CD86 de los
linfocitos B a sus ligandos CD154 (CD40L) y CD28, respectivamente, en los linfocitos T ***. Este
contacto activo entre células B y T, junto con las citocinas liberadas por estas Ultimas [p.gj. IL-4,
interferén (IFN)-vy, factor de necrosis tumoral (TNF)-B e IL-5], inducen la expresién y activacion de
la enzima AID (deaminasa de citidina inducible por activacion, cominmente conocida como

) 34-37

deaminasa , que tiene un papel clave en el proceso de hipermutacion somatica de los genes
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de las Ig y, en concreto, sobre las secuencias que codifican para las regiones determinantes de

complementariedad (CDR), generando un cambio (incremento o disminucion) en la afinidad del
A ¢ 2,4,14,17,18, 25, 37 [ : HPA

receptor de célula B (BCR) por el antigeno . Asi mismo, la interaccion B-T promueve

el cambio del isotipo de cadena pesada de la Ig (IgH) en parte de estas células >* '

, con lo que
se termina por definir la funcion efectora especifica de los anticuerpos que se produciran
posteriormente, sustituyendo la regién constante de la cadena pesada de la IgM por la de la IgG1-
4,1gA1-2 0 IgE #3% 3’ Posteriormente, se produce una seleccion clonal (positiva) preferencial de

14, 31

aquellos linfocitos B que expresen un receptor BCR de alta afinidad por antigeno , con la

diferenciacion final a CP productora de anticuerpos o a célula B de memoria * .

Los linfocitos B de memoria (especificos de antigeno) recién generados, tienen capacidad de
persistir durante décadas incluso en ausencia del antigeno ™™ . Por el contrario, las CP recién
producidas deben migrar por via sanguinea a los nichos de supervivencia de CP, para mantener
en el tiempo la secrecion de anticuerpos ™ *'. Esta migracién se ve favorecida por el cambio de
expresion de receptores de quimiocinas durante el proceso de diferenciacion, asociado a la
pérdida de expresion de CXCR5 y CCR7 ® "y la ganancia de CXCR4 & ™™ 1.2 CXCR6 " y/o
CXCR3 8, receptores que facilitan la salida de los plasmablastos recién formados hacia MO,
atraidos por la concentracion progresivamente mas elevada de sus correspondientes ligandos
CXCL12 (para CXCR4) 281125y CXCL16 (para CXCR6) ", producidos por parte de las células del
estroma medular o, en su caso, CXCL9, CXCL10 y CXCL11 (ligandos de CXCR3) provenientes de

tejidos inflamados ®.

A lo largo de todo este proceso, gran parte de las CP generadas mueren por apoptosis
espontanea o inducida por Fas (CD95) °, al no alcanzar un nicho de supervivencia (habitualmente
en MO) > en |os (tres a siete) dias siguientes a su produccion 8. Estos hallazgos indican que

1,27

la longevidad de las CP no es un caracteristica intrinseca de las mismas sino que, depende

de factores del microambiente tisular (p.ej. medular) & " ™

, entre los que se incluyen la
sefalizacion mediada por algunas citocinas, por moléculas derivadas de las células del estroma 'y
por algunas células del sistema hematopoyético . Hoy se sabe que, entre otros factores, tienen
especial relevancia en la induccion de la supervivencia de las CP, moléculas involucradas en su
adhesion al estroma medular, como las integrinas LFA-1 (CD11a) y VLA-4 (CD49d) *, el receptor

de acido hialurénico CD44 ¥y las interleucinas IL-6 ™2 [L-4, IL-5 e IL-10 "*2°, ademés de

la quimiocina CXCL12 (o SDF-1) ™ ™, el TNF-a ', el factor estimulante de colonias granulo-
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monociticas (GM-CSF) y el factor transformante del crecimiento (TGF) o y B . Todos ellos,
contribuyen al mantenimiento de las CP dentro del nicho (medular) y, por consiguiente, a su

supervivencia a largo plazo (CP de vida larga).

Cuando posteriormente ocurre un segundo contacto con el antigeno que desencadene una

respuesta inmune secundaria T-dependiente 28 2> 31

,junto con la activacion de nuevos linfocitos
B naive, se reactivarian los linfocitos B de memoria con capacidad de diferenciacién a CP > "™,
Este fendmeno, ademas de retroalimentar la reserva de linfocitos B de memoria especificos del
antigeno con la posibilidad de sufrir un nuevo cambio de isotipo o de subclase de Ig (por ejemplo,
desde células B1gG1 e lgAlalgG2, IgG4 o 1gA2), ° conduciria a la producciéon de CP con capacidad

de competir por los nichos de supervivencia y, ante la nueva exposicion antigénica, incrementar

asi la concentracion sérica de anticuerpos especificos * 2°.
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Figura 2. Representacién esquematica de las distintas vias de produccién y diferenciacién de las células plasmaticas. Una vez que el
antigeno entra al ganglio linfatico, los linfocitos B naive residentes en el espacio extra-folicular se diferencian a CP de vida corta
(respuesta T-independiente). Aquellas células B que entran en proliferaciéon en colaboracién con los linfocitos T (respuesta T-
dependiente), forman el centro germinal que incluye una zona oscura (ZO) altamente proliferativa donde se localizan los centroblastos
y otra area conocida como zona clara (ZC) que contiene los centrocitos que se diferenciaran a: i) plasmablastos, ii) linfocitos B de
memoria o iii) centrocitos que retornaran al area proliferativa para continuar con la reacciéon del centro germinal. Asi mismo, la
reactivacion de los linfocitos B de memoria por un segundo contacto antigénico resultaria en la diferenciacion hacia nuevos
plasmablastos y células B de memoria. Una vez que el gradiente de citocinas favorece la salida de las CP recién formadas, estas migran
a través de la sangre periférica hacia nichos de supervivencia en MO y otros tejidos (Paso 1). El anclaje de la CP al estroma medular,
facilitado por los factores solubles secretados por las células del microambiente, favorece la supervivencia y longevidad de las CP
encargadas de la produccién y mantenimiento de los niveles de anticuerpos en plasma (Paso 2). La competicién por el nicho medular
podria generar a su vez, una recirculacion de CP de vida larga, desde la MO hacia sangre periférica, donde finalmente moririan por
apoptosis en caso de no alcanzar otro nicho de supervivencia (Paso 3). CP, célula plasmatica; LB, linfocito B; LT, linfocito T; FDC, célula
dendritica folicular; TFH, linfocito T folicular; TD, respuesta T-dependiente. Modificado de Kometani et al *.
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1.1.2 Respuesta B independiente de linfocitos T

Habitualmente, los linfocitos B requieren de la colaboracién de las células T para responder
de forma eficiente frente al antigeno . Sin embargo, en algunas circunstancias pueden inducirse
respuestas B en ausencia de colaboracién por parte de los linfocitos T CD4* ™ . Estas respuestas
B independientes de células T, ocurren cuando existe una estimulacion prolongada e intensa de
las células B *° y estan frecuentemente mediadas por moléculas no proteicas " * y antigenos

192940 capaces de unirse al BCR ™33, al

multivalentes presentes en concentraciones elevadas
correceptor CD21/CD80/CD19 o a receptores tipo “fo//” (TLR) ™ %, induciendo una proliferacion
potente de las células B estimuladas y su diferenciacién a plasmablastos de vida corta con
capacidad de secretar (rapidamente) anticuerpos de baja afinidad de tipo IgM "™ 2 (Figura 2).
Asi, los antigenos implicados en la respuesta B independiente de linfocitos T, se clasifican
habitualmente en dos tipos segun su estructura y composicion . Por un lado, pueden ser
antigenos de naturaleza lipopolisacaridica, denominados antigenos de tipo 1, presentes en la
practica totalidad de bacterias (en su mayoria gram-negativas), ' asi como en acidos nucleicos o
glicolipidos ' de virus y hongos *°, que tienen la capacidad de inducir una activacion policlonal de
linfocitos B naive y de memoria localizados fuera de los foliculos linfoides, en los limites entre la
zona T y la pulpa roja en el bazo ", mediante su unién a TLR-4 ® y CD21". Por otro lado, los
antigenos de tipo 2, constituidos fundamentalmente por polisacaridos de la pared de bacterias
encapsuladas *° como el Streptococcus pneumoniae ™, inducen principalmente la activaciéon de
linfocitos B de la zona marginal y de las células B-1 localizadas en mucosa ', mediada por (la
agregacion del) BCR "y su posterior diferenciacion a CP secretora de IgM y, en mucho menor
grado, de 1gG2 '3 tras expresion de AID 7. Ademas, estos antigenos de tipo-2 podrian activar
otras células secretoras de citocinas, capaces de contribuir a la diferenciacion de los linfocitos B

ya activados .

Las CP (mono o poli) reactivas generadas mediante estas respuestas T-independientes,
habitualmente no sufren cambio de isotipo, produciendo anticuerpos de tipo IgM ™, en ausencia
de memoria y sin generar, por lo tanto, proteccion a largo plazo ". No obstante, este tipo de
respuestas B son importantes a la hora de mediar una defensa rapida e inmediata, y contribuir al
mantenimiento de una adecuada homeostasis tisular (p.gj. al unirse a autoantigenos inducidos

3

durante procesos de isquemia o aterosclerosis) **. Como consecuencia de la ausencia de

interaccion y colaboracion con las células T, las CP de vida corta generadas en las respuestas B
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T-independientes, muestran tasas bajas de hipermutacion somatica y de maduracién de afinidad
por el antigeno "V, siendo capaces de sobrevivir durante varios dias a semanas, dependiendo de

su interacciéon con BAFF y de la disponibilidad de este factor de diferenciacion en el ambiente ™.

1.2 Fenotipo de la célula plasmatica

Los cambios en los patrones de expresion de proteinas que ocurren durante la diferenciacion
del linfocito B a CP, y dentro de éstas, desde los plasmablastos localizados en tejidos linfoides
(como la amigdala), a los plasmablastos que circulan en sangre periférica y a las CP que han
alcanzado ya la MO, hacen que el fenotipo de las CP sea muy distinto del que muestran los
linfocitos B naive y de memoria, pero a la vez relativamente variable y heterogéneo entre distintos

tejidos > ' *' (Figura 3).

En las Ultimas décadas, el empleo de técnicas como la inmunofluorescencia *° y la citometria
de flujo, ha permitido definir con precision los perfiles fenotipicos de las CP a lo largo de su
maduracién, desde los érganos linfoides secundarios, a sangre periférica y de ésta, a MO **77,
Asi, se sabe que la diferenciacion a CP se asocia a la pérdida de marcadores pan-B como CD20,
CD22 y CD24, sobreexpresion de CD38 “'y CD27 como impronta de las fases finales de la reaccion

| 448

centro germina , positividad para sindecano-1 (CD138) caracteristica del compromiso B a CP

4950 junto a niveles constantes de CD81°"y un cociente kappa (k)/ lambda (\) medio de ~1,3 .

A nivel tisular, las CP caracteristicas de los 6rganos linfoides secundarios como la amigdala,
muestran un fenotipo globalmente mas inmaduro (plasmablasto), conservando aun la expresion
de marcadores de célula B como CD19%, CD20%®! CD22*, CD45* y HLADR" ® junto con la
expresion de moléculas de adhesion que favorecen su localizacion en el tejido linfoide (CD11a*
CD21* CD31* y CD49d%"") 5, en ausencia de expresion de CD138 (negativo/débil) > y con un perfil

pro-apoptético reflejado por niveles de expresion débil de CD95 y Bcl-2 °.

En contraposicion, las CP detectables en sangre de adultos sanos muestran un fenotipo de
transicion entre los plasmablastos de los 6rganos linfoides secundarios y las CP de MO °,
representando estas células, CP recién formadas que migran desde los érganos linfoides
secundarios a sangre en blsqueda de nichos de supervivencia *°. Asi, las CP circulantes en sangre

muestran expresion débil pero homogénea de CD19 y CD45, en ausencia de CD56 y CD117 *,

10
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junto con niveles elevados de CD38 (aunque inferiores a los observados en MO) > y expresion

heterogénea de HLADR *?, CD20 y CD138 * > >, Asi mismo, muestran un incremento en la

positividad de CD62L > *° y CD95 *8, mayor expresion de marcadores de proliferacion celular 2

(KiG7+ heteregéneoy 52 jynto a una reactividad débil de Ig de superficie >3,
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Figura 3. Representacién esquematica del patrén inmunofenotipo observado durante la diferenciacién de la CP desde los érganos
linfoides secundarios hacia MO, pasando por sangre periférica. En el panel superior se muestra el fenotipo de las distintas poblaciones
de CP de acuerdo con su localizacién tisular y grado de maduracién, mediante anélisis de componentes principales (CA) y diagramas
convencionales de puntos de citometria de flujo. En el panel inferior, se detallan los perfiles fenotipicos diferenciales de CP en distintos
estadios madurativos. Sm, superficie de la membrana citoplasmaética; cy, intracitoplasmatico (del inglés cytoplasmic); het, heterogéneo.

Finalmente, las CP de MO adquieren un fenotipo mas maduro

", mostrando expresion

heterogénea de CD19, CD45 *>* HLADR °y CD56 *"**, asociada a una marcada positividad para

CD138 > "¢ Este fenotipo variable, permite dividir las CP normales de MO en 3 compartimentos
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madurativos, segun la expresion de CD19 y CD56: una poblacion mas inmadura CD19°CD56
(proveniente de sangre periférica), CP intermedias CD19°CD56™ en transicion hacia el fenotipo
mas maduro, definido por la ausencia de expresion de CD19 con positividad para CD56 (CD19°
CD56%) **'. Estas diferencias fenotipicas se relacionan a su vez, con cambios paralelos en la
expresion de otros marcadores, como la disminucion progresiva de la positividad para CD45
(CD457%) *8. Ademas, las CP normales de MO muestran pérdida de expresion de marcadores B
como CD20, CD21, CD22 8, HLADR *° e Ig de superficie ®°, junto a un patron de expresion de
moléculas de adhesion que les permite anclarse al microambiente medular (CD11a’, CD31*,
CD49d** > CD38** "¢y CD17 *°" %% asi como un fenotipo anti-apoptético caracterizado por
negatividad para CD95 y niveles elevados de Bcl-2 a nivel citoplasmatico * ¢, asociado a una baja
tasa proliferativa (Ki6779" 5% 63 Este fenotipo, junto con la expresion de cantidades elevadas de
lg a nivel intracitoplasmatico *° y la positividad fuerte para Vs38c °, confiere a las CP de MO un

fenotipo de CP de vida larga, productora y secretora de anticuerpos '@ 4% 7,

1.3 Funcién de la célula plasmatica

La CP tiene como funcién principal la sintesis y secrecion de grandes cantidades de

1933 64 por ello, la CP muestra caracteristicas morfolégicas, bioquimicas,

anticuerpos
estructurales > y moleculares ** que reflejan su compromiso hacia la sintesis proteica (Ig), con un
aparato de Golgi y un reticulo endoplasmatico rugoso muy desarrollados (hipertrofiado),
asociado a un incremento de la expresion de los factores de transcripcion Blimp-1', XBP1™® e
IRF4 ©. En este sentido, una vez que el linfocito B se activa y comienza el proceso de
diferenciaciéon a CP, se produce una regulacién negativa de la expresion de factores de
transcripcion asociados a la célula B (principalmente de aquellos que estan bajo la influencia de
PAX5), asociada a la expresiéon ahora de factores de transcripcion relacionados con la
diferenciacion a CP (Blimp-1, XBP1 e IRF4). Esto se relaciona con un compromiso elevado (>70%)
del transcriptoma de la CP hacia la sintesis de cadenas pesadas y ligeras de Ig, reflejado a su vez,
en la activacion de la via UPR que induce acumulacion de proteinas en el lumen del reticulo
endoplasmico y desencadena la expansion del aparato secretor de la CP. Ante la gran demanda

energética que sufre la CP para ejercer su funcion secretora (ya que el 90% de la glucosa celular

es usada en el proceso de glicosilacion de anticuerpos), se produce una adaptacion metabdlica
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de la propia CP, con sobreexpresién del transportador de glucosa GLUT1 en su superficie celular

65

A nivel postranscripcional, la diferenciacion de un linfocito B a CP conlleva un cambio en el
patron de produccion de lg de membrana hacia sus variantes solubles ', asociado a la produccion
de anticuerpos responsables de mediar mecanismos de proteccién inmune frente a

2B extracelulares " ** a través de: i) la neutralizacion del patégeno o de sus

microorganismos
productos toxicos ; ii) la opsonizacion del antigeno con posterior captura por parte de células
fagociticas, como granulocitos neutroéfilos y células del sistema monocito/macréfago; ademas de
inducir, iii) la activacion de la via clasica del complemento; y iv) la citotoxicidad dependiente de
anticuerpos; v) junto a la capacidad de mediar la desgranulacion por parte de células del sistema

inmune innato como el mastocito y granulocito eosinéfilo .

En la practica, la funcion especifica particular de cada tipo de anticuerpo depende de su isotipo
y, en concreto, de la regién C-terminal de la cadena pesada de la Ig que define los nueve subtipos
principales de Ig: IgM, IgD, IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4, IgA1, IgA2 e IgE "33 3% 3 Los anticuerpos de
tipo IgM en su forma pentamérica mas abundante, activan las proteinas del sistema del
complemento ™. Por su parte, el isotipo IgD ha sido asociado con respuesta a procesos infecciosos
a nivel de tracto respiratorio superior * y con la modulacion de la activacion de los basofilos .
En cuanto a los anticuerpos de tipo IgG, representan en su conjunto moléculas multifuncionales
que, ademas de tener capacidad de opsonizacion de patdgenos y de sus componentes

) &3, activan el complemento (IgG3 sobre todo *

moleculares (principalmente IgG1 e IgG3
aunque con menor eficiencia que la IgM ), y tienen un papel preponderante en la induccion de
citotoxicidad dependiente de anticuerpos mediante su union a los receptores FcylgRI-IIl CD64,
CD32y CD16 de las células fagociticas (p.ej. macréfagos y granulocitos neutrofilos) y de las células
Natural Killer (NK) " (principalmente la IgG1 e IgG3 *). Ademas, hoy dia se sabe que ambos isotipos
de IgA (IgA1 e IgA2) ejercen su accién de forma preferente en la piel y mucosas del tracto

respiratorio "¢ ¢

y en el lumen de la mucosa gastrointestinal, actuando frente a patdgenos
localizados en esos tejidos "™ %8 Finalmente, la IgE actuaria de forma preferente en la respuesta
inmune frente a parasitos y en reacciones de hipersensibilidad mediante su union al receptor Fc
de alta afinidad especifico de esta Ig (FcelgRI), expresado de forma constitutiva en granulocitos
baséfilos '® y en mastocitos, al igual que tras la activacion de otras células del sistema inmune

como los granulocitos eosinéfilos 2. Estructuralmente, cada molécula de anticuerpo, ademas de
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dos copias de la cadena pesada, tiene dos copias idénticas de cadena ligera k o A %, cuya
distribucién dentro del conjunto de linfocitos B normales de sangre periférica se sitla en una

proporcion de alrededor de 55% / 45% .

La cinética de distribucién de las CP a lo largo de la vida es muy variable. Hasta la fecha, no
se han detectado CP normales circulantes en sangre de cordon umbilical en el momento del
nacimiento, incluso cuando se han empleado técnicas de citometria de flujo de elevada
sensibilidad °. Posteriormente, el nimero de CP se incrementa exponencialmente en sangre
durante los primeros dias, semanas y meses de vida, debido al contacto continuo con nuevos
antigenos tras el nacimiento, tanto a nivel respiratorio como gastrointestinal, alcanzandose los
niveles mas elevados de CP en sangre entre el afio y los dos afios de vida * . A partir de este
momento, el nimero de CP comienza a disminuir progresivamente en la circulacion sanguinea
hasta la edad adulta. No obstante, cabe resaltar que la distribucion en sangre de las CP circulantes
muestra un perfil distinto segun el isotipo y subclase de Ig. Asi, para las CP IgM* se alcanzan los
niveles mas elevados en sangre entre los 6-18 meses de vida, momento en el que muestran
también su pico maximo las CP circulantes I1gG3™, IgG1* e IgA1*. Por el contrario, las CP IgG2*,
IgG4™ e IgA2*, muestran sus niveles mas elevados mas tarde, entre el primer y segundo afio de

vida °.

Ante las variaciones observadas en la tasa de produccion de CP en cada sujeto a lo largo de
la vida, resulta comprensible que de la misma manera oscilen también a lo largo de la vida, los
niveles globales de anticuerpos en plasma, asi como sus distintos isotipos y subclases > ¢°. En este
sentido, cabe sefialar que, los niveles de anticuerpos solubles no solo dependen del numero de
linfocitos B activados por antigenos y del nimero de CP circulantes generadas, sino también de
la extension de la proliferacion de los linfocitos B activados, de su tasa de diferenciacion hacia CP
de vida larga con capacidad secretora de anticuerpos ’, de la cantidad de anticuerpos secretados

por cada CP y de su vida media °.

A nivel sérico, se conoce que, aunque una parte significativa de los titulos de Ig podria
provenir de las CP de vida corta que son generadas continuamente tras contacto antigénico *®
% la produccion de anticuerpos sostenida en el tiempo se debe a las CP de vida larga ™
localizadas en los nichos (especializados) de supervivencia, principalmente en MO ™y en Ia
lamina propia del intestino " ®®. Dado que gran parte de la IgA e IgM producidas se liberan a

las secreciones externas ", los anticuerpos de tipo IgG son los mas abundantes en la circulacion
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(plasma), seguido de los niveles de IgA (probablemente la Ig producida diariamente en mayor
cantidad) e IgM, mientras que la concentracion sérica de IgD, y particularmente de IgE, es minima

en adultos sanos * 2.

2. Neoplasias de células plasmaticas

Actualmente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017) define las neoplasias de CP

como un grupo de neoplasias de células B maduras "

caracterizadas por la expansion y
acumulacién de CP clonales en MO ™, detectandose ademas (en algunos casos) CP tumorales en
la circulacion sanguinea o en tejidos extramedulares °, que pueden incluso predominar sobre las
de MO . Asi, en términos generales, las neoplasias de CP engloban un amplio abanico de
enfermedades entre las que merece destacar la gammapatia monoclonal de significando incierto
(GMSI), el mieloma multiple quiescente o asintomatico (MMQ), el mieloma activo (mieloma
multiple; MM) y la leucemia de células plasmaticas (LCP). Ademas, bajo la denominacion de
neoplasias de CP localizadas, se incluyen otras entidades como el plasmocitoma solitario (de
hueso o extradseo), junto a los sindromes por depdsito de Ig en tejidos, que incluyen la
amiloidosis por depdsito de cadenas ligeras y la enfermedad sistémica por depdsito de Ig
monoclonales (de cadenas pesadas y ligeras), asi como los sindromes asociados a neoplasias de
CP con manifestaciones paraneoplasicas (tipo el sindrome POEMS o, el recientemente
identificado "® 7, sindrome TEMPI) °. Ademés de estas neoplasias de CP, se conocen otras
enfermedades que involucran la presencia de CP clonales, como el linfoma linfoplasmocitico IgM
del tipo macroglobulinemia de Waldenstrém, o el linfoma linfoplasmocitico IgG o IgA. No
obstante, estas Ultimas entidades, se incluyen dentro de las neoplasias (leucemias/linfomas) de
células B maduras/periféricas al presentar un predominio habitualmente de linfocitos B clonales,

simultaneamente con la presencia de CP clonales "3,

De forma caracteristica, las CP tumorales de pacientes con neoplasias de CP, secretan una
proteina Unica "® denominada paraproteina, proteina-M o componente monoclonal (CM), la cual
es detectable en suero y/u orina en la gran mayoria de los casos "°. Tanto el depdsito o
acumulaciéon de esta proteina monoclonal y de las CP tumorales en MO, como el exceso de
citocinas liberadas por parte del tumor o del estroma tumoral, son responsables del dafio
organico atribuible a estas neoplasias, especialmente en sus variantes malignas .
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Desde el punto de vista ontogénico, aunque actualmente no se conoce con precision la
contrapartida normal de la célula tumoral ancestral de la CP clonal, es posible que en la mayoria
de las neoplasias de CP esta célula ancestral se corresponda con la contrapartida neoplasica de
una CP de vida larga post centro germinal °, con cambio de isotipo e hipermutacién somatica ™.
Asi, hoy se postula que precisamente a nivel de la maduracion/diferenciacion B post centro
germinal ", podrian ocurrir las traslocaciones cromosémicas (especificas) que involucran al gen
IGH -p.ej. t(11;14)(q13;932), t(4;14)(p16;932) y t(14;16)(932;g23)-. Estas traslocaciones, junto con la
inestabilidad cromosomica generadora de aneuploidia del acido desoxirribonucleico -ADN- (en
forma de hiperdiploidia), constituirian los eventos oncogénicos primarios de las neoplasias de CP.
Las traslocaciones cromosémicas que afectan al gen /GH, activan oncogenes como CCND7
(ciclina-D1), FGFR3 (abreviado del inglés, receptor del factor de crecimiento de fibroblastos-3),
MMSET (abreviado del inglés, dominio SET del mieloma multiple), MAF, MAFBy CCND3, capaces
de alterar la regulacion normal del ciclo celular de la célula tumoral y favorecer su expansion y
supervivencia en MO 881 posteriormente, la aparicion de mutaciones adicionales en los genes
K-RAS, N-RAS, BRAF, FAM46C, DIS3, TP53 entre otras alteraciones (menos frecuentes), con
afectacion de las vias de sefializacion celular de NFkf, PI3K'y AKT, unidas a anomalias epigenéticas
(por hipo- o hipermetilaciéon del ADN), consolidaria la instauracion en la célula tumoral de los
eventos oncogénicos secundarios responsables de la inmortalizacion celular y de la progresion
clinica ™®', desde formas benignas y asintomaticas (como la GMSI y el MMQ) a las variantes

malignas y mas agresivas de la enfermedad (MM y LCP) 8 (Figura 4).

En la actualidad se sabe que la aparicion de las alteraciones genéticas primarias caracteristicas
de las gammapatias monoclonales y otras enfermedades de CP, modificarian el crecimiento y
comportamiento de las CP clonales, su supervivencia e interaccion con el microambiente medular,
contribuyendo a incrementar su capacidad de diseminacion extramedular y su resistencia a los
tratamientos citotoxicos " 4. Precisamente, la existencia de una interaccion anémala entre las CP
tumorales y el microambiente de MO, se ha sugerido podria constituir un mecanismo clave en la
progresion maligna de la enfermedad, desde estadios asintomaticos como la GMSI y el MMQ,
hasta las formas malignas de la enfermedad, como el MM y la LCP. Esta alteracion se asociaria
con una pérdida de la capacidad de control del crecimiento tumoral por parte de las células del
sistema inmune, con el deterioro de la funcion efectora de linfocitos T y células NK, la supresion

de la produccién de citocinas antitumorales y/o el aumento de células reguladoras T y/o
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mieloides # % A su vez, el aumento de la masa tumoral, junto con la actividad funcional alterada
de las CP clonales, el depdsito de CM vy las nuevas interacciones generadas con el micro-
medioambiente tumoral, desembocarian en i) la afectacion funcional del hueso (e hipercalcemia)
reflejo del desequilibrio funcional entre la actividad de los osteoblastos y la de los osteoclastos ™
84,8788 i) la induccién de un ambiente pro-angiogénico que alteraria la estructura de los vasos

sanguineos del nicho medular " # iii) la aparicién de anemia y/o iv) dafio tubular renal, con la

consiguiente aparicion de insuficiencia renal " #,
CP clonales CP clonales y malignas
@@ @@@6
® N8 —— e
Inicio Progresion
Enfermedad intramedular _— Afectacion extramedular via sangre periférica

| 1BpostCG MGUS MMQ MM P

[
Eventos oncogénicos primarios:
+ Traslocaciones del gen /GH: t(11;14)(q13;q32), t(4;14)(p16;q32) y t(14;16)(q32;923)

+ Hiperdiploidia del ADN

Eventos oncogénicos secundarios:

+ Alteraciones cromosomicas: del(13q), del(17p), ganancias o pérdidas en 1q o 1p

» Factores epigenéticos: hipo- o hipermetilacién del ADN

« Mutaciones adquiridas en los genes K-RAS, N-RAS, BRAF, FAM46C, DIS3, TP53, MYC, entre otros

Microambiente tumoral _

Figura 4. Mecanismos genéticos implicados en la oncogénesis y transformaciéon maligna de la CP tumoral en las gammapatias
monoclonales. La CP tumoral de pacientes con neoplasias de CP, muestra una gran heterogeneidad genética con alteraciones
recurrentes que se acumulan de forma secuencial desde los estadios tempranos de la enfermedad, como la GMSI y el MMQ, hasta
las formas sintomaticas y mas agresivas de la misma, como el MM vy la LCP, afectando de forma progresiva la capacidad de
diferenciacién, proliferaciéon y supervivencia de las CP tumorales y favoreciendo su expansién, acumulacion y diseminacion dentro y
fuera de la MO. LB, linfocito B; CG, centro germinal; CP, célula plasmatica. Modificado de Kumar et al, y Fonseca et al. 78

2.1 Criterios diagndsticos

La GMSI constituye la neoplasia de CP mas comin %, aumentando su prevalencia a medida
que avanza la edad, desde un 3,2% en sujetos mayores 50 afios a un 5,3% entre los que superan
los 70 afios ?'. Se trata de una entidad mas frecuente en varones * de raza negra * con una

mediana de edad al diagndstico situada alrededor de los 72 afios *
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Debido a que cursa de forma asintomatica, el diagndstico de la GMSI constituye habitualmente
un hallazgo casual, al detectarse la presencia de CM en un anélisis de rutina °* . La confirmacion
diagndstica requiere de un CM sérico <30g/L, asociado a una baja infiltracion de MO por (<10%)
de CP, con niveles minimos de paraproteina en orina, y ausencia de signos de afectacion funcional
de 6rganos y tejidos, traducida de forma especifica en la ausencia de lesiones liticas en hueso,
hipercalcemia, insuficiencia renal o anemia * % (Tabla 1). En la GMSI, el CM IgG constituye el tipo
de Ig mas frecuente (#70%), seguida de la IgM (15%) y la IgA (12%), mientras que 3% de los casos
presentan mas de una paraproteina (biclonal) ¥ y un 0,8% muestran un CM asociado a la
expresion Unicamente de cadenas ligeras de Ig *®. Al igual que ocurre con las CP normales, se
observa un predominio de tumores con cadenas ligeras k (=60%) sobre los que presentan
cadenas ligeras A (40%) ?'. Ademas, alrededor de una cuarta parte de las GMSI muestran una
disminucién de la concentracién de al menos una de las Ig residuales (policlonales) en suero 7',
lo que podria explicar (al menos en parte) la inmunodeficiencia subyacente que sufren estos
pacientes y su mayor riesgo (el doble) de sufrir infecciones, comparado con sujetos sanos de la
misma edad *°. Aunque la mayoria de los pacientes con GMSI presentan un curso clinico estable
y un comportamiento clinico benigno, alrededor de =1%/afio muestran progresién a formas mas

avanzadas de la enfermedad, especialmente a MMQ y MM %,

La amiloidosis de cadenas ligeras constituye un tipo de enfermedad por depésito causada por
una neoplasia de CP o (en menor frecuencia) por una neoplasia linfoplasmocitica, en la que la
célula tumoral secreta cadenas ligeras de Ig k 0 A que se depositan (en fragmentos o intactas) en
forma de "hoja B—plegada” en érganos y/o tejidos causando disfuncion organica > ' 1 Sy
incidencia es relativamente baja (1 caso por 100.000 habitantes) y afecta principalmente a adultos

3 Las

>40 afos (>95% de los casos) con una edad media al diagnostico de =64 afios
caracteristicas clinicas de los pacientes que presentan amiloidosis de cadenas ligeras, dependen
del 6rgano afectado e incluyen depdsito miocardico con insuficiencia cardiaca o arritmias,
sindrome nefrotico, disfuncién hepatica, alteraciones gastrointestinales o neuropatia periférica '®.
Para su diagndstico se requiere: i) la deteccion de la proteina amiloide bien en biopsia de grasa
abdominal subcutanea, en MO o en el érgano afectado, mediante coloracién de rojo Congo,
junto con ii) la presencia de un cociente alterado entre las cadenas ligeras de Ig libres (CLL) en

suero y iii) la identificacién de CM sérico (o en orina) por inmunofijacién, que suele estar en torno

a una concentracion media de 14 g/L y ser de tipo IgG/lambda en la mayoria (70%) de los casos
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73 (Tabla 1). A nivel molecular, mas de la mitad (61%) de los pacientes con amiloidosis presenta un

) "y, en menor medida, a la delecién parcial

perfil citogenético asociado a la traslocacion t(11;14
del brazo largo del cromosoma 13 (del13q14) o la ganancia del brazo largo del cromosoma 1
(+1g21) . Hoy sabemos que en practicamente todos los pacientes con amiloidosis de cadenas
ligeras primarias, existen CP clonales en MO, aunque en cantidades similares o (incluso) inferiores

a las detectadas en sujetos diagnosticados de GMS| 02193,

El mieloma multiple quiescente o asintomatico (MMQ) representa una entidad biolégicamente
heterogénea ', con un comportamiento clinico y bioldgico intermedio entre la GMSI y el MM &,
Para su diagnostico se requiere la presencia de CM sérico >30g/L (o 2500mg de paraproteina en
orina de 24 horas) y/o una proporcion de CP en MO 210% y <60%, en ausencia de signos clinicos
de enfermedad sintomatica que definen el MM o la amiloidosis *® (Tabla 1). En conjunto, el MMQ
representa en torno al 6% de las neoplasias de CP %, siendo mas frecuente en varones, con una
mediana de edad de 64 afios '%°. En gran parte de estos pacientes se observa inmunoparesia (52%
19-83% '), reflejada por la reduccién de los niveles séricos de las Ig residuales policlonales.
Aunque en el momento del diagnéstico los pacientes con MMQ se encuentren por definicion
asintomaticos, una importante proporcion (10%/afio) termina desarrollando enfermedad

sintomatica (es decir, MM) .

El MM representa 1,8% de todos los tumores malignos, siendo la segunda neoplasia
hematoldgica maligna mas frecuente responsable de casi 13.000 muertes al afio ', Su
epidemiologia es similar a la del resto de enfermedades de CP, detectandose de forma
predominante en varones de raza negra ">, con una mediana de edad al diagnéstico de 70 afios
273 Al tratarse de una entidad clinica y bioldgicamente heterogénea ", para el diagnéstico del
MM se requiere de una combinacion de marcadores clinicos, bioquimicos, histopatolégicos y
radiologicos . Asi, en la gran mayoria de los pacientes (*97%) ™ se detecta un CM
significativamente alto en suero (>30g/L) "%, frecuentemente de isotipo IgG (50% de los casos),
seguido de IgA (20%) y de la expresion Unica de cadenas ligeras k 0 A (20%); en los demas (<10%),
se detecta CM de tipo IgD, IgE, IgM o biclonal 3. Por definicion, para el diagnéstico del MM, los
pacientes deben tener infiltracion de >10% de CP en MO y/o presencia de uno o mas
plasmocitomas &seos o extramedulares (confirmado mediante biopsia), asociado a una
afectacion funcional subyacente de la MO, del hueso y/o del rifidn, manifestada en al menos uno

de los cuatro criterios CRAB que definen el MM sintomatico ® °: i) hipercalcemia (>11 mg/dL); i)
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insuficiencia renal (reflejado en una disminucién de la depuracién de creatinina por debajo de
40mL/min o valores de creatinina sérica >2 mg/dL); iii) anemia (con niveles de hemoglobina
inferiores a 100 g/L); y/o iv) lesiones &seas detectadas mediante rayos X o tomografia axial

computarizada (con o sin emision de positrones) % (Tabla 1).

En el afio 2014, el Grupo Internacional de Trabajo en Mieloma (IMWG, siglas del inglés
International Myeloma Working Group), estableci¢ criterios diagnosticos adicionales para
pacientes con MM que no presentan signos CRAB al diagndstico. Asi, segun el IMWG, para el
diagnostico del MM en ausencia de criterios CRAB, se requiere la presencia de al menos uno de
los siguientes marcadores de malignidad °¢: i) infiltracion de MO con >60% de CP con restriccion
de expresion de las cadenas ligeras de Ig k/A mediante técnicas de citometria de flujo,
inmunohistoquimica o inmunofluorescencia; ii) existencia de un cociente >100 entre CLL en suero,
en favor de la cadena ligera producida por la célula tumoral; y iii) presencia de >1 lesién focal con

didmetro minimo de 5 mm, evidenciada mediante resonancia magnética nuclear *° (Tabla 1).

En un pequefio porcentaje de casos (#3%), aunque se observan hallazgos clinicos, bioldgicos
y radioldgicos compatibles con MM, no se detecta la presencia de CM sérico . Asi, en este grupo

de pacientes, las CP mielomatosas pueden secretar una pequefia cantidad de Ig completa, sélo

72,75

cadena ligera, o ser no secretoras ' >, siendo importante la evaluacién de la actividad tumoral a

través de la medicion de la proteina de Bence-Jones por electroforesis e inmunofijacion en orina
de 24 horas ", junto con el andlisis de las CLL y su cociente en suero, ademés de la demostracion
de la naturaleza clonal/aberrante de las CP tumorales presentes en MO "% Asi mismo, al igual

que en los pacientes con MMQ, en el MM es frecuente observar un descenso significativo de los

72,109

niveles de Ig normales residuales , junto a un deterioro general del sistema inmune propio

d 110, 111

de la enfermeda , constituyendo las infecciones recurrentes una de las complicaciones més

84, 112-115 M 114, 116

frecuentes y la primera causa de mortalidad precoz entre los pacientes con M

Algunos autores sugieren que, entre los pacientes con MM, existe un grupo de enfermos en

17, 118

los que podria manifestarse una variante bioldgica poco frecuente ™ °, denominada MM

macrofocal ™', que se caracteriza por la presencia de multiples lesiones focales * en ausencia de

17, 18
!

infiltracion importante de MO por CP (<10%) asociandose esta variante con un

comportamiento clinico distinto y menos agresivo de la enfermedad ™ ™. Asi, los pacientes con

17-119

MM macrofocal suelen presentar niveles mas elevados de hemoglobina , junto con cifras

17, 19

séricas inferiores de PB2-microglobulina , calcio, lactato deshidrogenasa (LDH) y otros
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parametros relacionados con la funcion rena

plasmocitoma solitario.

| 118, 119
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, acercandose su comportamiento clinico al del

Tabla 1: Clasificacion diagnéstica de las gammapatias monoclonales y otras neoplasias de CP
segun los criterios del Grupo Internacional de Trabajo en mieloma (IMWG) *.

Neoplasia Concentracion % de CP en MO  Dafio organico  Presenciade  Presencia de
de CM atribuible a la >1marcador proteina
neoplasia de CP  de malignidad amiloide

Plasmocitoma <30g/L Ausencia 0 <10% No No No

solitario

GMSI <30g/L <10% No No No

MMQ >30g/L (o >10% - <60% No No No

>500mg/24h
en orina)

MM >30g/L >10% Si. 21 criterio Si. En ausencia Solo en caso
CRAB @: de criterios de progresion
hipercalcemia, CRAB: >60%  desde
insuficiencia de CP amiloidosis
renal, anemia tumorales en
y/o lesiones MO, cociente
bseas © sérico entre

CLL =100 ©,
>1LF con
didmetro =5
mm ®

Amiloidosis  <30g/L <10% Si, segun el No Si, en biopsia

de cadenas organo/tejido de grasa

ligeras afectado . abdominal
subcutanea,
MO o tejido
afectado ©.

(a)Aumento de los niveles de calcio sérico >11mg/dL, insuficiencia renal definida por niveles de depuracion de creatinina <40mL/min
o creatinina sérica >2 mg/dL, y anemia segun una concentracién de hemoglobina <100g/L; (b)Lesiones 6seas detectadas mediante
rayos X, CT o PET-CT; (c)Cociente de CLL en suero entre la cadena ligera de la Ig clonal vs. la normal; (d)Afectacién organica con
compromiso cardiaco, renal, hepético o por neuropatia periférica; (e)Proteina amiloide de cadenas ligeras identificada mediante
coloracién rojo Congo y confirmada mediante espectrometria de masas o microscopia electrénica.

CLL, cadenas ligeras libres; CM, componente monoclonal; CP, célula plasmatica; CT, tomografia axial computarizada; GMS,
gammapatia monoclonal de significado incierto; LF, lesion focal; MMQ; MM quiescente; MM, mieloma mdltiple; MO, médula dsea;
PET, tomografia de emisién de positrones.

La leucemia de CP (LCP) se define como una entidad rara y agresiva '%* caracterizada por la
acumulacion maligna de CP en sangre periférica, con recuentos absolutos superiores a
2x10°CP/uL, que habitualmente suponen >20% de todos los leucocitos circulantes en sangre '%.
La LCP puede originarse de novo (LCP primaria; constituyendo el 60%-70% de los casos), o ser
consecuencia de la leucemizacion que ocurre en el 1% de los pacientes diagnosticados con MM
(LCP secundaria; 30%-40% de los casos) **'®. En la LCP, la edad media al diagndstico suele ser

inferior a la de otras neoplasias de CP, rondando los 62 afios '*°, con una frecuencia ligeramente
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superior en mujeres caucasicas '**. Desde el punto de vista clinico, los pacientes con LCP
habitualmente presentan anemia severa, trombocitopenia *’ y un compromiso extenso por CP
tumorales en MO, siendo también frecuente (23%) la infiltracion neoplasica de tejidos
extramedulares '8, como higado o bazo, y el derrame tumoral en cavidades corporales o en
liquido cefalorraquideo, mientras que las lesiones liticas 6seas suelen ser menos comunes .
Ademas, los pacientes con LCP pueden presentar otras alteraciones bioguimicas que incluyen
niveles séricos elevados de LDH, B2-microglobulina y calcio, ademas de hipoalbuminemia y
leucocitosis *" 2% A nivel molecular, las CP tumorales de las LCP suelen expresar un cariotipo
complejo con presencia de delecién parcial del cromosoma 13 y 17 -del(13q) y del(17p),
respectivamente-, ganancias o perdidas parciales del cromosoma 1, y/o traslocaciones que

involucran el gen /GH, como la t(11;14) y la t(14,16) '.

El plasmocitoma solitario es una entidad rara (<5% de las neoplasias de CP) *°, definida por
la presencia de una masa tumoral compuesta por CP clonales ™', en ausencia de afectacién de
otros érganos y tejidos. Desde el punto de vista demogréfico, el plasmocitoma solitario es mas

72,73

comun en varones mayores de 55 afios y su incidencia se incrementa progresivamente con

la edad, siendo un 30% superior en la raza negra 2. Para su diagndstico son clave las técnicas de

imagen como la resonancia magnética ** 4

o la tomografia axial computarizada por emisién de
positrones (PET-TC, por sus siglas del inglés positron emission tomography combined with
computerized tomography) ®. Segun la localizacién del tumor, actualmente se distinguen dos
entidades: i) el plasmocitoma &seo solitario, que habitualmente afecta zonas del esqueleto axial
como las vertebras y el craneo; y ii) el plasmocitoma extradseo que compromete tejidos blandos
de la cabeza y cuello, como las cavidades nasales y nasofaringeas . El diagndstico definitivo se

72130 5 aspirado con aguja fina ** de la

establece mediante el analisis de muestras de biopsia
lesion, al demostrarse en ellas la presencia de infiltracion por CP clonales, con escasa (<10%) o
nula afectacién de MO . Aunque es frecuente que los pacientes con plasmocitoma solitario
manifiesten dolor local *° o sintomatologia derivada de la compresién de las estructuras (6rganos
o tejidos) del 4rea afectada ™* habitualmente no presentan dafio organico atribuible al deterioro
sistémico por el tumor, como ocurre en el MM, cursando de forma caracteristica sin anemia,
lesiones liticas dseas, hipercalcemia o insuficiencia renal ®°. Asi mismo, habitualmente muestran

72,121

ausencia o niveles bajos de proteina-M en suero y/u orina , especialmente en el caso de

130, 135

pacientes con plasmocitomas extradseos , siendo el deterioro de la respuesta inmune de
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tipo humoral un hallazgo poco caracteristico de la enfermedad (<5% de los pacientes muestran
inmunoparesia) independientemente de la localizacion del tumor *°. Esto se traduce en una
marcada variabilidad en las tasas de progresion clinica a MM de los pacientes con plasmocitomas
0seos, que oscila en los primeros 3 afios tras el diagndstico, entre el 10% y 60%, dependiendo
entre otros parametros, de la edad, tamafio del plasmocitoma y nivel de infiltracion de MO por
CP tumorales ". Por el contrario, la transformacién maligna de los plasmocitomas extradseos

suele ser relativamente infrecuente (<15%/afio) ’>.

2.2 Estratificacion prondstica de los pacientes con neoplasias de células
plasmaticas
Tal como hemos adelantado en el apartado anterior de esta introduccion, la clasificacién
diagnostica de las neoplasias de CP permite en principio distinguir entre pacientes que requieren
tratamiento (p.ej. MM y LCP) y aquellos en los que la enfermedad tiene un curso clinico estable
en ausencia de una intervencion terapéutica (p.ej. GMSI) *. Sin embargo, el comportamiento
clinico y evolutivo dentro de cada uno de los distintos subtipos diagnésticos de neoplasias de CP
es heterogéneo, condicionando, por lo tanto, un prondstico variable a nivel individual. Hoy se
sabe que tal heterogeneidad prondstica dentro de cada entidad clinica, esta relacionada, entre

otros factores, con i) la carga tumoral al diagndstico *" %

y ii) las caracteristicas geneticas de la
célula tumoral ™, junto a iii) parametros asociados con el metabolismo éseo o iv) la presencia de

CP en la circulacién sanguinea ™.

2.2.1 Estratificacion prondstica de pacientes con distintos subtipos de neoplasias de

células plasmaticas

La GMSI es en general, una enfermedad de curso clinico indolente con bajo riesgo de
transformacion maligna (1% al afio) 2. Sin embargo, a largo plazo, en una proporcién importante
de pacientes (18% a 20 afios) la enfermedad termina por progresar ?’. Hoy dia se conoce la
existencia de una asociacion entre algunas caracteristicas de la enfermedad y el prondstico de las
GMSI, habiéndose propuesto en la Ultima década varios sistemas de estratificacion prondstica

para pacientes con GMSI 916 138 De ellos, merece destacar el indice prondstico de la Clinica
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Mayo, mediante el cual se estratifica a los pacientes con GMSI de acuerdo al cociente de las CLL
en suero y la concentracion y tipo de CM sérico detectado al diagnostico, agrupandolos en cuatro
grupos de (bajo, medio-bajo, medio-alto y alto) riesgo *° ¥ En paralelo, el Grupo Espafiol de
Mieloma (GEM) propuso un sistema de estratificacion pronéstica para pacientes con GMSI basado
en la fraccion de CP fenotipicamente aberrantes en MO vy la presencia o no de aneuploidia de
ADN detectada mediante citometria de flujo; con ello se definen tres grupos de pacientes con
bajo riesgo (2%), riesgo intermedio (10%) y alto riesgo (46%) de progresar a MM y una
supervivencia libre de progresiéon a 5 afios de >120 meses (no alcanzada en el tiempo de
seguimiento), 120 y 61 meses, respectivamente ' (Tabla 2). Otros pardmetros que podrian ser
importantes a la hora de predecir el riesgo de progresion en pacientes con GMSI, son el grado
de inmunoparesia definido por los niveles de cadena pesada y ligera de las Ig no clonales (medido
por Hevylite®) ™ las caracteristicas genéticas y gendmicas de las CP # ' o la presencia de CP

tumorales circulantes (CPTC) en sangre '*', como discutiremos mas adelante en esta introduccion.

Tabla 2: Principales indices prondsticos propuestos para la monitorizacién de pacientes con GMSI
y prediccién de riesgo de transformacién a MM.

Riesgo de  Calculo

indice pronéstico Factores de riesgo Grupos FaCt.O res progresion/ prondstico
de riesgo o ~
anos (%) en anos

Rajkumar et al. '3 + CM diferente de IgG ~ Bajo 0 5% 20 afios
(n=1148) + CM 215¢g/L en suero Bajo-Medio 1 21%
+ Cociente CLLs alterado Medio-Alto 2 37%
(<0,26 0 >1,65) Alto 3 58%

Kyle et al. ¥ + CM >15g/L en suero  GMSI-IgM 0 19% 20 afios
(n=1384) » Cociente CLLs alterado 1 41%
(<0,26 0 >1,65) 2 55%
GMSI-no IgM 0 7%
1 20%
2 30%

Pérez-Persona et al. ' « >95% aCP/CPT en MO Bajo 0 2% 5 afios
(n=276) « Aneuploidia del ADN  Medio 1 10%
Alto 2 46%

aCP, células plasmaticas con fenotipo aberrante; ADN; acido desoxirribonucleico; CLLs, cadenas ligeras libres en suero; CM,
componente monoclonal; CPT, células plasmaticas totales; GMSI, Gammapatia monoclonal de significado incierto; Ig,
inmunoglobulina; MO, médula ésea.
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Cabe sefialar que, aunque en todos los sistemas de estratificacion prondstica propuestos hasta
la fecha se identifica, dentro de los pacientes con GMSI, un pequefio grupo de casos con elevado
riesgo de transformacion maligna, no existe una concordancia absoluta entre los distintos
modelos ya que estos no identifican exactamente los mismos pacientes como los que tienen alto
riesgo de progresion a MM. Estos hallazgos indican la necesidad de establecer nuevos sistemas
de estratificacion prondstica para los pacientes con GMSI, en el que se analicen simultdneamente
todos los factores prondsticos identificados hasta la fecha, incluida la presencia de CPTC en

sangre.

De forma similar a la GMSI, hoy se sabe también que el MMQ es una enfermedad con un
prondstico variable, asociado a un riesgo de transformacién maligna de alrededor del 10%/afio
durante los primeros 5 afios posteriores al diagndstico . Asi, inicialmente se identificaron grupos

de riesgo entre pacientes con MMQ de acuerdo con la cantidad de CM sérico, el porcentaje de

106 142,143

CP en MO ', el grado de inmunoparesia ' y/o el cociente de CLL /A en suero , asociandose
los diferentes grupos establecidos de esta forma, con marcadas diferencias en las tasas de
transformacion a MM, que van desde un riesgo de progresion bajo (4%-25%), a medio, (43%-
51%) y alto (69%-82%) '°> 0614243 'En paralelo, otros autores distinguen entre dos tipos de MMQ:
el denominado MMQ “evolving' y el * no-evolving' *. En el MMQ de tipo “evolving’, en los que
previamente se habia diagnosticado una GMSI, se observa que en dos controles consecutivos

144,145

existe un incremento constante (210%) de la proteina-M (generalmente del isotipo IgA) 0

una disminucién gradual (>0,5g/dL) de los valores de hemoglobina '*, asociado a una réapida

45 (<1 afo) ™. Por el contrario, el MMQ con patrén “no-

tasa de progresion a MM sintomatico
evolving' es mas frecuente '** y engloba pacientes con CM estable (en suero u orina) hasta el
momento de la progresion, que ocurre mas tarde . La combinacion de patrones (“evolving' vs.
" no-evolving'), con el porcentaje de CP fenotipicamente aberrantes en MO ¥/, o de este Gltimo
parametro con la presencia o ausencia de inmunoparesia ', definen grupos de pacientes con

MMQ con notables diferencias pronosticas, permitiendo asi identificar de forma temprana

aquellos pacientes que se beneficiarfan de un tratamiento precoz “#™° (Tabla 3).
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Tabla 3: Indices prondsticos mas relevantes propuestos para la estratificacién prondstica y
monitorizacién de pacientes con MMQ.

. Célculo
Riesgo de
[ndice pronéstico Factores de riesgo Grupos Factores de riesgo progresiéon/ .
afios (%) rlesg?
en afos
Kyle et al. 1 + CM >30g/L en suero Bajo CM=>30g/L & <10%CP 15% 5 afios
(n=276) * >10% de CP en MO Medio CM<30g/L & >10%CP 43%
Alto  CM=230g/L & >10%CP 69%
Pérez-Persona etal. < >95% aCP/CPTen MO  Bajo 0 4% 5 afios
106 (n=106) * Inmunoparesia Medio 1 46%
Alto 2 72%
Dispenzieri et al. >+« CM >30g/L en suero Bajo 0 25% 5 afios
(n=273) * >10% de CP en MO Medio 1 51%
* Cociente CLLs alterado  Alto 22 76%
(<0,125 0 >8)
Pérez-Persona etal. < >95% aCP/CPTen MO  Bajo 0 0% 3 afios
7 (n=61) « Patrén "evolving" del Medio 1 12%
M Alto 2 46%
Lakshmanetal. **  « CM >20g/L en suero Bajo 0 23% 5 afios
(n=417) « 220% de CP en MO Medio 1 47%
» Cociente CLLs >20 Alto >2 82%

aCP, células plasmaticas con fenotipo aberrante; CLLs, cadenas ligeras libres en suero; CM, componente monoclonal; CP, célula
plasmatica; CPT, células plasmaticas totales; MMQ, mieloma multiple quiescente o asintomatico; MO, médula 6sea.

Comparado con la GMSI'y el MMQ, los sistema de estratificacién prondstica establecidos para
pacientes con plasmocitoma, son mucho mas limitados y recientes . Aun asi, en ellos también

Ty la respuesta al

tiene especial relevancia la carga tumoral ', la afectacién orgéanica
tratamiento, # como factores prondsticos mas importantes dentro de esta entidad. Sin embargo,
debido a que son entidades muy poco frecuentes, la mayoria de los estudios recogidos en la
literatura cuentan con un numero limitado de casos, lo cual dificulta la validaciéon de los
algoritmos propuestos . Pese a estas limitaciones, se han definido como factores de riesgo de
progresion de plasmocitoma solitario a MM y menor supervivencia, la presencia de
H 1o 135,152 H ‘ 151 H

inmunoparesia , los niveles de la proteina-M en suero ™', la presencia de CP tumorales en

96, 151

MO (tanto por biopsia como por citometria de flujo ®* ™% y el hallazgo de cadenas ligeras

en orina por inmunofijacion ™.

Respecto a los pacientes con amiloidosis, el factor prondéstico determinante lo constituye la
extension del dafio cardiaco " ™. Ademas de la demostracion de alteraciones en las pruebas
funcionales y de imagen, el hallazgo de niveles séricos elevados de troponina-T cardiaca (cTnT,

del inglés cardiac troponin T)y del propéptido N-terminal del péptido natriurético (NT-ProBNP,
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del inglés N-terminal propeptide), representan marcadores relativamente rapidos, faciles de
obtener y de gran utilidad a la hora de evaluar el nivel de compromiso cardiaco, asociandose su
incremento con un prondstico mas adverso en estos pacientes. Recientemente, se ha incorporado
la determinacién de la diferencia entre la concentracion sérica de la cadena ligera de la Ig
clonal/afectada vs. la normal/residual (dCLL), como variable prondstica a considerar en la
monitorizacion de los pacientes con amiloidosis. De esta manera, la combinacion de los niveles
séricos de cTnT, NT-ProBNP y dCLL entre si, permitiria identificar 4 grupos de riesgo con
marcadas diferencias prondsticas, reflejadas en unas tasas de supervivencia media de 94,1 meses,
40,3 meses, 14 meses y 5,8 meses, respectivamente °>™° En contraposicion con lo que ocurre en
el MM, la presencia de la t(11;14) en amiloidosis, se asocia con un perfil citogenético de alto riesgo,
con impacto negativo en la supervivencia libre de progresion y en la respuesta a los protocolos
de tratamiento basados en inhibidores del proteasoma, como el bortezomib ™. Asi mismo, se ha
descrito que la presencia de >10% de CP en MO ¢, una marcada inmunoparesia (con supresion

) 157

de todas las Ig normales/residuales) ™’ y concentraciones elevadas de B2-microglobulina o de

acido Urico 7, constituirian factores prondsticos adversos adicionales en estos pacientes.

En general, el MM activo se considera una neoplasia maligna de CP que requiere de
tratamiento anti-tumoral para conseguir una respuesta lo mas profunda posible que pueda
condicionar una supervivencia mas prolongada, mejorando también su calidad de vida . No
obstante, el prondstico de los pacientes con MM es heterogéneo, producto de las diferencias en
la biologia y la masa tumoral, asi como en la edad y estado clinico del enfermo al diagndstico ',
Por este motivo, se han propuesto sistemas predictivos que permiten clasificar a los pacientes
con MM de acuerdo con su riesgo prondstico. Inicialmente, se identificaron factores prondsticos
adversos con valor predictivo independiente, como las concentraciones bajas de hemoglobina,
la presencia de (numerosas) lesiones éseas, las concentraciones elevadas de calcio sérico y de
CM en suero y orina, conformando su combinacion, el primer intento de clasificacién prondstica
del MM de “Durie-Salmon” 8. A partir de entonces, se han identificado otras variables con
impacto pronostico en el MM. De ellas, cabe destacar los niveles elevados de B2-microglobulina

160

9y disminuidos de albimina, incluidos posteriormente en el sistema de estratificacion

(prondstica) internacional (ISS), tras su validacion en una amplia serie de pacientes de distintos
paises ™' El prondstico heterogéneo de los pacientes incluidos en cada estadio ISS, unido al valor

80, 162

predictivo adicional de algunas alteraciones citogenéticas y de los niveles de LDH en suero
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163,184 Jlevaron a la revision del sistema de estratificacion prondstica internacional (R-ISS), en el
que junto con las variables del ISS clasico, se incorporan nuevos factores predictivos como los
niveles de la enzima LDH en suero y la presencia de alteraciones citogenéticas de alto riesgo,

incluidas la t(4;14)(p16,932), la t(14;16)(q32;923) y la del(17p) "¢ (Tabla 4).

Desde entonces, se han identificado nuevos factores prondsticos dentro del MM, con valor
predictivo independiente de los parametros incluidos en el R-ISS, entre los que se incluyen la

concentracion de cadena pesada y ligera de Ig libres producidas por las CP tumorales, los niveles

® 165,166

de Ig normales/residuales y de sus cocientes obtenidos mediante el ensayo Hevylite o el

167-172

numero de CPTC en sangre , aunque hasta la fecha, no se han incluido ninguno de estos

pardmetros en los sistemas de estratificacion prondstica de los pacientes con MM.

Tabla 4: Clasificaciones y criterios pronésticos empleados para la estratificacion de riesgo en
pacientes con MM.

[ndice pronéstico Factores de riesgo Estadio Factores de riesgo Supgrvwenaa
media (meses)
Durie & Salmon ™« Concentracion de Hb <85g/L IA 0 191
(n=105) » Calcio sérico 212mg/dL A 1 54
* Lesiones &dseas extensas 1B M
* CM >20g/L en suero A 52 34
1B 5

— Subclasificacion (Estadio A o B) segun la presencia de fracaso renal reflejado en
valores de creatinina sérica 22mg/dL

ISS * B2-microglobulina sérica | 0 62
(n=10.755) (>3,5mg/Ly <5mg/L)

« Albumina sérica <3,5g/dL Il >1 44

" B2-microglobulina 29
sérica 25mg/L

R-ISS 136 « ISS-3 I 0 No alcanzado
(n=3.060) * LDH sérica aumentada I 102 83

« Citogenética de alto riesgo por

. i 3 43

*Citogenética del alto riesgo definida por presencia de t(4;14)(p16;q32), t(14,16)(g32;923) o delecién(17p). CM, componente
monoclonal; FISH, hibridacién fluorescente /n situ; Hb, hemoglobina; ISS, sistema de estratificacion prondstica internacional; LDH,
lactato deshidrogenasa; MM, mieloma mdltiple; R-ISS, sistema de estratificacion prondstica internacional revisado.

2.2.2 Otros factores prondsticos

Durante el disefio de los sistemas de estratificacion prondstica internacional (es decir, ISS y R-
ISS) para el MM, se confirm¢ el valor predictivo de otras variables que no mostraron influencia
directa (e independiente) en los analisis de supervivencia de estos pacientes. Asi, aunque los

niveles de pBz-microglobulina y albumina sérica dominaron como factores prondsticos
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independientes a la hora de disefiar la clasificacion ISS, otros parametros como un bajo recuento
de plaquetas (<130.000/uL), y niveles elevados de creatinina en suero (>4mg/dL), mostraron
también un impacto negativo en la supervivencia global de los pacientes con MM. Por el
contrario, la edad al diagnostico (265 afos), la concentracion de hemoglobina (<100g/L), los
niveles de calcio (>10mg/dL) y de LDH sérica (por encima del valor de referencia), o el porcentaje
de infiltracion de MO por CP (233%), no mostraron valor prondstico independiente adicional,
respecto a los parametros incluidos en la escala de riesgo ISS ™. De manera similar, al disefiar la
estratificacién de riesgo segun R-ISS, ademas de la incorporacion de los niveles de LDH y del
perfil citogenético de la CP tumoral a las variables del ISS, se confirmo la desventaja prondstica

asociada a edad mayor de 65 afios ™°.

Ademas, en los Ultimos afios se han identificado otros factores predictivos del comportamiento
clinico y evolutivo de la GMSI, el MMQ y/o el MM, de los que merece destacar las variables
asociadas al metabolismo &seo, las alteraciones genéticas y la presencia y nimero de CPTC en
sangre, tal como se describira en los siguientes apartados de la introduccion de esta memoria de

tesis doctoral.

2.2.2.a- Parametros prondsticos asociados al metabolismo oseo

Ya desde las formas mas tempranas de gammapatia monoclonal, como la GMSI y el MMQ, se
detectan alteraciones en la homeostasis del hueso, asociadas habitualmente a un incremento de
la reabsorcion dsea (por mayor actividad de los osteoclastos y altos niveles de la proteina derivada

de los macréfagos 1-a) 2. Aunque por definicién los pacientes con GMSI no presentan lesiones

|96

Oseas como tal *°, si pueden mostrar ya algunas alteraciones metabdlicas que podrian favorecer

en el futuro su aparicion, junto a un mayor riesgo de fracturas patoldgicas ® y osteoporosis por

alteracion de la arquitectura esquelética . A su vez, los pacientes con MMQ si podrian presentar

| 174

lesiones focales en una Unica localizacién, dentro o fuera del esqueleto axial '™, asociandose un

) 175

aumento progresivo de su didmetro (>1cm) "> o la deteccion de un patron difuso de infiltracion

medular mediante resonancia magnética "* '

, con una rapida progresion y transformacion
maligna a MM. Asi mismo, el incremento en la captacion focal o la evidencia de lesiones

osteoliticas mediante técnicas como el PET-CT, identificaria también a un subgrupo de MMQ de
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peor prondstico, con un elevado (75%) riesgo de transformacién maligna en los dos afios

siguientes al diagndstico '®.

En pacientes con plasmocitoma solitario, hoy se conoce que la localizacion del tumor
constituye un factor predictivo del futuro comportamiento clinico de la enfermedad ™'. Asi, los
pacientes con plasmocitomas 6seos tienen un riesgo mas elevado de progresion (50%-60%) entre
2 y 4 afos tras el diagnostico ™, frente a los plasmocitomas extradseos que presentan una menor
tasa de progresion (<15%) 2. Ademas, en el plasmocitoma solitario, influyen también en la

progresion del tumor, un mayor tamafo del mismo ™'y la presencia de osteopenia %2,

Dado que la afectacion dsea constituye una de las principales causas de morbilidad en
enfermos con MM 7% tal como seria de esperar, esta constituye también un factor prondstico
adverso, incluido en el sistema de clasificacion propuesto inicialmente por Durie y Salmon en
1975 ™8 Ademas, la existencia de afectacion extramedular, tiene un impacto negativo tanto sobre
la supervivencia libre de progresion como sobre la supervivencia global de los pacientes con MM

16677178 principalmente entre aquellos que no son candidatos a tratamientos intensivos seguidos

de trasplante "% 18

, asociandose a i) un cuadro clinico mas agresivo, ii) mayor heterogeneidad
genética a nivel intraclonal y iii) resistencia al tratamiento ™'. Una excepcion la constituirian los
pacientes con MM que presentan un patron macrofocal con escasa infiltracion medular, quienes

en general constituyen una variante de MM con un mejor curso evolutivo de la enfermedad "~

120

2.2.2.b- Alteraciones genomicas y prondstico en gammapatias monoclonales

El MM constituye una enfermedad muy heterogénea desde el punto de vista genético y

molecular " 8

, asociandose algunos perfiles concretos de alteracidon genética con subgrupos de
pacientes con distinto comportamiento clinico 8 ¢ Con el empleo temprano de técnicas de
hibridacion /n situ fluorescente (FISH) sobre nucleos interfasicos de muestras enriquecidas en CP
'8 se demostro la existencia de dos perfiles citogenéticos recurrentes y claramente distintos en
las gammapatias monoclonales ™. Asi, mientras que casi la mitad (45%) " de los pacientes

presentan multiples ganancias cromosémicas (hiperdiploidia) asociadas a un mejor prondstico de

la enfermedad ™ ¥, en la mayoria (55%-70%) " de los casos predomina la presencia de
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alteraciones cromosdmicas estructurales, en las que ocurren reordenamientos que afectan al gen
de la cadena pesada de las Ig (/GH) como la t(11,14)(q13;932), la t(4;14)(p16;g32), la
t(14;16)(932;923) vy la t(14;,20)(g32;q11) y/o delecion del brazo largo del cromosoma 13 -del(13q)-

(50% de los casos) ™

, encontrandose en una minoria de pacientes (15%) otras deleciones que
afectan de forma preferente al cromosoma 17 -del(17p)- . Algunas de estas alteraciones
estructurales -t(4;14)(p16;932), t(14;16)(932;923) o delecion(17p)- estan incluidas dentro de los

criterios de riesgo de la clasificacion R-ISS ¢

, Y junto con la alteracion del cromosoma 1 (ya sea
por amplificacion de la region 1g o por pérdida de 1p), se asocian con formas mas agresivas de
la enfermedad y una supervivencia significativamente acortada " "> ®. La gran excepcion serfa la

t(11;,14)(q13;932), considerada como una alteracion asociada a riesgo estandar .

Desde el punto de vista gendmico, se han detectado también importantes asociaciones entre
la activacion constitutiva de la via NF-kf3 (presente en cerca de la mitad de los pacientes con MM)

y las mutaciones de los genes K-RAS, N-RAS ">y BRAF, que afectan la via de sefializacién de ERK

83 80, 181, 184

, originando perfiles de expresion génica especificos que, junto a la presencia de
alteraciones epigenéticas (entre las que se incluyen cambios en el patron de metilacion del ADN
y perfiles de reordenamiento de la estructura de la cromatina), y la desregulacion de la expresion

de micro-RNA °, se asocian con un prondstico mas desfavorable de la enfermedad .

Los perfiles de alteracion genética asociados al prondstico del MM, se observan también en
pacientes con GMSI y MMQ # ™ Asi, las GMSI y los MMQ que presentan hiperdiploidia (x40%
en GMSI y #60% en MMQ) " suelen mostrar un curso clinico méas indolente. Por el contrario,
entre los casos que no presentan hiperdiploidia, pero muestran traslocaciones cromosémicas
primarias ™ en las que se incluyen reordenamientos que involucran al gen /GH ™ (15%-25% de
los casos) ”, como la t(4;14), 1(6;14), t(14;16) y t(14;20) ', junto con la presencia de alteraciones

185 (en el

cromosdmicas secundarias " como del(13), del(17p) *°, ganancias o pérdidas en 1g o 1p
caso del MMQ) ", muestran mayor riesgo de transformacién maligna a MM. De forma similar, la
presencia de mutaciones activadoras de los genes K-RAS, N-RASy MYC, aunque se detectan con
una frecuencia significativamente inferior entre pacientes con GMSI respecto al MM 3, se asocian

también con un riesgo mas elevado de progresar a sus formas activas .
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2.2.2.c- Células plasmaticas tumorales circulantes en neoplasias de células plasmaticas
Desde hace varias décadas se ha descrito la presencia de células plasmaticas tumorales
circulantes (CPTC) en sangre periférica de pacientes con neoplasias de CP al diagndstico,
asociandose este hallazgo con un prondstico adverso entre los afectados con GMSI !, MMQ ™"
189y MM activo '"'"2, Cabe sefalar que esta asociacion es, ademas, independiente de la edad y

del riesgo citogenético de cada paciente %%

, asi como de la metodologia empleada para la
identificacion de las CPTC, que van desde herramientas cléasicas poco sensibles como las técnicas
de citologia y microscopia (inmuno) fluorescente convencional ™" 187 88193 ‘hasta métodos de
mayor sensibilidad basados en técnicas cuantitativas de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) con sondas alelo-especificas (ASO-gPCR) ** ™, |a citometria de flujo convencional 6% 1819

o las técnicas de secuenciacion masiva (NGS, siglas del inglés “next generation sequencing”) ™’

En el siguiente apartado de la introduccion de esta tesis doctoral, revisaremos en mas detalle
las ventajas y limitaciones de las diferentes técnicas disponibles actualmente para la identificacion
de CPTC en sangre de pacientes con neoplasias de CP, asi como el significado clinico-biologico

y el valor prondstico asociado con la presencia de éstas en la circulacion sanguinea.

2.3 Células plasmaticas tumorales circulantes en pacientes con

neoplasias de células plasmaticas

2.3.1 Técnicas disponibles para el rastreo de CPTC en sangre periférica
A lo largo de las Ultimas décadas se han empleado diferentes métodos (con una sensibilidad

variable) para la deteccién de CPTC en sangre de pacientes con neoplasias de CP (Figura 5).

La citologia convencional fue la primera técnica usada (en combinacién con el recuento de
leucocitos mediante contador hematoldgico) para la identificacion y cuantificacion de CP en
portas de sangre periférica de pacientes diagnosticados (o con elevada sospecha) de alguna
gammapatia monoclonal, constituyendo aun a dia de hoy, el método mas utilizado para el
diagnostico diferencial entre MMy LCP '%6'2°. Mediante esta aproximacion, se detecta la presencia
de proporciones variables de CP en un pequefio grupo de pacientes con MM (17%) "', aunque
existen importantes limitaciones a la hora de poder discriminar de forma precisa entre

plasmablastos normales/reactivos y CPTC ™® '™ Debido a estas desventajas, algunos autores
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empezaron a utilizar técnicas inmunohistoquimicas con el fin de comprobar la existencia de
expresion restringida de las cadenas ligeras k o A en las CP identificadas por su aspecto
morfoldgico, incrementando asi la especificidad de la citologia convencional " 2%, Precisamente
la necesidad de una mayor precision (sensibilidad y especificidad) a la hora de identificar y contar
el nUmero de CPTC presentes en sangre de pacientes con neoplasias de CP, ha hecho que se
ensayaran nuevas aproximaciones metodologicas con este fin, como la citometria de flujo
convencional '8 7229y |as técnicas moleculares de ASO-gPCR > 2%y de secuenciacién masiva
Y7 A continuacion, describiremos de forma resumida, aunque mas detallada, las ventajas y
limitaciones de cada uno de estos métodos dirigidos a la identificacion y cuantificacion de CPTC

en sangre de pacientes con neoplasias de CP.

0,
100 A e M Citologia convencional

" 9295 [ Microscopia de fluorescencia
(&) 80% O Citometria de flujo

E E ] - O ASO-gPCR

o 75 71 DO Secuenciaciéon masiva
S 60% 67

”

3

< 40%
f:

o
o 20%} 25 24 ‘ -

° 19 ‘;5 1819

0% |
GMSI MMQ MM MM tratado

Tipo de neoplasia de CP

Figura 5. Frecuencia de pacientes con distintas neoplasias de CP estudiadas al diagnéstico y tras tratamiento que presentan CPTC en
sangre distribuida de acuerdo con los métodos disponibles y empleados para su deteccion ™ 171 188,189,195, 157, 200-204,

2.3.1.a- Deteccion de CP en laminas de sangre periférica mediante citologia convencional

Las tinciones clasicas de Wright-Giemsa y May-GrunWald-Giemsa son técnicas sencillas,
econdmicas y accesibles en la practica totalidad de los laboratorios de diagndstico clinico-
hematoldgico para la identificacion y recuento de CP, mostrando una sensibilidad (nivel de

deteccion) >1% (es decir, 10°°) sobre el total de leucocitos presentes en sangre 2% 171,

En general, la identificacion de CP en sangre por citologia convencional se ha asociado

repetidamente con enfermedad mas agresiva y una tasa mas elevada de proliferacion de las CP
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129 Este comportamiento clinico y biolégico se observa en la LCP *® 2% y en una pequefia
proporcién de pacientes con MM que muestran una masa tumoral elevada (>5% de CP) en
sangre, asociada a una supervivencia global significativamente acortada respecto a la de los
pacientes con MM que muestran niveles mas bajos (<5% de CP) o indetectables de CP en la
circulacion sanguinea, con medianas de supervivencia de 1,1 vs. 4,1 afos, respectivamente 126171,
Hoy se conoce que =14% de los MM presentan >2% CP en sangre cuando se emplean técnicas
de citologia, basada en tincion con Wright-Giemsa, representando la presencia de CP por encima
de este punto de corte un factor de prondstico adverso asociado con periodos significativamente
mas cortos hasta la progresion, en contraposicion con lo que ocurre en pacientes que no
presentan CP mediante citologia: mediana de supervivencia libre de progresion de 17 vs. 24
meses, respectivamente), asociada a una reduccion de la supervivencia global en ~20 meses .
Estos resultados demuestran que la citologia convencional es una técnica sencilla, rapida, y
aplicable de forma universal para la deteccion de (altos recuentos de) CP en sangre de pacientes
con LCP y de aquellos MM que muestran un comportamiento que se acerca al de la LCP (p.€j.
pacientes que muestran leucocitosis y elevados niveles séricos de LDH) . Sin embargo, su
utilidad es mucho mas limitada en el caso de la GMSI y el MMQ, debido a la baja proporcion de
CP tumorales circulantes que habitualmente presentan estos pacientes en sangre. En este sentido,
la ausencia de CP por citologia, debe ser interpretada con cautela debido a la sensibilidad limitada

que presenta esta técnica.

2.3.1.b- Deteccion de CPTC mediante microscopia de fluorescencia

Durante décadas, el uso de técnicas de inmunofluorescencia para el andlisis mediante
microscopia de fluorescencia de la presencia y nimero de CPTC en sangre de pacientes con
gammapatias monoclonales, se ha basado en el reconocimiento de los patrones de distribucion
de la expresion de cadenas ligeras k y A (clonal vs. normal) sobre células mononucleares aisladas
de la sangre mediante gradiente de densidad o sistemas de purificacion inmunomagnética - &
290, Con ello, se ha mejorado la sensibilidad de la citologia convencional en més de una década
logaritmica, alcanzando a detectar 1 CPTC entre 10.000 células mononucleares totales

(sensibilidad de <10 167
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Desde el punto de vista clinico, la presencia de CPTC por microscopia de fluorescencia se
relaciona con enfermedad diseminada %, al detectarse en 19% *** a 29% % de los pacientes con
GMSI, entre 25% "y 50% " de los MMQy en el ¥70% de los MM al diagnéstico °%°. Ademas,
un recuento mas elevado de CPTC (24%) entre pacientes con MM, se ha asociado con tasas de
supervivencia significativamente mas cortas (2,4 vs. 4,5 afios para aquellos pacientes con niveles
inferiores o indetectables de CPTC) ™. De forma similar, los pacientes con MMQ que presentan
CPTC detectables en sangre muestran también una reduccion del tiempo hasta progresion a MM,
respecto a los que no muestran niveles detectables de CPTC (mediana de supervivencia de 9 vs.
30 meses, respectivamente) ®®’. Tales diferencias en el comportamiento prondstico, se hacen aun
mas evidentes al restringir el analisis a pacientes con MMQ que muestran nimeros elevados de
CPTC en sangre (>5x10° CPTC/L 0 >5% CPTC del total de células mononucleadas), en los que la
mediana de supervivencia hasta la progresion se reduce en 45 meses, respecto a la observada en
pacientes con niveles mas bajos (o ausencia) de CPTC en sangre ', Este valor prondstico
desfavorable relacionado con la presencia de niveles elevados de CPTC mediante microscopia de
fluorescencia, se ha confirmado también en pacientes con GMSI, en los que la presencia de células
tumorales en la circulacién sanguinea, se ha asociado con una supervivencia libre de progresién
significativamente acortada (mediana de 138 meses vs. no alcanzada entre pacientes con GMSI

que no presentan CPTC en sangre) "',

Recientemente, la empresa Menarini-Silicon Biosystems (Castel Maggiore, Italia) ha
desarrollado una nueva plataforma tecnolégica denominada CELLSEARCH®, para el rastreo y
cuantificacion de CPTC en sangre de pacientes con neoplasias de CP °®. Este sistema de deteccion
de CPTC, esta basado en la identificacion de células mediante la aplicacién técnica de
inmunofluorescencia sobre muestras de sangre previamente enriquecidas de forma especifica en
CP *%, Estudios preliminares demuestran que CELLSEARCH® permite detectar la presencia de
CPTC al diagnéstico en >85% de los pacientes con GMSI, MMQ y MM, incrementando asi de
forma importante la sensibilidad alcanzada con las técnicas de inmunofluorescencia
convencionales. Los primeros trabajos referidos en la literatura con esta técnica, sugieren que
podria tratarse de una aproximacion metodoldgica que proporciona informacién de utilidad
prondstica adicional para aquellos pacientes con MM que han alcanzado una respuesta completa
(RC) con el tratamiento, dado que la presencia de niumeros absolutos elevados de CPTC en sangre

(2100 CPTC/4mL o 225 CPTC /mL) se asocia a un mayor riesgo de progresion respecto al
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observado en aquellos pacientes que muestran niveles mas bajos o indetectables de estas células

en la circulacion sanguinea 2%,

Aun teniendo en consideracion todo lo anteriormente expuesto, las técnicas de microscopia
de fluorescencia siguen presentando importantes desventajas que reducen su uso extendido en
la préactica clinica %% 2%, Entre otras limitaciones, cabe sefialar i) la necesidad de equipamiento,
como el microscopio de fluorescencia o CELLSEARCH®, que habitualmente no se encuentra
disponible en los laboratorios de diagndstico onco-hematoldgico, ii) su nivel de sensibilidad
relativamente limitado, iii) el empleo de protocolos de preparacién de muestras laboriosos y que
consumen mucho tiempo, junto con iv) el uso de muestras previamente enriquecidas mediante
procedimientos de separacion celular (p.gj. gradiente de densidad), que pueden generar pérdidas
selectivas de algunas poblaciones celulares, afectando de forma especifica la recuperacion de
CPTC y la precision de su recuento, a la vez que descartan informacién sobre gran parte de las

demaés células hematopoyéticas normales/residuales presentes en la muestra 2% 2%,

2.3.1.c- Deteccion de CPTC mediante citometria de flujo

La citometria de flujo constituye una herramienta sencilla, rapida (<4 horas), asequible y
disponible en (practicamente) todos los laboratorios de diagndstico onco-hematoldgico. Por este
motivo, las técnicas de inmunofenotipado mediante citometria de flujo, han sido ampliamente
empleadas para la identificacion, caracterizacién y cuantificacion de CPTC en sangre de pacientes
con neoplasias de CP % 20207 _Sin embargo, la ausencia de procedimientos estandarizados, de
combinaciones de anticuerpos universalmente aceptadas, junto con la adquisicion de
informacion sobre un nimero variable de células por muestra, han influido de forma negativa en
la sensibilidad alcanzada por las técnicas de citometria de flujo convencional, a la hora de detectar
CPTC en sangre de pacientes con gammapatias monoclonales. Si a estas limitaciones técnicas,
afadimos la necesidad de procesar muestras frescas (maximo 24-48 horas después de la
extraccion) y el caracter eminentemente subjetivo del analisis de los datos de citometria, es facil
entender que, ademas de una sensibilidad variable, las técnicas de citometria de flujo
convencional tienen también una reproducibilidad limitada, lo cual ha ido en deterioro de la
aplicacién masiva de esta técnica a nivel diagnéstico para la deteccion de CPTC. Pese a todo ello,

la deteccion de CPTC en sangre mediante citometria de flujo convencional ha demostrado tener
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importantes implicaciones clinicas y prondsticas en pacientes con MM estudiados, tanto al
diagnostico como tras tratamiento, siendo menos numerosos los estudios entre pacientes con

GMS' y MMQ 168, 191, 201.

Las primeras investigaciones en las que se empled citometria de flujo para la deteccion de
CPTC, estuvieron basadas en paneles reducidos de 3 anticuerpos (CD45, CD38 y cylgk o cylgA) y
demostraron la presencia de CPTC en 25% de los pacientes con GMSI, con una mediana (rango)
de 0,3% (0,06%-0,97%) CPTC entre las células mononucleares presentes en la circulacion
sanguinea °®. Sin embargo, estos resultados no pudieron ser confirmados posteriormente por
otros autores que, al emplear técnicas mas sensibles basadas en citometria de flujo de 7-
fluorescencias y analisis de >10° células totales, demostraron ausencia (<0,0035%) de CPTC en la

gran mayoria (93%) de pacientes con GMS| ™',

De forma similar, en los pocos trabajos en los que se ha investigado la presencia de CPTC por
citometria de flujo en sangre de pacientes con MMQ, se observan marcadas diferencias en la
frecuencia de casos positivos, lo cual probablemente depende de la estrategia inmunofenotipica
concreta empleada por cada grupo de investigacion. Asi, la aplicaciéon de una combinacion
sencilla de marcadores en 3-fluorescencias en un grupo muy reducido de pacientes con MMQ,
mostro la presencia de CPTC en 3/8 (37,5%) pacientes estudiados °%. A su vez, el estudio de una
serie mas extensa de 100 pacientes con MMQ al diagnéstico, basado en el analisis de un panel
mas amplio de 6 marcadores (CD45, CD19, CD38, CD138, cylgky cylgh) y =150.000
leucocitos/muestra, mostrd presencia de CPTC en solo 24% de los pacientes . Aun asi, en este
estudio la deteccién de CP tumorales en la circulaciéon periférica se asocié con una rapida tasa de
progresion desde MMQ a MM, en contraposicion con lo observado en pacientes que no
mostraban CPTC en sangre (mediana de supervivencia libre de progresion a MM de 10 meses vs.

no alcanzada, respectivamente) '®.

A diferencia de lo que ocurre en la GMSI y el MMQ, en la actualidad existe un mayor nimero
de estudios en los que se ha investigado, mediante citometria de flujo, la frecuencia e
implicaciones clinicas de la presencia de CPTC en sangre de pacientes con MM, tanto al
diagnostico como tras tratamiento. Asi, se sabe que entre 50% y 75% de los pacientes con MM

168, 169, 172, 200, 201

de nuevo diagndstico muestran CPTC en sangre , oscilando su mediana entre 2,5y

3 CPTC/uL 22" Sin embargo, llama la atencién que la frecuencia de CPTC mediante citometria
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de flujo varia de acuerdo con el nimero y tipo de marcadores utilizados en el panel de

169, 172, 200, 201 169, 172, 201

anticuerpos , €l nUmero de células analizadas y el tipo de procedimiento
seguido en la preparacion de la muestra 6% 172200201 De esta manera, la tasa de positividad para
CPTC en pacientes con MM se incrementa =1,4 veces cuando se han empleado tecnicas basadas
en el estudio de muestras de sangre lisada de hematies "%, respecto a los métodos en los que se
analizan células mononucleares previamente aisladas mediante gradiente de densidad ™% ?%, lo
que posiblemente es debido a una pérdida selectiva de CPTC durante el proceso de separacion

celular %8,

Desde el punto de vista predictivo, el hallazgo de recuentos elevados de CPTC en sangre de
pacientes con MM estudiados al diagndstico mediante citometria de flujo, se ha asociado de
forma sistematica con un prondstico méas adverso 2% En este sentido, la presencia de >0,0035%
CPTC en sangre de pacientes con MM de nuevo diagndstico se ha demostrado que tendria un
impacto negativo en las tasas de progresion (65% vs. 34%) y de supervivencia global a los 3 afios
(52% vs. 90%) de estos pacientes, respecto a los que muestran niveles menores o indetectables
de CPTC, independientemente del tipo de tratamiento al que se someta al paciente o de la
presencia o no de alteraciones citogenéticas de alto riesgo definidas seguin el R-ISS ™', Asi mismo,
los pacientes con MM que muestran cifras de CPTC >400/150.000 células mononucleares,
muestran una supervivencia global significativamente mas corta que la de aquellos pacientes que
presentan niveles inferiores de estas células en circulacion periférica (mediana de 32 meses vs. no
alcanzada) . De acuerdo con estos hallazgos, un estudio reciente demuestra que la presencia
de >5 CPTC/pL en sangre de pacientes con MM al diagndstico, se asocia con un tiempo hasta la
progresién y una supervivencia global significativamente mas cortas que las de los demas
pacientes. Debido a estas diferencias prondsticas, los autores sugieren que la presencia de >5
CPTC/uL al diagndstico en pacientes con MM en estadio R-ISS |'y R-ISS 1I, podria conferirles un
riesgo prondstico adverso, similar al observado en los casos en los que la enfermedad al

diagnostico se encuentra ya en estadios mas avanzados (R-ISS I11) 2",
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2.3.1.d- Deteccion de CPTC mediante técnicas moleculares (ASO-gPCR y secuenciacion

masiva)

Aunque las técnicas moleculares estrictamente no detectan de forma directa células tumorales,
la cuantificacion de alteraciones genéticas especificas del tumor, como el reordenamiento
concreto del gen /GH-V(D)/que presentan las CPTC y su contrapartida medular, se han empleado
con mucha frecuencia para evaluar la masa tumoral presente en la sangre de cada paciente **
197,210 Este enfoque difiere del asociado a las técnicas que miden el componente-M (como la
inmunofijacion o espectrometria de masas) "’ " debido a que los niveles séricos de la proteina
monoclonal dependen, ademas de otros factores, i) del nimero de CPTC presentes en la muestra,
i) la masa tumoral existente en otros tejidos (como la MO), iii) la gran variabilidad en la
concentracion de proteina-M que cada CP tumoral de cada paciente puede llegar a producir, iv)
la vida media de la Ig producida por la célula tumoral y, por lo tanto, v) el tiempo durante el que

la Ig clonal permanece detectable en la circulacién 22,

Hasta el momento, la mayoria de las técnicas moleculares empleadas para la deteccion de
CPTC en sangre, se han centrado en el estudio de pacientes con MM, ya sea al diagnostico o tras
tratamiento °". De todas las herramientas moleculares, las técnicas de ASO-qPCR™* %210y en
menor medida, la secuenciacién masiva, han sido con mucho, las mas empleadas ™" 2%, Las
técnicas de ASO-gPCR permiten detectar y cuantificar CPTC en sangre de forma muy sensible
(<107) y especifica, basandose en la identificacion del reordenamiento especifico del gen /GH
(sobre la region determinante de complementariedad 3 -CDR3-) de las CP tumorales de cada
paciente 2% Asi, mediante ASO-qPCR se ha demostrado la presencia de CPTC en sangre en
67% > a 93% ¥ de los pacientes con MM de nuevo diagnéstico, con recuentos de CPTC que
oscilan entre 0,001% y 1% del total de leucocitos *. Desde el punto de vista prondstico, la
deteccion de CPTC mediante ASO-gPCR se ha asociado en estos pacientes, a un prondstico
adverso, reflejado en un acortamiento significativo de la supervivencia libre de progresion
respecto a los casos que muestran ausencia de estas células tumorales en la circulacion sanguinea

(mediana de supervivencia libre de progresion de 26 vs. 66 meses, respectivamente) 2™,

Aunque en conjunto, las diferentes técnicas moleculares disponibles en la actualidad tienen
como ventaja que no requieren de muestras de sangre fresca, al basarse en el estudio de acidos

nucleicos (es decir, ADN y/o ARN) congelados procedentes de los leucocitos de sangre, hoy se
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les reconoce una menor aplicabilidad (entre 42% y 95%) 2" respecto a la descrita para las
técnicas de citometria de flujo (2100%). Ademas, las técnicas moleculares requieren de la
disponibilidad de una muestra basal que contenga un elevado porcentaje de CP tumorales
(correspondiente con el momento del diagnéstico o de la recaida) para identificar de forma

especifica los reordenamientos del gen de /GH propios de cada paciente 2™ 2%

, ya sea sobre la
muestra total o, mas habitualmente, tras realizar procedimientos de enriquecimiento previo de la
muestra mediante purificacion de células mononucleares por centrifugacién en gradiente de
densidad, o purificacién de CP CD138" mediante métodos inmunomagnéticos o de citometria de

flujo ¥,

Las técnicas de secuenciacion masiva (NGS) constituyen una herramienta molecular mas
sensible (<10®) y aplicable (88%-95%) que la ASO-gPCR *™ 2 2% As{, mediante la identificacion
de reordenamientos clonales de V(D)) del gen /GH a partir del analisis de muestras de ADN
mediante NGS, se ha demostrado la presencia de las secuencias /GH de las CPTC en 71% ***y
78% 7 de pacientes con MM de forma previa al tratamiento, mientras que esta proporcion
disminuye al 40% una vez que se inicia la terapia 2. Algunos autores han sugerido incluso que,
esta frecuencia podria llegar a alcanzar el 96% de pacientes con MM de nuevo diagndstico,
cuando se emplea para su deteccidon ARN (en vez de ADN) *¥’. En cualquier caso, hasta la fecha
el uso de NGS para el analisis de CPTC en sangre de pacientes con neoplasias de CP, ha estado
especialmente dirigido a la caracterizacion molecular de las alteraciones genéticas/gendmicas
presentes en las células tumorales purificadas y su posible implicacion en el comportamiento
fisiopatolégico de la enfermedad 2% 272%°_ En este sentido, un estudio reciente basado en la
secuenciacion del ARN a nivel de célula Unica, ha demostrado que la sobreexpresion de los genes
CENPFy LGALSTen muestras de sangre de pacientes con MM, se asocia con un acortamiento de

la supervivencia libre de enfermedad en estos pacientes .

Pese a las ventajas antes descritas, hasta la fecha, la aplicacion de las técnicas de ASO-qPCR
20 v de secuenciacion masiva 2" para la deteccion de CPTC en pacientes con GMSI, MMQ u otras
neoplasias de CP ha sido practicamente nula y, por lo tanto, su posible impacto clinico y

prondstico continua siendo en gran medida desconocido.
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2.3.2. Caracteristicas bioldgicas de las CPTC y su relevancia en la fisiopatologia de las

neoplasias de células plasmaticas

Hasta la fecha, el significado biolégico y el impacto fisiopatoldgico de la presencia de CPTC
en pacientes con GMSI, MM u otras neoplasias de CP, sigue siendo en gran medida desconocido
89141190, 221 No obstante, desde hace décadas se considera que las CPTC reflejan una biologia
particular del tumor 8, ejerciendo como un marcador (directo pero independiente) de la masa
tumoral en general ' 72 197222 Aqi desde hace tiempo se ha descrito la existencia de una
asociacion entre la presencia (y recuentos elevados) de CPTC en sangre y niveles mas elevados
de infiltracidon tumoral en MO en pacientes con GMSI, MM, LCP y otras neoplasias de CP, lo cual
sugiere que las CPTC podrian representar una subpoblacion de CP funcionalmente singular, pero
derivada de las CP tumorales de MO ™" 18 %7 Sin embargo, la asociacién descrita por algunos
autores entre los niveles de CP tumorales en sangre y MO no ha sido confirmada por otros

investigadores 6% 194 210

o, al menos, no se ha podido demostrar la existencia de una correlacion
directa lineal entre los niveles de CP tumorales presentes en ambos compartimientos tisulares .
Ademas, en la actualidad se sabe que las CPTC, aunque constituyen una subpoblacion clonal (un
subclon) de las CP del tumor presentes en MO, muestran caracteristicas de mayor inmadurez

fenotipica y un perfil de célula (més) quiescente %% 24,

De acuerdo con estos hallazgos, hoy se cree que las CPTC podrian representar un subgrupo
de células tumorales que han emigrado a sangre como consecuencia de su forma particular de
interaccionar con el microambiente medular, la evasién de la respuesta inmune 2"y los niveles
de hipoxia particularmente elevados en la MO de pacientes con neoplasias de CP . En este
sentido, la salida a la circulacién sanguinea de las CP tumorales de MO, podria estar favorecida
por factores como i) concentraciones elevadas del factor de crecimiento endotelial (VEGF, siglas
del inglés vascular endothelial growth factor) a raiz del ambiente hipdxico medular, y que
promueve la angiogénesis local y el crecimiento tumoral ®, i) la pérdida de expresién de
moléculas de adhesion % % como CD56, CD138, CD81y CD117, integrinas como CD11a, CD11c,
CD29, CD49d y CD49e, y marcadores de activacion como CD38 y CD28, asociada a niveles
inferiores de expresion de estas proteinas en las CP tumorales de sangre vs. su contrapartida de

MO *>223 yiii) el incremento de los niveles del receptor de quimiocina CXCR4 2%°, asociado con iv)
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cambios ciclicos ajustados al ritmo circadiano, en sus niveles séricos y en los de su ligando SDF1

(siglas del inglés, stromal cell-derived factor 1) %*.

Varios estudios demuestran que las CPTC tienen un perfil inmunofenotipico mas inmaduro
respecto a su contrapartida medular **, asociado a i) expresion de niveles inferiores de moléculas
relacionadas con la sintesis proteica, como Vs38c (marcador asociado al reticulo endoplasmico),
>y de Ig citoplasmaticas, junto con una ii) reduccion en su tasa proliferativa, medida tanto
mediante la incorporacién de bromodeoxiuridina (BrdU) como a través de la cuantificacion de

223, 224

ADN con DRAQS.5 (siglas del inglés, deep red anthraquinone 5.5, , 'y iii) una mayor

capacidad de migracién y iv) autorrenovacion in vitro %23,

Desde el punto de vista genémico, las CPTC (purificadas) de la mayoria de los pacientes con
MM reproducen el patron de mutaciones somaticas observado en las células tumorales de MO,
pero con niveles relativamente elevados de heterogeneidad (sub)clonal 2" 226 Asi, las CPTC
sobreexpresan genes (y muestran mutaciones o alteraciones genéticas en genes) asociados con
mayor resistencia a farmacos #°°, hipoxia (como el DD/T4), migracién celular (CFAP54 o EZR),
invasion tisular (EMP3 o AHNAK), adhesion celular (CD44, LGALSTo IQGAPT), inflamacion (B/IRC3
o TNFAIP3)y metastasis (AGR2, DDX5, MALATI, TMEDZ o TPT]), junto con alteraciones en genes
responsables de activar el ciclo celular (CENPFo CDC6) *® (Figura 6). Ademas, la presencia de
CPTC en sangre de pacientes con neoplasias de CP se ha asociado con perfiles citogenéticos

especificos, entre los que se incluyen la t(4;14) %7020 del13q ', del17p y t(14;16) *°'.

+ Hipoxia (DDIT4) CP de MO

= Regulacién del colesterol (INVS/GT,
KLFE, LAMP3 LDLR, MVE STARD4)

Figura 6. Diferencias en el

+ Estado iy
perfil de expresién de

transcripcional

- Transporte de hierro (PLP2 ATP281) (=100%)

« Coagulacion (ENPP4, PRRG4)

« Adhesién (ADGRES, CD44, ESYT2 FRS2,
1QGAPY)

CPTCen
sangre

(~84%-100%)

R 4 (=100%)
* Reorganizacién del citoesqueleto

(CFAP54, EZR, RRAS, SDCBF)

* Inflamacién (CLEC7A, CTSS, GBPZ, GBP4, ILT5
LGMN, FDETZ, PIK3IPT, TRAF6, LGALST LGALS3,
BIRC3, NFKBIA, TNFAIP3)

» Actividad enzimatica (AAEDT, LAMPS, WFDC2)

« Migracion e invasion (ARHGAP21, ANKRDZS,
HIVEPZ, MALTY, SGTB, STXZ, ANXAZPZ, DOCKT],
EMP3, AHNAK, TMEMA43)

+ Apoptosis (BMF HCP5)
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5 - « Activacion del ciclo celular (45PM,
+ Mutaciones somaticas

« Mutaciones clonales

« Alteraciones
citogenéticas por
* Crecimiento y diferenciacion celular (RPS6KA3)  FISH* (284%-94%)

genes y alteraciones
genéticas presentes en
las CP tumorales de
sangre respecto a su
contrapartida en MO de
pacientes con MM. A la
izquierda y la derecha, se muestran
los genes que se expresan de forma
diferencial en CPTC de sangre vs. MO. En el centro de
la figura, se indican las alteraciones genéticas
compartidas entre las CP tumorales de sangre y de MO,
respectivamente. En color rojo, se resaltan los genes que han
sido referidos como posibles factores prondsticos adversos
e independientes a la hora de predecir la supervivencia libre
de progresién y/o la supervivencia global de pacientes con
MM. *Las alteraciones citogenéticas identificadas mediante
FISH incluyen: dell7p, t(4;14) y t(14;16); mientras que las
mutaciones clonales se refieren principalmente a K-RAS, N-
RAS, BRAF, TP53 205 217-220, 226,

CDC6, RRMZ, CENPF, NUSAPT)



-Introduccion-

2.4 Tratamiento

Actualmente, ante el diagnéstico de GMSI se opta de forma sistematica por la

0 5

monitorizacién/observacion periédica del paciente °, en ausencia de tratamiento *, aunque
algunos estudios recomiendan el uso de bifosfonatos en aquellos casos con GMSI que presentan
osteoporosis, con el fin de disminuir el riesgo de fracturas '3, aunque no es algo que se utilice de
forma sistematica en la practica clinica. Inicialmente, la primera visita de seguimiento de pacientes
con GMSI suele realizarse a los tres meses del diagndstico. A partir de ahi, si la enfermedad

permanece estable (tanto el CM en suero ® y/u orina * como el cociente de CLL sérico **'), |

a
monitorizacién periddica se establece de forma anual o bianual. Sin embargo, estos pacientes
pueden desarrollar de forma silente alteraciones funcionales debidas a, por ejemplo, dafio renal
reflejado en microalbuminuria, incremento de la creatinina sérica y compromiso de la tasa de
filtracion glomerular 2%, En este sentido, ante cualquier cambio en los niveles de estos parametros
% 0o el hallazgo (inexplicable) de anemia, insuficiencia renal, hipercalcemia, o dolor (por lesién)
6seo * durante el sequimiento, estarfa indicada la realizacion de un aspirado de MO y/o técnicas

de imagen para la evaluacion de la posible presencia de lesiones en el hueso, asi como, cuando

estén disponibles, estudio (cito)genético y de deteccion de CPTC %,

En términos generales, las pautas establecidas para el sequimiento de la GMSI se aplican
también a pacientes con MMQ (dada su condicion asintomética), favoreciéndose un seguimiento
estrecho de los mismos, en ausencia de intervencion terapéutica " % 2 No obstante, en los
ultimos afios se recomienda que en aquellos casos que muestran un riesgo inminente de
progresion a MM, se realice un control clinico y bioldgico mas estrecho (con una periodicidad de

cada 2 0 3 meses) 17>

, 0 que incluso sean (preferentemente) tratados dentro de ensayos clinicos,
al haberse demostrado un efecto clinico beneficioso con el tratamiento precoz, capaz de alargar
el tiempo hasta la progresion, incrementar la supervivencia global ' %"y mejorar la calidad de

vida de estos pacientes #*.

Durante el periodo de monitorizacién de la enfermedad, el diagndstico de progresién desde
MMQ a MM suele realizarse con relativa frecuencia al constatar el desarrollo de anemia (41% -
52% "4 o lesiones osteoliticas (33% - 40% %), mientras que tan sélo <4% de los casos
presentan signos y sintomas de insuficiencia renal, enfermedad extramedular o hipercalcemia ™*

44 En este contexto, en el afio 2013 el Grupo Espafiol de Mieloma (GEM) fue pionero en sugerir
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49y, tras un seguimiento prolongado, demostrar ", que la intervencion terapéutica temprana en
pacientes con MMQ de alto riesgo supone un beneficio para estos pacientes. Esto se baso en la
demostracion de que la administracion de un tratamiento de induccion en el que se combinaba
lenalidomida y dexametasona (Rd), seguido de un tratamiento de mantenimiento con dosis bajas
de lenalidomida, retrasa la progresion de MMQ a MM activo e incrementa de forma muy
significativa la supervivencia global de los pacientes tratados frente a la de los pacientes con
MMQ no tratados *8 ¥ Estos resultados alentadores, han servido como punto de partida para
la evaluacion de otras estrategias de tratamiento precoz en el MMQ, basadas en la triada
carfilzomib-lenalidomida-dexametasona (KRd) seguida de mantenimiento con lenalidomida 2**
23 En este sentido, un estudio piloto basado en la administracién de la triada KRd en pacientes
con MMQ de alto riesgo, mostré un beneficio clinico asociado con tasas elevadas de muy buena
respuesta parcial y RC, segun los criterios del Grupo Internacional de Trabajo en Mieloma (IMWG)
37 vinculado al incremento en la tasa de negatividad para enfermedad minima residual (EMR) en
MO ¥y un alargamiento tanto de la supervivencia libre de progresién como de la supervivencia
global de estos pacientes **. Sin embargo, estos resultados se basaron en el estudio de una serie
muy limitada de casos, seleccionados de forma no aleatoria, y que carecian de un grupo de
referencia no tratado 2** %, En este sentido, un ensayo clinico mas reciente demuestra la eficacia
de la administracion de lenalidomida en pacientes con MMQ con riesgo medio-alto de
progresion, asociandose la respuesta al tratamiento con tasas de supervivencia libre de
progresion significativamente mas prolongadas (25% mas de casos a los 3 afios de
monitorizacion), cuando se compara con el grupo de MMQ que no recibieron el medicamento
0 En paralelo, se esta evaluando también el posible beneficio clinico de la administracion de
anticuerpos monoclonales anti-CD38 como parte del tratamiento precoz en el MMQ, tanto en
monoterapia como en combinacién con lenalidomida y dexametasona #*2. Pese a todos estos
resultados prometedores, el tratamiento precoz de pacientes con MMQ representa todavia un
area en el que sigue abierto un importante debate clinico, mientras se continuan evaluando los
posibles efectos beneficiosos y toxicos a largo plazo de los nuevos farmacos y sus combinaciones,
y se trabaja intensamente en una mejor definicion de los subgrupos de riesgo que mas se

beneficiarian de un tratamiento sistematico 3% 23> 23¢,

En el plasmocitoma solitario, la radioterapia local constituye la herramienta terapéutica mas

eficaz, proporcionando elevadas tasas de respuesta y supervivencia % 2> 23" Tras el inicio del
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tratamiento, se recomienda un seguimiento del paciente cada 6 meses para demostrar la
radiosensibilidad (vs. resistencia) del tumor, reflejado en una reduccién (o no) de la proteina-M
en suero (cuando estuviese presente al diagnostico) ?" ™2, y sobre todo, en una disminucion del
tamafio del tumor evaluada mediante técnicas de imagen como la resonancia magnética ** 4,
Aunque la combinacion de la radioterapia con otros tratamientos adyuvantes podria contribuir a
disminuir o, al menos retrasar en parte la evolucion a MM ™', la mayoria de los estudios coinciden
en que no se ha demostrado hasta la fecha un beneficio adicional de esta estrategia que justifique
su implementacién en el esquema terapéutico habitual de estos enfermos '*°. Generalmente al
progresar, los pacientes con plasmocitoma suelen mostrar un incremento de la proteina-M, y/o

la aparicién de nuevas lesiones seas, que pueden presentar incluso un fenotipo macrofocal por

técnicas de imagen ™',

El MM constituye junto con la LCP %, uno de los subtipos diagndsticos de neoplasias de CP
que de forma sistematica requieren de tratamiento sistémico con el fin de aumentar la esperanza

y calidad de vida de los pacientes ™ . Aunque hoy dia el MM sigue considerandose una

88, 238

neoplasia incurable , que representa el 2,1% de todas las muertes por cancer al afio ', en

las ultimas dos décadas ha mejorado notablemente la calidad de vida y la supervivencia de estos
pacientes con el desarrollo y aplicacién de una amplia bateria de nuevos farmacos mas efectivos
frente a la enfermedad #*2*°. En este avance terapéutico han sido claves, una mejor comprension
de la biologia de la célula tumoral y del papel del microambiente tumoral como base para la
identificacion de nuevas dianas terapéuticas y el disefio de farmacos (y combinaciones de

farmacos) dirigidos de forma especifica frente a las mismas ® 24, Entre otros medicamentos,

merece destacar los inhibidores del proteasoma (p.ej. bortezomib, carfilzomib e ixazomib) 24> 24,

248 249, 250 251)

farmacos inmunomoduladores (p.gj. talidomida “*°, lenalidomida y pomalidomida

l

242, 252, 253 o anti-

anticuerpos monoclonales (p.ej. anti-CD38 como Daratumumab 24"
SLAMF7/CD319 como Elotuzumab 2** %) y los inhibidores de las histonas deacetilasas (p.gj.
Panobinostat 2°°), capaces de superar la resistencia a la quimioterapia convencional y prolongar

la supervivencia de los pacientes con MM 241 244 246,257

La disponibilidad de esta amplia bateria de nuevos farmacos, ademas de la quimioterapia
convencional, ha supuesto importantes cambios en el manejo terapéutico del MM. Asi, en
términos generales, los esquemas terapéuticos actuales a aplicar en el MM se definen

dependiendo de la edad del paciente **® y sus comorbilidades ", basandose en varios ciclos de
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tratamiento dirigidos a alcanzar RC. En pacientes candidatos a trasplante (habitualmente aquellos
menores de 65 o 70 afos 2°% 2*%), los ciclos de induccién incluyen combinaciones de dos, tres o

hasta cuatro tipos de farmacos con principios activos distintos 2° 2>

, seguidos del trasplante de
progenitores hematopoyeéticos, tratamiento de consolidacion y de mantenimiento, hasta la
recaida '®2%® A su vez, en pacientes mayores de 70 afios que no son candidatos a recibir un

258, 259

trasplante , se emplean combinaciones que incluyen desde agentes alquilantes y corticoides

tradicionales, a agentes inmunomoduladores, inhibidores del proteasoma 24 24

y anticuerpos
monoclonales (como los anticuerpos anti-CD38) 2%, administrandose durante periodos de 12-18
meses, a los que le sigue terapia de mantenimiento cuya duracion variaria segun la presencia o
ausencia de alteraciones (cito)genéticas de alto riesgo -p.gj. t(14;16); t(14;20) y del17p- del tumor
'8 Con ello, al igual que ha ocurrido en pacientes méas jovenes, en los enfermos con MM >65
afos se han logrado mayores tasas de respuesta, incluso en casos con enfermedad extramedular,
al introducir estrategias terapéuticas que incorporan nuevos farmacos, como los inhibidores del
proteasoma o anticuerpos monoclonales, que ayudan a controlar la enfermedad, incluso en
ausencia de trasplante de progenitores hematopoyéticos "> ™% A las nuevas herramientas
terapéuticas ya disponibles, es previsible se sumen otros medicamentos o nuevas combinaciones

236, 257

de farmacos gue estan actualmente en fase de ensayo clinico, como nuevos anticuerpos

monoclonales como Isatuximab (anti-CD38) %0 2

, Venetoclax (inhibidor de la proteina
antiapoptotica BCL-2) 22% %2, Selinexor -inhibidor del transportador nuclear selectivo exportina-1
(XPO1)- 2%, anticuerpos monoclonales conjugados o biespecificos y la terapia celular
personalizada con células CAR-T (del inglés, chimeric antigen receptor) **® ** frente a proteinas

presentes en la superficie de las CP como BCMA, CD19, CD138 y SLAMF7/CD319 236 265 266,

Aunque todos estos avances en el tratamiento del MM tienen como objetivo erradicar la
enfermedad, la respuesta alcanzada en los distintos grupos de pacientes sigue siendo muy

267

variable “*/, obligando a una monitorizacion estrecha de la misma que permita evaluar de manera

precoz la sensibilidad vs. la resistencia al tratamiento administrado 2.

2.5 Criterios clasicos de respuesta al tratamiento

Tradicionalmente, la respuesta al tratamiento en el MM se ha basado en la ausencia de

sintomas atribuibles a la propia enfermedad (segun los criterios CRAB) y a la disminucion y
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desaparicion del CM en suero u orina, detectado mediante electroforesis de proteinas e
inmunofijacion, junto con la reduccion de la infiltracion medular, reflejo de un descenso
significativo de la masa tumoral 2% ?™°. Ademas, se ha propuesto emplear la determinacion del
cociente de CLL en suero, como criterio adicional a la hora de identificar dentro de los pacientes
con MM que ya han alcanzado RC, un subgrupo que presentaria mejor respuesta y prondstico
2" En esta linea, se ha mantenido la importancia de evaluar, ademas del porcentaje de CP en
muestras (aspirado/biopsia) de MO a través de tinciones histolégicas clasicas 2’2, la existencia de
infiltracion extramedular mediante técnicas de imagen, aspecto particularmente relevante si se
tiene en cuenta que el MM suele distribuirse de forma heterogénea y que, junto a la
presencia/persistencia de dicho tumor a nivel extramedular, conllevarian a generar resultados
falsos negativos, si solo se evaluase la MO. De esta manera, las herramientas de imagen
contribuyen también de forma definitiva a la evaluacion de la respuesta al tratamiento en el MM
273,21 mediante la redefinicion del criterio de RC, que requiere i) la negativizacion del CM
detectado mediante inmunofijacion en suero y orina, a la vez que ii) recuentos <5% de CP en
aspirados de MO, iii) con o sin normalizacion del cociente serico entre las cadenas ligeras de la
lg clonal vs. residual (es decir, RC estricta o RC, respectivamente), y iv) la ausencia de
plasmocitomas mediante técnicas de imagen (resonancia magnética o PET-CT) ’. Muchos
estudios han demostrado la existencia de una asociaciéon estrecha en pacientes con MM, entre la

calidad de la respuesta alcanzada al tratamiento, y la tasa de supervivencia libre de progresion y

269, 270, 275, 276 277

supervivencia global alcanzada, independientemente de haber recibido 0 no
trasplante de progenitores hematopoyéticos. No obstante, el beneficio prondstico descrito para
aquellos que alcanzan RC (estricta o no) sigue siendo limitado y muy variable entre distintos
pacientes, dependiendo (en parte), del tipo de tratamiento recibido, la edad del paciente y la
biologia propia de la enfermedad ™" % 2’8 Por este motivo, se considera necesario emplear
técnicas mas sensibles capaces de detectar enfermedad residual en niveles inferiores a los que
alcanzan la inmunofijacion o la citologia convencional, para poder identificar dentro de los
pacientes que hayan alcanzado RC, aquellos que siguen teniendo niveles (mas) elevados de

enfermedad minima residual (EMR) y que por tanto tienen mayor probabilidad de recaer antes,

incluso durante el primer afio de seguimiento 2”°.
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2.6 Monitorizacion de la enfermedad minima residual tras tratamiento

Con el uso extendido de una bateria creciente de nuevos farmacos y sus combinaciones en el
tratamiento del MM, se ha incrementado de forma sustancial la tasa de RC obtenidas y la calidad

236

de las mismas “°. Dicho avance ha obligado al desarrollo e implementacién de nuevas

herramientas y estrategias mas sensibles a la hora de evaluar la eficacia del tratamiento, que

faciliten la monitorizacion individualizada de la respuesta alcanzada en cada paciente *™ 2’ Sj

bien la calidad de la respuesta es un factor pronéstico independiente 27% 27" 275277, 280

, NUMeErosos
estudios han puesto de manifiesto a lo largo de las Ultimas décadas que la mejoria prondstica de
los pacientes que alcanzan RC, en realidad se debe a aquellos que alcanzan RC con niveles mas

bajos (indetectables) de tumor resistente a la terapia 228

, es decir, con EMR negativa. Esto es
debido a que los pacientes en RC con EMR™ muestran tasas de supervivencia superponibles a las
de aquellos casos que solo alcanzan respuesta parcial 2%*. Por todo ello, hoy se reconoce que la
deteccion de EMR en MO de pacientes con MM que alcanzan RC con el tratamiento,
probablemente constituya el factor prondstico individual de mayor valor predictivo en el
momento de evaluar la calidad de la respuesta al tratamiento alcanzada y predecir la evolucion

de la enfermedad 2™ 28428

Dada la relevancia clinica y prondstica de la monitorizacion de EMR en el MM, en las Ultimas
décadas se han disefiado y validado diferentes estrategias dirigidas a detectar pequefias
cantidades de CP tumorales residuales en MO de pacientes con MM, que van desde la citometria
de flujo convencional, a la ASO-gPCR (dirigida a la deteccion de los reordenamientos /GH
especificos del tumor) y, mas recientemente, la NGS °*°. A todas ellas habria que sumar las técnicas
de imagen, particularmente relevantes en pacientes con MM (u otras neoplasias de CP) que
presentan ya al diagndstico (o de novo en la recaida) infiltracion y lesion extramedular, ya sea

nivel 6seo o de tejidos blandos 2™ 2%
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2.6.1 Técnicas de monitorizacién de EMR en médula dsea de pacientes con MM tras
tratamiento

2.6.1.a- Deteccion de EMR medliante citometria de flujo convencional

De todas las metodologias disponibles para la monitorizacion de la EMR en MO de pacientes
tratados con MM, la citometria de flujo multiparamétrica constituye la técnica con mayor
aplicabilidad (90%-100%) 2" °" y con una sensibilidad relativamente elevada (10%) %27 (Tabla 5).
Diferentes estudios han demostrado que, esta técnica permite identificar CP tumorales residuales

en MO de una importante proporcion de pacientes con MM que han alcanzado RC tras ser

284, 285, 288-290 290, 291 la

sometidos a distintos esquemas terapéuticos, que contemplen 0 ho
realizacion de trasplante de progenitores hematopoyéticos. Asi, la deteccion de EMR negativa en
MO tras tratamiento por citometria de flujo multiparamétrica, ha demostrado ser una variable
prondstica independiente en el MM, que confiere una mayor tasa de supervivencia a largo plazo,
tanto en términos de supervivencia libre de progresion como de supervivencia global, mejorando

sustancialmente el valor predictivo de los criterios convencionales de respuesta clinica (p.ej. de la

RC) 284, 285, 290, 291.

El beneficio prondstico asociado a la constatacion de la ausencia de EMR en MO mediante
citometria de flujo, refuerza la utilidad de la evaluacion de la calidad de la respuesta en pacientes
con MM en RC convencional, al asociarse con tasas de supervivencia libre de progresion de hasta
el 95% a 3 afos, entre aquellos pacientes que ademas muestran normalizacion del cociente de
CLL en suero (RC estricta) *°". Por el contrario, la identificacion de alteraciones citogenéticas de
alto riesgo al diagndstico junto con la persistencia de EMR positiva en MO al dia +100 posterior
al trasplante de precursores hematopoyéticos, constituye un potente factor prondstico adverso
que permite identificar aquellos pacientes con MM que presentan un alto riesgo de recaida

temprana, incluso después de haber alcanzado RC #%%,

A nivel practico, la citometria de flujo constituye una técnica disponible en la mayoria de los
laboratorios de diagndstico onco-hematoldgico de todo el mundo, que permite i) identificar y
caracterizar tanto CP normales como tumorales, distinguiendo entre ambos tipos de CP segun
las diferencias que muestran entre ellas respecto a los patrones de expresion de proteinas

| 284, 287

concretas, ii) cuantificar niveles minimos (104 de infiltracién tumora , i) de forma rapida

(<4 horas), y iv) en practicamente todos los pacientes con MM ¥ En este sentido, el
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conocimiento de las caracteristicas e inmunofenotipo de la CP tumoral es fundamental a la hora

de poder emplear esta técnica para la monitorizaciéon de EMR.

Fenotipo de la CP tumoral en pacientes con neoplasias de células plasmaticas

Aunque el origen de la CP tumoral de pacientes con neoplasias de CP no esta bien establecido
3 se considera que en estas neoplasias, la célula tumoral ancestral podria ser una CP de vida
larga que muestra ya hipermutacion somatica en los genes /GH, habitualmente con cambio de
isotipo y dependencia del microambiente medular . Sin embargo, en contraste con las CP
normales, estas CP tumorales presentan alteraciones genéticas que le confieren importantes

43,294

diferencias fenotipicas y funcionales que hacen, entre otras consecuencias, que adquieran

capacidad de autorrenovacion junto a una tasa proliferativa relativamente baja ™ %24 2%,

Aunque no existe un fenotipo Unico para la CP tumoral de las gammapatias monoclonales **
2% mediante citometria de flujo se han descrito patrones fenotipicos aberrantes recurrentes
asociados a la pérdida, ganancia o sobreexpresion de distintas proteinas, respecto a lo observado
en CP normales #* 2% 2% Agj, |as CP patoldgicas de pacientes con neoplasias de CP presentan de

forma caracteristica positividad elevada para CD138 2% 2%

y habitualmente carecen de expresion
de marcadores pan-B como CD19 2%*2% (>95% de los casos) 2% 2%, CD20, CD22 e Ig de superficie
293.2%8 de forma similar a lo observado en CP normales de vida larga de (por ejemplo) MO *. Por
el contrario, a diferencia de estas Ultimas, las CP tumorales generalmente muestran restriccion de
cadena ligera de las Ig 2% (97% de los casos) ", niveles inferiores de CD38 % 2% (80%) **, CD45
60,300 (729%-80%) 2% 3"y CD27 (40%-50%) °%, junto a sobrexpresion de CD56 (60%-75%) 208 2%,
Ademaés, pueden mostrar reactividad para CD117 ** 3%, lo que favorece el anclaje de las CP

tumorales al nicho medular limitando su diseminacion sistémica y confiriendo un mejor

prondstico a los pacientes con CP CD117* %%, asi como positividad para CD28 *, asociada a la

3 302 I 56

presencia de la t(4;16), delecion de p5 y a una mayor tasa de progresion tumoral *°. Al igual
que su contrapartida normal 3%, las CP tumorales de MO muestran ademas expresion intensa y
uniforme de SLAMF7 (CD319) *% 3% son positivas (con baja intensidad) para el receptor de

supervivencia BCMA 266 3053% v nara el marcador intracelular Vs38c¢ 307 3%

, que reconoce la
proteina p63 del reticulo endoplasmico rugoso e identifica a aquellas células B con compromiso

medular mas avanzado y con capacidad de sintesis y secrecion de niveles elevados de proteinas
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(es decir, 1g) **. Lo mismo ocurre con la expresion de otros marcadores, como las moléculas de

adhesion CD229 y CD54 que se detectan de forma similar en CP normales y tumorales de MO

303

Aunque en general no se conoce con precision el significado de las alteraciones fenotipicas

presentes en las CP tumorales de pacientes con neoplasias de CP %%

, se sabe que determinados
perfiles fenotipicos se asocian con distinto prondstico de la enfermedad. Asi, mediante la
aplicacion de técnicas de citometria de flujo se reconoce que la expresion de marcadores como
CD28 *°, CD19 ** y CD81 ' en las CP tumorales del MM se asocia con peor prondstico, tanto en
lo que se refiere a la supervivencia libre de progresion, como a la supervivencia global de los
pacientes. En este sentido, recientemente se ha sugerido que la presencia de un perfil fenotipico
definido por doble positividad para CD19 y CD81 (CD197/CD81%) en pacientes con MM, se
asociaria con un estadio de mayor inmadurez tumoral y un prondstico adverso,
independientemente de otras caracteristicas de la enfermedad . A su vez, la combinacién de
este patron fenotipico con baja expresion de CD38 (CD19*CD81*CD38%""), constituye un potente
factor pronodstico al definir un subgrupo de pacientes con MM que presenta tasas de
supervivencia libre de progresién significativamente inferiores a las de aquellos pacientes cuyas
CP tumorales muestran otros perfiles fenotipicos de expresion proteica . De forma similar, la
ausencia de expresion de CD117 a nivel de la membrana de la CP tumoral de MO, se asocia con
un prondstico desfavorable entre pacientes con neoplasias de CP, al relacionarse con la presencia

de alteraciones citogenéticas de alto riesgo, como la t(4;14) y la del(13q) **

, junto con menores
recuentos de CP normales en MO 2%, Ademas, este fenotipo CD117" es particularmente frecuente
en pacientes con MM (70%) y MMQ (55%), mientras que es poco habitual en los estadios mas

tempranos (premalignos) de la enfermedad, como la GMSI (28%) 2.

Recientemente, se ha reconocido también que la sobreexpresion de CD45 en CP tumorales
de MO en pacientes con MM al diagnéstico o tras tratamiento, podria constituir un factor
prondstico adverso al asociarse a tasas de supervivencia global significativamente mas cortas
(respecto a los casos CD45"), probablemente debido a un incremento de la capacidad proliferativa
de las CP tumorales CD45* 3" Del mismo modo, algunos autores han relacionado también la
pérdida de expresion de CD56 con un peor curso clinico en pacientes con MM, debido a la ventaja
294, 311

que podrian adquirir las CP tumorales para diseminar la enfermedad a nivel extramedular

tal como ocurre en la LCP, en la que las CP tumorales muestran ausencia de expresion de CD56
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en >80% de los casos . Otros marcadores cuya expresion se ha sugerido podria tener impacto
prondstico en el MM y otras neoplasias de CP, incluyen: i) CD99, cuya expresion en CP patoldgicas
de tumores extramedulares se asocia con tasas de supervivencia mas prolongadas *'%; ii)
positividad para CD20, asociada a la presencia de la t(11;14) tanto en la LCP como en el MM 3%,
se relaciona con un prondstico favorable en esta Ultima enfermedad ”; mientras que iii) sigue sin
confirmarse el posible impacto prondstico de la expresién de CD200 en CP tumorales de MO de

pacientes con MM 297314315,

Ademas del impacto prondstico asociado al perfil fenotipico que presentan las CP tumorales,
algunos autores han sugerido que la presencia de >5% de CP normales (residuales) del total de
CP de MO mediante citometria de flujo, observada en la gran mayoria (>98%) de pacientes con
GMSI al diagnostico %, se asociaria también a una menor probabilidad de progresion a MM 2%

y a un prondstico favorable en pacientes tratados con MM 2%,

Ante la gran heterogeneidad fenotipica de las CP tumorales de pacientes con neoplasias de
CP, especialmente en el MM, se hace necesario para su deteccion universal combinar un nimero
relativamente grande de marcadores que permita asegurar la identificaciéon de los fenotipos
aberrantes presentes en las CP tumorales de todos los pacientes, independientemente del perfil
inmunofenotipico concreto que éstas presenten en MO, de la combinacién concreta de
marcadores empleados con este fin y del conocimiento y experiencia del analista para distinguir
entre las CP normales y patoldgicas que puedan coexistir en MO tras tratamiento **. A la
subjetividad inherente a la interpretacion analitica realizada por cada experto, hay que sumar la

316, 317

ausencia de protocolos estandarizados y de paneles de marcadores de consenso °/, junto

a la evaluacion de un nimero (variable pero) limitado de células de MO 3", incluso cuando se

siguen las recomendaciones de los expertos 3

, lo que en conjunto limita la sensibilidad y
reproducibilidad de las técnicas convencionales de deteccion de EMR mediante citometria de

flujo (Tabla 5).

2.6.1.b- Deteccion de EMR mediante técnicas moleculares

Junto con la citometria de flujo, las técnicas de ASO-gPCR, constituyen la herramienta
metodoldgica que mas se ha utilizado para la monitorizacion de EMR en pacientes con MM.

Aunque desde el punto de vista predictivo, la deteccion de EMR mediante ASO-gPCR ha

52



-Introduccion-

demostrado un importante impacto prondstico en la supervivencia libre de progresion de

pacientes con MM tratados con farmacos de nueva generacién 28319320

, €n niveles equiparables
a la EMR detectada por citometria de flujo (>107), esta técnica se asocia de forma sistematica con
una aplicabilidad bastante mas limitada (42%-75%) 2" 3" 3%' Esto es debido, en gran medida, a
que el analisis de EMR mediante técnicas de ASO-gPCR se fundamenta en la identificacién de los
reordenamientos V(D)J del gen de la cadena pesada de las Ig (/IGHV-J, IGHD-J) y/o, en menor
medida, también de las cadenas ligeras de las Ig especificos de la CP tumoral, en muestras de
ADN de pacientes con MM tras tratamiento *™. Habitualmente, estos reordenamientos de los
genes /GH, IGK e /GL muestran huella de la hipermutacion somatica sufrida por la CP tumoral a
nivel del centro germinal de los érganos linfoides secundarios, con cambios que, de forma
aleatoria, dificultan la unién de los oligonucleétidos (sondas) empleados para su amplificacion y
deteccion 222, Ademas, aunque las técnicas de ASO-gPCR cuentan con suficiente estandarizacion,
son métodos mas laboriosos y complejos, cuyo resultado depende de i) un disefio eficaz de las
sondas (cebadores) a emplear, ii) la calidad de la muestra y iii) el conocimiento previo del
reordenamiento especifico del gen (p.ej. del gen /GH) de cada paciente (detectable en una
muestra obtenida al diagndstico o recaida con masa tumoral >5%) *23, aspectos que influyen
significativamente en el uso mas limitado de esta técnica, respecto a la citometria de flujo

convencional 23321 (Tabla 5).

Las técnicas moleculares (mas recientes) de secuenciacion masiva (NGS), superan en gran
parte las limitaciones descritas anteriormente de la ASO-gPCR para la monitorizacion de EMR en

323 alcanzando niveles de

pacientes con MM de forma posterior al inicio del tratamiento
aplicabilidad similares (>90%) a los observados con las técnicas de citometria de flujo
convencional, pero con mayor sensibilidad (10°-10) 2 32" 34 (Tabla 5). Generalmente, estas
técnicas se basan en la disponibilidad de ADN gendmico para la identificacion de los
reordenamientos completos (VDJ) e incompletos (VJ) del gen /GH'y del locus k (/GK) mediante
un panel de sondas (cebadores) de consenso, cuyos productos, una vez amplificados, se
secuencian para la identificacion de la(s) secuencia(s) clonotipica(s) de las CP tumorales presentes
en la muestra *23. Hoy se sabe que la ausencia de EMR mediante NGS (niveles de EMR en MO
<107°-10%), constituye uno de los factores prondsticos méas potentes a la hora de monitorizar la

respuesta al tratamiento en pacientes tratados con MM, asociandose con tasas de supervivencia

libre de progresion y supervivencia global significativamente mas prolongadas, especialmente
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entre aquellos casos que han alcanzado RC, independientemente de la edad del paciente, la
calidad de la respuesta (seguin los criterios convencionales) ™/, el tipo de tratamiento recibido y
el momento de estudio (p.gj. tras tratamiento de induccidn o trasplante de precursores
hematopoyéticos) " 32, Sin embargo, la mayorfa de las técnicas de secuenciacién se basan en el
uso de plataformas comerciales que no estan disponibles en la mayoria de los laboratorios de
diagnostico onco-hematologico y requieren del analisis de resultados por parte de un experto
2B Ademas, aunque en menor medida que lo descrito para las técnicas de ASO-gPCR, persiste el
impacto negativo de la hipermutacion somatica que afecta a los genes de las Ig de la CP tumoral
en la aplicabilidad de la técnica °®, en ausencia de estandarizacion y validacion multicéntrica de

la misma 2'® (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas diferenciales entre las técnicas convencionales empleadas actualmente
para la monitorizacién de EMR en MO de pacientes tratados con MM

ASO-gPCR Citometria de flujo Secuenciacién masiva

Aplicabilidad 42%-75% ~100% >90%
Sensibilidad >10- ~104 10~-10°
Estandarizacién Si No En desarrollo
([:)l;;?coc)r;lbllldad en laboratorios Media il Limitada
Rapidez de ejecucion Baja (>5 dias) Alta (<4 horas) Baja (>7 dias)
Muestra basal* Si No Si
Muestra extraida recientemente No Si (<48 horas) No
Informacién sobre la celularidad ,

No Si No

global de la muestra

* Con una proporcion de CP tumorales 5% de CP. ASO-gPCR, reacciéon en cadena de la polimerasa cuantitativa basada en el uso de
sondas alelo-especificas.

2.6.2 Monitorizacién de EMR en sangre periférica de pacientes con MM

Al constituir una herramienta minimamente invasiva, desde hace algunos afios se ha evaluado
la posible utilidad de las técnicas de biopsia liquida para la deteccion de la persistencia o aparicion

de CPTC en sangre de pacientes tratados con MM 3% Asi, se han empleado, tanto la citometria

203, 326, 327

de flujo multiparamétrica como las técnicas moleculares de ASO-PCR ' 20 ¢

204, 328

secuenciacion masiva , para investigar la presencia de EMR (en forma de CP tumorales

circulantes 3> o ADN libre circulante *2°) en pacientes con MM, una vez iniciado el tratamiento.
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En este sentido, los estudios basados en citometria de flujo multiparamétrica han demostrado
la presencia, incluso con recuentos elevados, de CPTC en la sangre periférica de pacientes con
MM una vez iniciado el tratamiento, asociandose la presencia de CPTC con peor respuesta al
tratamiento y un prondstico desfavorable 2°3326:327. 330 Mediante estas técnicas inmunofenotipicas
basadas en paneles de marcadores combinados en >6-fluorescencias, se ha detectado presencia
de CPTC en 18,7% y 19,3% de los pacientes con MM en el momento de la movilizacién de
progenitores hematopoyéticos para trasplante autdlogo 2% 3¢ 327 En concreto, estos mismos
estudios refieren que una vez alcanzada la RC con diferentes esquemas de tratamiento, el
porcentaje de pacientes con MM que presentan CPTC en sangre variaria entre 0% 22> 330 331y 14%
203,326,327 de |os casos, dependiendo de la combinacién especifica de anticuerpos empleada (p.ej.
en 3 % 0 6 ¥' fluorescencias), del nimero de células analizadas **° y del tipo de procedimiento
empleado para la preparacion de la muestra (p.ej. separacion de células mononucleares 2% o lisis

de hematies sequida de tincién directa de la muestra de sangre %22 3%')

. Por el contrario, el hallazgo
de CPTC en sangre de pacientes con MM en el momento de la recaida es significativamente mas
frecuente, detectandose su presencia en casi dos tercios de estos casos (#64%) **°. Desde el
punto de vista pronostico, la presencia de CPTC por citometria de flujo en pacientes con MM tras
tratamiento, constituye, de forma sistematica, un importante factor de riesgo,
independientemente del esquema terapéutico administrado y de la calidad de la respuesta

alcanzada frente al mismo 293 326:327. 330,

De forma similar, al aplicar técnicas moleculares (p.ej. ASO-gPCR), la frecuencia de enfermedad
detectable en sangre de pacientes con MM una vez iniciado el tratamiento varia de acuerdo con
la calidad de la respuesta clinica alcanzada, oscilando entre 24% en los casos estudiados en RC
1% hasta 73% de los que se encuentran en progresion/recaida 2. En cualquier caso, la presencia
de enfermedad en sangre mediante ASO-gPCR a los 3 meses del trasplante, se ha asociado a
tasas de supervivencia libre de progresion y de supervivencia global significativamente mas cortas

que las observadas entre los pacientes en los que no se detecta su presencia 2'°.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que el prondstico adverso de la presencia/persistencia
de CPTC, es independiente de la técnica empleada para su deteccién, de la edad del paciente,
del perfil citogenético de las CP tumorales y de la calidad de la respuesta alcanzada al tratamiento
326,330 Ademas, la deteccion y cuantificacion de CPTC en sangre periférica, constituye un método

minimamente invasivo que permite una monitorizaciéon mas frecuente de los pacientes con MM,
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una vez iniciado el tratamiento %219 222 no viéndose afectados los resultados por la (posible)
distribucion heterogénea del tumor, o por la existencia de niveles variables de hemodilucion de

la muestra, como ocurre con la MO 3%,

En paralelo a las técnicas de citometria de flujo y biologia molecular, en los Ultimos afios se
han desarrollado técnicas de espectrometria de masa dirigidas a la identificacion (con elevada
sensibilidad) de la proteina-M secretada por las CP tumorales de pacientes con MM, y su
monitorizacién a lo largo del curso de la enfermedad, una vez se ha iniciado el tratamiento. Asi,
se ha demostrado que la aplicacién de estos procedimientos permite identificar niveles minimos
(0,05y 0,00001 g/dL) de proteina monoclonal en suero, incrementando de forma muy significativa
(>100 veces mas) la sensibilidad frente a las técnicas clasicas de inmunofijacion "33 Este método
se basa en el principio de que cada Ig (normal y/o clonal) tiene una secuencia de aminoacidos
especifica que le confiere una masa concreta, diferente de otras Ig. La mayor sensibilidad
alcanzada, respecto a la inmunofijacion, facilita el rastreo del componente-M de forma especifica
(y minimamente invasiva) en cualquier momento de la evolucién de la enfermedad, indicando su
presencia tras tratamiento, la persistencia de CP tumorales (ya sea a nivel de MO o incluso a nivel
extramedular) . Ademas, permite resolver de forma eficiente los falsos positivos observados en

333 Segun estudios

pacientes que han recibido tratamiento con anticuerpos monoclonales
preliminares referidos en la bibliografia, todo ello se traduce en una importante correlacion con
los estudios de EMR en MO por citometria de flujo de alta sensibilidad (10 colores), obviando la
necesidad de realizar un aspirado medular ***. Sin embargo, la vida media de las Ig y el tiempo
trascurrido hasta su aclaramiento, requiere de cierta cautela en la interpretacion de los resultados,
especialmente en muestras de suero obtenidas durante el tratamiento o inmediatamente después
de que éste haya finalizado "". Ante las ventajas que ofrece esta nueva tecnologia y teniendo en
cuenta las limitaciones referidas anteriormente, algunos autores han propuesto evaluar
secuencialmente la concentracion sérica del CM mediante la técnica de espectrometria de masas,
al demostrarse que un Unico punto positivo tras tratamiento no confiere por si solo significado
prondstico ***, mientras que niveles constantes de proteina monoclonal en estudios secuenciales
se asociarian con una reduccion significativa en la tasa de supervivencia libre de progresion de
estos pacientes . A pesar de lo anteriormente expuesto, la técnica de espectrometria de masas

no esta disponible comercialmente lo que impide su aplicaciéon inmediata de forma generalizada

para la monitorizacién de pacientes con neoplasias de CP 2332,
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2.6.3 Monitorizacién de enfermedad residual extramedular en el MM

Uno de los principales retos en la monitorizacion de EMR en pacientes con MM, se centra en
la evaluacion de la respuesta al tratamiento a nivel extramedular, especialmente en aquellos
pacientes que al diagndstico muestran infiltracion tumoral fuera de MO °*. Ante esta situacion,
se recomienda complementar el estudio de EMR con pruebas de imagenes suficientemente
sensibles que permitan redefinir la respuesta clinica, en caso de no observarse enfermedad en
MO mediante técnicas sensibles de EMR 2™ 2% Asi, la persistencia de focos positivos de captacion
mediante PET-CT #®33¢ o de un patrén de infiltracion medular difuso por resonancia magnética
274 336 337 en pacientes con MM que han recibido altas dosis de tratamiento, reflejaria la
presencia/persistencia de enfermedad residual, asociandose con un acortamiento del tiempo
hasta la recaida 2. Asi mismo, el resultado de los estudios de EMR mediante técnicas de imagen,
no parecen verse influenciados por la posible existencia de una distribucidon heterogénea del
tumor **’. No obstante, debe tenerse en cuenta que algunos contrastes (p.ej. fluoro-deoxiglucosa)
empleados en las técnicas de PET-CT, pueden generar imagenes poco especificas al coexistir

procesos inflamatorios o infecciosos a la par que la neoplasia de CP, pudiendo dar lugar a falsos

negativos o falsos positivos **.
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Las neoplasias de células plasmaticas (CP) constituyen un grupo de enfermedades con un
comportamiento clinico variable, asociado a un prondstico heterogéneo " 84 9095104105 130,151 'Fy
ellas se incluyen desde tumores localizados, como el plasmocitoma solitario, hasta enfermedades
diseminadas con compromiso sistémico asociado a un comportamiento clinico heterogéneo, que
van desde la gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI), la amiloidosis por depdsito
de cadenas ligeras y el mieloma multiple quiescente (MMQ), al mieloma multiple activo (MM) y

la leucemia de células plasmaticas (LCP) "> %.

En la actualidad, el diagnéstico de las neoplasias de CP se fundamenta en la deteccion de CP
clonales y/o de sus productos (componente monoclonal en suero u orina) en presencia o no de
sintomatologia tipica de la enfermedad *. En este sentido, para la clasificacién diagndstica de
estas entidades se tiene en cuenta el grado de compromiso tisular de la médula 6sea (MO) y la
sangre periférica por CP tumorales, la cantidad de componente monoclonal secretado por éstas
a la circulacion sanguinea, junto con la existencia de afectacion funcional de la MO (es decir,
anemia), del hueso (niveles de calcio sérico y/o presencia de lesiones éseas), del rifidn, y la posible
existencia de deposito tisular de cadenas ligeras *® '*°. No obstante, hoy dia se reconoce que,
dentro de cada subgrupo diagndstico de gammapatia monoclonal, sigue existiendo una
importante heterogeneidad clinica y evolutiva " 126:135232.235.338 'A¢f mientras la gran mayoria de
las GMSI y en menor proporcion también de los MMQ, cursan con un comportamiento clinico
estable y benigno, existe una proporcion significativa de casos en los que la enfermedad sufre
transformacion maligna (p.ej. a MM) con una tasa de progresion del 1% ° y 10% '® al afio,
respectivamente. En contraposicion, un pequefio grupo de pacientes con MM muestra un

| 339, 340

comportamiento clinico similar al de la GMS , Mientras que otros casos evolucionan a LCP

126, 170, 171

En los ultimos afios, se han identificado algunas caracteristicas biolégicas de las neoplasias de
CP que se asocian con la heterogeneidad clinica observada, y se han elaborado sistemas de
estratificacion prondstica que ayudan a identificar por un lado, aquellos pacientes con GMSI 'y

97, 104

MMQ con un elevado riesgo de progresion maligna , Y por otra parte, distinguir dentro de

los pacientes con MM subgrupos con distinto pronéstico =% #",

De acuerdo con su comportamiento evolutivo, en la actualidad se recomienda la
administracion de tratamientos activos ya desde el mismo momento del diagndstico, en las

formas mas agresivas (y sintomaticas) de la enfermedad como el MM y la LCP % %8 |a amiloidosis
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por depdsito de cadenas ligeras '%°, y mas recientemente también, en el MMQ de alto riesgo **"
2% En estos casos, desde hace tiempo se reconoce que la respuesta a las diferentes modalidades
terapéuticas disponibles, tanto para pacientes jovenes como para adultos de edad avanzada (>65
afios), es muy variable %%, Por ello, se considera fundamental realizar una evaluacién periédica
de la eficacia del tratamiento, asociandose de forma directa el grado de respuesta alcanzado con
el prondstico de la enfermedad ™. En este sentido, se sabe que los pacientes que alcanzan
respuesta completa (RC) con desaparicion del componente monoclonal en suero, e incluso
normalizacion del cociente de cadenas ligeras k y A libres en plasma (RC estricta), junto a la
desaparicion de la captacion de la lesiones Oseas y de infiltracion tumoral en otros tejidos,
presentan un mejor pronostico que aquellos que muestran Unicamente respuesta parcial o que
son refractarios al tratamiento 27% 2" 275277.280.341 Sjn embargo, entre los pacientes con MM que
han alcanzado RC con los distintos esquemas de tratamiento, se sigue evidenciando un
prondstico heterogéneo, tanto en términos de supervivencia libre de progresiéon como de
supervivencia global *°. Dicha heterogeneidad se observa, incluso, entre aquellos casos que
alcanzan RC con ausencia de enfermedad minima residual (EMR) mediante técnicas

inmunofenotipicas y/o moleculares convencionales 2% 28 286, 291

. Hoy se cree que al menos en
parte, esto es debido, entre otros motivos, a una sensibilidad y/o aplicabilidad limitada de las
técnicas convencionales de citometria de flujo de >4 colores #™ 3"y ASO-qPCR #" 3" (y en menor
medida también de las nuevas técnicas de secuenciacion masiva) disponibles en la rutina

diagndstica 2" 216323,

Ante esta situacion, cabe suponer que el desarrollo de nuevas aproximaciones metodologicas
estandarizadas de citometria de flujo que, ademas de tener una elevada aplicabilidad, cuenten
también con mayor sensibilidad, supondria un importante avance a la hora de evaluar la calidad
de la respuesta al tratamiento en pacientes con MM vy otras gammapatias monoclonales,
facilitando una estratificacién prondstica mas precisa que permitiria (re)definir la mejor estrategia
terapéutica para cada paciente. Asi mismo, la disponibilidad de técnicas estandarizadas de
elevada sensibilidad permitiria también evaluar con mayor precision la frecuencia con la que los
pacientes con neoplasias de CP presentan células plasmaticas tumorales circulantes (CPTC) en

sangre, tanto al diagndstico como tras tratamiento.

Desde el punto de vista clinico, la presencia y numero de CPTC constituye un importante factor

prondstico en pacientes con MM, tanto al diagndstico como tras tratamiento 68 72 191 201 327, 330,
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31 siendo maés limitados los estudios realizados hasta la fecha en pacientes con GMSly MMQ ™"
188,189,200 Sin embargo, la deteccion sistematica de CPTC ha estado restringida hasta el dia de hoy
a unos pocos centros de referencia, debido a la gran variabilidad en la frecuencia de casos
positivos encontrada segin el método empleado para su deteccion y cuantificacion (p.ej.
microscopia de fluorescencia vs. citometria de flujo convencional), y a la relativa complejidad de
estas técnicas para poder ser adoptadas en la rutina diagndstica. Aun asi, la posibilidad de
disponer de métodos de elevada sensibilidad para la deteccién y cuantificacion de CPTC en
pacientes con gammapatias monoclonales al diagndstico, y posteriormente tras el inicio del
tratamiento, abriria nuevas perspectivas en la evaluacion prondstica y la monitorizacion del
tratamiento de pacientes con neoplasias de CP. En este sentido, la monitorizacion de CPTC en
sangre de pacientes con MM tras tratamiento, podria proporcionar informacion complementaria
a la derivada de los estudios ya establecidos de EMR en MO, al permitir una monitorizacion mas

137,216, 325 Al tratarse de un andlisis minimamente invasivo, la

estrecha de cada individuo
investigacion de la presencia de CPTC en sangre, ademas de permitir un seguimiento mas
frecuente de los pacientes que la realizada en la actualidad mediante los estudios de EMR de MO,
superaria las limitaciones relacionadas con la existencia de niveles variables de hemodilucion y la
posible distribucion heterogénea del tumor en MO, permitiendo calcular recuentos absolutos,

que aportan mayor precision a la hora de evaluar la masa tumoral en sangre ¢ 3%,

Ante estos antecedentes, en el presente trabajo de tesis doctoral nos planteamos

como objetivo general:

— Desarrollar e implementar una nueva herramienta estandarizada de citometria de flujo de
alta sensibilidad para la identificaciéon y cuantificacion de poblaciones de CP tumorales presentes
en muy baja frecuencia, tanto en la sangre de pacientes con gammapatias monoclonales
estudiadas al diagnostico, como en la sangre y MO de pacientes tratados con MM, y determinar

su posible utilidad prondstica.
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Para ello, hemos establecido tres objetivos especificos:

Disefiar y validar una nueva técnica estandarizada de citometria de flujo de alta
sensibilidad dirigida a la deteccion de EMR en la MO de pacientes con MM ftras
tratamiento, y establecer la posible utilidad clinica de la informacién proporcionada
respecto a la de otros metodos empleados actualmente para la detecciéon de EMR, como
la citometria de flujo convencional de 8-colores y las técnicas moleculares de
secuenciacion masiva.

Determinar la utilidad de la nueva estrategia de citometria de flujo desarrollada, para la
deteccion y cuantificacion de CPTC en sangre de pacientes con distintas neoplasias de CP
en el momento del diagnéstico, y evaluar su posible impacto prondstico.

Establecer el posible valor pronéstico de la detecciéon de CPTC en sangre mediante la
técnica de citometria de flujo de nueva generacion desarrollada, en pacientes con MM
una vez iniciado el tratamiento, y determinar su relacién con la presencia/ausencia de

EMR en MO y de componente monoclonal en suero.
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Materiales, Métodos y Resultados

En esta seccion se describen los grupos de pacientes analizados, asi como los materiales y métodos
empleados para su estudio y los resultados obtenidos para cada uno de los objetivos propuestos en esta
tesis doctoral. La exposicion de los materiales y métodos utilizados, asi como de los resultados alcanzados
se recogen en este apartado en forma de tres articulos cientificos originales publicados en revistas de alto
impacto, los cuales estaran precedidos de un breve resumen en castellano que facilite una rapida revision de

su contenido.






-Materiales, Métodos y Resultados-

ARTICULO 1

"Citometria de flujo de nueva generacion para la deteccion sensible y
estandarizada de enfermedad minima residual en el mieloma multiple”

Juan Flores-Montero*', Luzalba Sanoja Flores*', Bruno Paiva*?>, Noemi Puig?®, Omar Garcia-
Sanchez’, Sebastian Bottcher?, Vincent H.J. van der Velden®, José-Juan Pérez-Moran®, Maria-Belén
Vidriales®, Ramoén Garcia-Sanz?, Cristina Jimenez®, Marcos Gonzélez®, Joaquin Martinez-Lépez®,
Alba Corral Mateos', Georgiana-Emilia Grigore’, Rafael Fluxa’, Roberia Pontes®?, Joana Caetano®,
Lukasz Sedek", Maria-Consuelo del Cafizo®, Joan Bladé", Juan-José Lahuerta®, Carlos Aguilar®,
Abelardo Barez”, Aranzazu Garcia-Mateo™, Jorge Labrador®, Pilar Leoz', Carmen Aguilera-Sanz'®,
Jests San-Miguel**?, Marifa-Victoria Mateos**?, Brian Durie***", Jacques J.M. van Dongen***>'® y
Alberto Orfao***! en nombre del Consorcio EuroFlow y de la Fundacién Internacional del
Mieloma.

*Estos autores han contribuido de igual manera al trabajo realizado y por tanto cada uno de ellos debe ser considerado
como primer autor.

**Ambos autores han contribuido de igual manera a este trabajo y por tanto ambos deben ser considerados como
penultimo autor.

***Estos autores han contribuido de igual manera a este trabajo y por tanto cada uno de ellos debe ser considerado
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Introduccién. La citometria de flujo constituye uno de los principales métodos empleados en
la evaluacion de la calidad de la respuesta al tratamiento y la monitorizacion de enfermedad
minima residual (EMR) en méedula 6sea (MO) de pacientes con mieloma multiple (MM). Pese a
sus ventajas, la deteccion de EMR mediante las técnicas convencionales de inmunofenotipado
por citometria de flujo presenta niveles de sensibilidad inferiores a los de las técnicas moleculares

y carece de estandarizacion.

Objetivo. En este trabajo nos hemos propuesto disefiar y estandarizar un método innovador
y altamente sensible de citometria de flujo de nueva generacién para la detecciéon de EMR en MO
de pacientes con MM tras tratamiento. Asi mismo, validaremos la aplicabilidad, sensibilidad y
especificidad de esta nueva herramienta inmunofenotipica frente a otras técnicas empleadas para
el estudio de EMR, como la citometria de flujo convencional de 8-colores y herramientas
moleculares de secuenciacion masiva (de nueva generacién) basadas en la identificacion de

reordenamientos del gen de las inmunoglobulinas.

Materiales y métodos. En total, estudiamos 375 muestras de MO y 10 muestras de sangre
periférica procedentes de 332 pacientes con neoplasias de células plasmaticas (CP) y de 53
controles sanos, distribuidas entre las distintas etapas del trabajo. En un primer paso, diseflamos
un panel de anticuerpos seleccionando los marcadores asociados a fenotipo de CP, que ofrecian
mayor capacidad resolutiva para la identificacién y discriminacion entre las CP normales vs.
tumorales, segun su perfil inmunofenotipico. En paralelo, optimizamos un nuevo protocolo de
preparacion y tincion de muestras con el que fuese posible incrementar el nimero de células a
analizar, aplicando, ademas, estrategias informaticas que permitiesen la identificacion y
cuantificacion automatica de las poblaciones celulares presentes en MO. Finalmente, validamos
el disefio global de la nueva herramienta de citometria de flujo de nueva generacién frente a la
técnica de citometria de flujo convencional, en una amplia cohorte de muestras de MO de
pacientes con MM (n=228), de las que 110 muestras procedian de pacientes que habian alcanzado
al menos muy buena respuesta parcial al tratamiento administrado. Ademas, en un grupo de
estos casos (n=31) analizamos también la presencia vs. ausencia de EMR en MO respecto a la

técnica de secuenciacidon masiva.

Resultados. El desarrollo de la nueva técnica de deteccion de EMR basada en citometria de
flujo de nueva generacidon descrita en este trabajo, se apoyd en tres pilares fundamentales: i) la

optimizaciéon de un panel de anticuerpos para la deteccion de CP tumorales, compuesto por dos
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tubos de ocho colores tras cinco ciclos de disefio, evaluacion y redisefio de las combinaciones
testadas, ii) el establecimiento de un nuevo protocolo de preparacién y tincion de muestras que
permite el analisis de >10” células/muestra mediante un paso inicial de lisis masiva de hematies,
y iii) el desarrollo de herramientas informaéticas innovadoras para la identificacion y clasificacion

automatica de poblaciones celulares de MO, incluidas las CP normales y patoldgicas.

La validacion del nuevo procedimiento inmunofenotipico de deteccion de EMR, se llevo a
cabo mediante un estudio multicéntrico sobre 110 muestras de MO de pacientes con MM que
habian alcanzado una (muy buena) respuesta parcial o respuesta completa (RC) al tratamiento
administrado. En este sentido, la técnica de citometria de flujo de nueva generacion desarrollada
mostrd una mayor tasa de casos con EMR positiva respecto a la detectada con la citometria de
flujo convencional de 8 colores (47% vs 34%, respectivamente; p=0,003), al identificar la presencia
de EMR en un grupo de 18 pacientes con niveles de EMR indetectable mediante citometria
convencional. De forma similar, la frecuencia de casos con EMR positiva mediante citometria de
flujo de nueva generacién fue también superior a la detectada mediante secuenciacién masiva
(70% vs 52%, respectivamente; p=0,06). Esta mayor sensibilidad alcanzada con la técnica
inmunofenotipica de EMR puesta a punto en este trabajo se tradujo, a su vez, en una
supervivencia libre de progresion significativamente méas prolongada para aquellos pacientes que
estando en RC, no presentaron EMR en MO mediante citometria de flujo de nueva generacion,
frente a aquellos en los que pese a estar en RC se les detectd persistencia de CP tumorales

residuales en MO (EMR positiva).

Conclusioén. La nueva estrategia desarrollada en este trabajo para la deteccion de EMR en MO
de pacientes con MM posteriormente al tratamiento, basada en citometria de flujo de nueva
generacion, constituye un método mas sensible y estandarizado que las técnicas convencionales
de citometria de flujo, superando gran parte de las limitaciones actuales de estas Ultimas. Ademas,
la presencia vs. ausencia de EMR en MO mediante la técnica desarrollada mostré un importante
impacto en la prediccion de la supervivencia libre de progresién de pacientes con MM que han
alcanzado una buena respuesta al tratamiento, representando asi una alternativa robusta frente

a los métodos disponibles en la actualidad, lista para ser implementada en la rutina diagnostica.
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ORIGINAL ARTICLE
Next Generation Flow for highly sensitive and

standardized detection of minimal residual disease in
multiple myeloma

J Flores-Montero™'?, L Sanoja-Flores''®, B Paiva®'®, N Puig®, O Garcia-Sanchez?, S Béttcher?, VHJ van der Velden®, J-J Pérez-Moran?,
M-B Vidriales®, R Garcia-Sanz>, C Jimenez’, M Gonzalez®, J Martinez-Lépez®, A Corral-Mateos', G-E Grigore’, R Fluxa’, R Pontes®,

J Caetano®, L Sedek'®, M-C del Canizo®, J Bladé'", J-J Lahuerta® C Aguilar'?, A Barez'®, A Garcia-Mateo'?, J Labrador'®, P Leoz',

C Aguilera-Sanz'®, J San-Miguel?*?°, M-V Mateos>?°, B Durie'”', JJM van Dongen®'®?! and A Orfao'?'

Flow cytometry has become a highly valuable method to monitor minimal residual disease (MRD) and evaluate the depth of

complete response (CR) in bone marrow (BM) of multiple myeloma (MM) after therapy. However, current flow-MRD has lower

sensitivity than molecular methods and lacks standardization. Here we report on a novel next generation flow (NGF) approach for
highly sensitive and standardized MRD detection in MM. An optimized 2-tube 8-color antibody panel was constructed in five cycles
of design-evaluation-redesign. In addition, a bulk-lysis procedure was established for acquisition of > 107 cells/sample, and novel
software tools were constructed for automatic plasma cell gating. Multicenter evaluation of 110 follow-up BM from MM patients in
very good partial response (VGPR) or CR showed a higher sensitivity for NGF-MRD vs conventional 8-color flow-MRD -MRD-positive
rate of 47 vs 34% (P =0.003)-. Thus, 25% of patients classified as MRD-negative by conventional 8-color flow were MRD-positive by
NGF, translating into a significantly longer progression-free survival for MRD-negative vs MRD-positive CR patients by NGF (75%
progression-free survival not reached vs 7 months; P=0.02). This study establishes EuroFlow-based NGF as a highly sensitive, fully
standardized approach for MRD detection in MM which overcomes the major limitations of conventional flow-MRD methods and is

ready for implementation in routine diagnostics.

Leukemia advance online publication, 10 March 2017; doi:10.1038/leu.2017.29

INTRODUCTION
In recent years, the landscape of treatment of multiple myeloma
(MM) has substantially changed'™ leading to significantly increased
complete response (CR) rates and survival.>™"' Therefore, CR has
become a major goal in newly diagnosed MM, even in aged
patients.>'?7'® Despite these advances, most CR patients will
ultimately relapse.”'® Consequently, better insight in depth of
treatment response is required and more sensitive methods
are needed for detection of minimal residual disease (MRD),
particularly in cases that reached CR and stringent CR (sCR).'®
Conventional 4-8-color flow cytometry,’’* and to a lesser
extent also allele-specific oligonucleotide quantitative PCR
(ASOQPCR) and next generation sequencing (NGS)>>%° are
progressively being used to monitor MRD in bone marrow (BM)
of MM after therapy.'®3° These studies confirmed the relevance of

MRD measurements for identification of MM patients at higher risk
of relapse.'®?2 However, despite the greater sensitivity of the MRD
approaches (vs classical CR/sCR criteria), identification among
MRD™ cases of patients that will eventually relapse vs those who
are potentially cured still remains a challenge, implying that more
sensitive MRD approaches are needed.'?'

High sensitivity and broad applicability have both become
mandatory requirements for MRD monitoring in MM.'® Early
studies have shown that conventional 4-6-color flow-MRD is
applicable in virtually all MM patients (= 95%), whereas ASOqPCR
and NGS have a more restricted applicability (50-90% of cases),
mainly due to the high number of somatic hypermutations, which
cause variable levels of primer annealing with unpredictable
amplification/quantitation results.'®****>* However, the sensitivity
of conventional flow-MRD (< 10™% remains (systematically) lower
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than that of ASOgPCR and NGS (< 10~%-1079).25262935 More
recently, several studies in MM have shown that conventional
8-color flow-MRD assays have an increased sensitivity — limit of
detection (LOD) of between <10™* and < 107>, leading to a
significantly improved prediction of outcome.***® However,
current flow-MRD assays and NGS still suffer from a major
limitation: lack of standardization.?” Actually, different markers
and antibody panels, distinct numbers of cells measured, and
highly variable criteria for MRD positivity are currently applied
worldwide.*#3° Therefore, standardization efforts have been made
and consensus recommendations and guidelines have been
recently proposed.**™*? However, such consensus recommenda-
tions still rely on subjective ‘expert-shared’ knowledge and
experience, and do not completely solve the lack of technical
standardization, whereas prospectively validated flow-MRD
approaches are still missing.*®

Here we report on the design of a EuroFlow-based next generation
flow (NGF) approach for highly sensitive and standardized detection
of MRD in MM, and the results of its validation vs a conventional
8-color flow-MRD method®* and NGS. The novel NGF-MRD approach
takes advantage of innovative tools and procedures recently
developed by the EuroFlow Consortium for sample preparation,
antibody panel construction (including choice of type of antibody
and fluorochrome), and automatic identification of plasma cells
(PC) against reference databases of normal and patient BM.*™¢
Prospective validation of the whole procedure at two distinct centers
confirmed its robustness and significantly greater sensitivity vs
conventional 8-color flow-MRD approaches, comparable to current
NGS methods, with an improved prediction of patient outcome.

SUBJECTS AND METHODS
Patients, controls and samples

A total of 375 BM and 10 peripheral blood EDTA-anticoagulated samples
from 53 controls and 332 adult plasma cell disorder (PCD) patients, were
studied (Supplementary Table 1) to design Version 1 of the MM-MRD
antibody panel (n=94; 31 normal/reactive and 63 MM studied at
diagnosis), to compare the performance of antibody reagents evaluated
in Versions 2-5 of the NGF-MRD panel (19 BM diagnostic patient samples),
to evaluate distinct sample preparation protocols (n=10 peripheral blood
and 8 BM samples) and to validate NGF (Version 5) against conventional 8-
color flow-MRD -n =244 consecutively recruited samples corresponding to
16 healthy donors, 66 PCD samples studied at diagnosis and 162 MM
patient samples investigated during follow-up, including 110 follow-up BM
samples from MM patients evaluated at >very good partial response
(VGPR): 39 VGPR; 52 CR; and 19 sCR cases-. Twenty-one >VGPR BM
samples and 10 additional BM samples -22/31 with very low MRD levels
(107%- were further used to blindly compare NGF vs NGS (Supple-
mentary Table 1).

The study was approved by the local ethics committees and written
informed consent was given by each donor according to the Declaration of
Helsinki. All samples were processed at each participating center (USAL/
HUSAL, UNAV, EMC, UNIKIEL, IPOLFG, SUM) within 24 h after collection.

Immunophenotypic studies for selection of plasma cell (PC)-
associated markers

BM samples used to establish Version 1 (Table 1) of the MM-MRD panel
were stained with the EuroFlow PCD 8-color panel for a total of 12 different
markers (CD38, CD138, CD45, CD19, CD27, CD28, CD56, CD81, CD117,
Cylgk, Cylg\ and 32-microglobulin), using previously described EuroFlow
sample preparation protocols.***> For data analysis, events from both
8-color tubes (per sample) were merged and the values of all parameters
measured per tube were mathematically calculated for the individual PC
events using the merge and calculation functions of the Infinicyt software
(Cytognos SL, Salamanca, Spain).**** Subsequently, phenotypic data on
normal PC (nPC) from 31 normal/reactive BM samples were merged in a
reference database. PC were identified based on their unique pattern of
expression of CD38, CD138, CD45 and light scatter features, following
consensus recommendations.*™*? Principal component analysis**** of
single PC events was used to compare the reference database of nPC vs
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aberrant/clonal PC (aPC) from each of 63 MM BM studied at diagnosis, to
identify the most discriminating markers that distinguished between
(reference) nPCs and aPC from individual MM patients (Figure 1), and
establish the applicability of the method. Additionally, CD200 expression
was also evaluated on PC in a subset of 28 MM.

Results on the comparison between antibody reagents directed against the
same marker (Supplementary Table 2), was based on their staining profiles on
nPC vs aPC (vs other non-PC BM populations) as defined by median
fluorescence intensity (range: 0-262,144 arbitrary units) and stain index values,
as previously described®” (Supplementary text). The EuroFlow reagent evalua-
tion criteria** were used to discard or accept individual reagents: (i) increased
background fluorescence; (ii) dim fluorescence of PCs vs other BM populations
(CD38, CD138, Cylgk™ or Cylg\") or the positive vs negative BM reference
populations (CD19, CD27, CD56, CD45, CD81 vs CD117) and (jii) interaction
with the staining pattern of other reagents.

Design and evaluation of sample preparation protocols

For the evaluation of different sample preparation protocols, eight BM and 10
peripheral blood samples were stained in parallel with the CD138-HV450
CD45-PacO CD56-PE CD5-PerCPCy5.5 CD19-PECy7 CD3-APC antibody combi-
nation under five different conditions: (i) the EuroFlow standard operating
procedure (SOP) for staining of 50 pl of sample with cell surface markers,**
and (i) four different ammonium chloride-based bulk-lysis procedures
followed by staining of 5x10° cells in 100 pl/tube (final concentration of
5x10* cells/l), as described in detail in the Supplementary text.

Validation of the NGF MM-MRD method

Overall, 228 MM diagnostic (n=66) and follow-up (n=162) BM samples
(n=110 in VGPR or CR/sCR) were evaluated in parallel with the NGF MRD
approach vs local routine flow-MRD methods (that is, conventional 8-color
flow-MRD technique).?* Detailed description of these BM samples, related
patient clinical data, disease status and time points at evaluation is
provided in Supplementary Tables 1, 3 and 4. Briefly, conventional flow-
MRD was based on staining of 300 pl of whole BM with a single 8-color
antibody combination (CD45-PacB CD138-OC515 CD38-FITC CD56-PE
CD27-PerCPCy5.5 CD19-PECy7 CD117-APC CD81-APCH7), as previously
described.?* In turn, for the NGF approach a median volume of 1.5+ 1.3 ml
(range: 0.1-5.3 ml) was employed adding up to a median total sample
volume of 1.8 ml (maximum of 5.6 ml). PC populations that coexisted in
individual BM samples were identified based on a combination of the
CD38, CD138, CD45 PC-associated markers and light scatter characteristics,
the presence vs absence of myeloma-associated phenotypes, plus Cylg
light chain restriction in case of NGF, as described elsewhere.*® According
to consensus recommendations,*? the limit of quantitation and the LOD of
the NGF MRD method was calculated at <5x 107 and <2x107° aPC,
based on the identification of >50 and >20 aPC among 107 events,
respectively. More detailed information about instrument conditions, data
acquisition and analysis, and the specific reagents used in the present
study is provided as Supplementary Material.

Automatic identification and enumeration of aPC was performed in 110
MM BM follow-up (VGPR or CR/sCR) samples using the automatic gating
function of the Infinicyt software and previously described procedures,**>°
and the results were compared against the conventional expert-guided
PC-identification/gating approach. For automatic gating, a database
consisting of a subset of 14 normal BM samples stained with Version 5
of the antibody panel was constructed and used.”®

In a subset of 31 MM follow-up BM samples with low MRD levels (for
example, <107% in which enough DNA was available, MRD was also
evaluated by NGS. For this purpose, patient-specific VDJH rearrangements
were amplified and directly sequenced from DNA extracted from
diagnostic samples using the DNAzol reagent (MRC, Cincinnati, OH, USA)
and IGHV family-specific primers that covered framework regions 1 (FR1)
and FR2, plus a JH consensus primer, as described elsewhere.?%3? VDJH
rearrangements identified at diagnosis were used as MRD-targeted
sequences for subsequent follow-up samples. Follow-up DNA samples
were amplified using the LymphoTrack IGH Assay (InVivoScribe Technol-
ogies, San Diego, CA, USA) and sequenced in an lllumina MiSeq platform
(lllumina, San Diego, CA, USA). To all reactions, a known amount of DNA
from the MWCL-1 cell line was added as reference control for cell
enumeration. The Fastq files generated were analyzed with the Lympho-
Track/MiSeq Software (InVivoScribe/lllumina). The number of MRD cells
was calculated from the number of reads for the diagnostic VDJH target
rearrangements and the number of reads of the reference rearrangement;



Next gen flow-minimal residual disease in myeloma
J Flores-Montero et al

Step 1: PC1 vs PC2 (APS1) e a
analysis of the immunophe- At ¢ % 4
notype of the nPC reference “;“{?;;%,
population (31 merged oy
normal/reactive BM) s
PC1
Step 2: Balanced PCl1 vs PC2 AN
(APS1) analysis of reference nPC & m,a’?l’ \}2
vs aPC from an individual patient B 2 °“f‘s-uz‘¢?ﬂ“
(repeated for 63 MM cases) 3] ‘ 2 d e S
T - i
PC1 b of 1 &% e
. 6§ o e ¢ [l o)
. R, e
Step 3: Identifi- Marker % Of contribution % of contribution <, t%/%f @%
cation of the Top T ea il A =
. 1.-CD56 21% 7.-CD38 5%
8 PC1 ranking .o 18% 8027 %
markers per case 3.-Cb117 17% 9.- Cylgk 3% a
4.-CD45 11% 10.-CD28 2% (8]
(repeated for 63 s.qg 10% 11-cD138 % a
MM cases) 6.-CD81 % 12.b2 micro 1% ~
t
:
. 3
Step 4 Analysis of the ; q‘?ﬁ‘{};% §
resolution power of the top 8 g E Tkl g
markers only (repeated for 63 T ‘fwﬂm};@’ o
MM cases) § a
PC1
l Principal component 1 (PC1) >

Step 6: Definition of 8 to 10 candidate markers
for inclusion in the MRD panel in addition to the
CD38 and CD138 PC identification markers (CD19,
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Figure 1. Diagram illustrating the process used for the selection and evaluation of markers for the NGF MM MRD panel. Left and lower right
panels show the sequential steps followed to select those markers providing the best resolution between aPCs and nPC, including principal
component 1 (PC1) vs PC2 —automatic population separator (APS1)— plots illustrating the described comparisons for steps 1, 2 and 4,
respectively. (right; a) An APS1 plot corresponding to the simultaneous evaluation of 31 normal/reactive BM samples vs all 63 MM patients
studied at diagnosis, in which the resolution power of the EuroFlow diagnostic PCD antibody panel combination is illustrated. Please note that
PC from five samples (highlighted by the black arrows) showed suboptimal separation in the overall comparison; nonetheless, when
individually compared vs the normal/reactive reference PC pool (b—f), these cases also showed sufficient phenotypic discrimination from nPC.
Markers contributing to PC1 (and their percentage contribution) for each panel on the right include: (@) CD19(20%), CD56(17%), CD81(13%),
CD45(11%), CD117(10%), CD27(8%), Cylgh(5%), CD38(5%), Cylgk(4%), 2 micro(3%), CD138(3%), CD28(1%); (b) Cylgk(27%), Cylgh(13%), 2
micro(12%), CD38(11%), CD56(10%), CD138(7%), CD28(16%), CD45(4%), CD27(4%), CD117(4%), CD19(2%), CD81(0%); (c) Cylgk(20%), CD45
(16%), CD56(11%), CD28(10%), CD19(10%), CD27(8%), CD117(6%), CD81(6%), CD38(6%), CylgA(4%), CD138(3%), p2 micro(0%); (d), CD19(29%),
B2 micro(13%), Cylgk(13%), CD56(13%), CD45(11%), CD38(5%), CD27(4%), Cylg\(3%), CD28(3%), CD138(2%), CD117(2%), CD81(2%); (e) CD19
(23%), P2 micro(13%), CD45(12%), Cylgi(11%), CD81(9%), CD56(7%), Cylgk(6%), CD38(6%), CD28(4%), CD138(4%), CD27(4%), CD117(1%);
(f) CD19(20%), CD117(19%), CD81(14%), CD45(13%), CD56(12%), Cylgh(9%), 2 micro(6%), CD38(3%), CD27(2%), CD28(1%), CD138(1%), Cylgk
(0%). In all PC1 vs PC2 plots, solid circles represent median values for the 12 fluorescence-associated parameters evaluated, inner (dotted) and
outer (solid) lines represent the first and second standard deviations for individual PC. nPC populations are depicted in green while aPC are
shown as red dots, circles and lines, respectively.

percentage MRD was calculated upon dividing the number (x100) of MRD
cells by the total number of cells in the reaction.

Statistical methods

Number of samples required in the assay development and validation
experiments were calculated using the hypothesis contrast strategy for the

comparison of paired quantitative data (EPIDAT 4.0 software, Conselleria
de Sanidade, Xunta de Galicia, Spain). To evaluate the distribution of MRD
data, the Kolmogorov—Smirnov test was used. The Wilcoxon or Friedman
tests and the Mann-Whitney U or the Kruskal-Wallis tests were used to
assess the (two-sided) statistical significance of differences observed
between >2 groups for paired and unpaired variables, respectively. For
correlation studies, the (two-sided) Spearman’s rho (p) for non-parametric
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paired data was employed. The Kaplan—-Meier method and the (two-sided)
log-rank test were used to plot and compare progression-free survival
(PFS) curves. PFS was defined as the time from MRD assessment to either
disease progression or the last follow-up visit. Statistical significance was
set at P < 0.05. All samples evaluated were blindly analyzed during the
experimental phase.

RESULTS

Antibody panel construction for optimal identification of MM
plasma cells at MRD levels

Comparison of the whole immunophenotypic profile of aPC from
individual MM patients (n=63) vs the normal/reactive BM PC
database (n=31) showed multiple aberrant phenotypes in every
case (Figure 1). Eight of the 12 markers evaluated contributed
most frequently to the discrimination between aPC and nPC based
on principal component analysis of single PC phenotypes: CD19
(97% of cases); CD45 (89%); CD56 (86%); CD81 (86%); CylgA (73%);
CD27 (71%); CD117 (60%); and Cylgk (56%). Re-evaluation of the
utility of the combination of these eight top markers alone in the
same 63 MM BM confirmed clear-cut distinction between aPC and
nPC in the database, in every case. Consequently, the six surface
membrane markers of this list, plus the CD138 and CD38
PC-identification markers, were selected to be combined in a
single 8-color tube. In a second 8-color antibody combination,
Cylgk and Cylg\ were added to the CD138 and CD38, together
with CD229 as an extra PC-identification antigen, plus the three
most informative markers (CD19, CD45, CD56), for parallel
confirmation of immunoglobulin light chain (k vs A) restriction
of PC suspected to be (clonal) myeloma PC (Versions 2 and 3).

Optimization of the two 8-color MM MRD antibody combinations
Subsequently, evaluation of the same 63 MM diagnostic samples
using the two 8-color antibody combinations selected above,
but focusing now on the detection of minimal numbers (that is,
0.02-0.1%) of MM PC, was performed using virtual (software)
dilution experiments of decreasing numbers of PC in the nPC

reference database, as previously described.>’ This revealed
suboptimal reagent performance (for example dim staining) for
two fluorochrome positions (that is, CD138-PacO and CD81/Cylg\-
APCH?7).

From this initial Version 1, until the final version of the antibody
panel (Version 5), four other versions of different fluorochrome-
conjugated reagents of the same markers were tested (Table 1) as
described in detail in Supplementary text. Briefly, in Version 2, the
suboptimal CD138-PacO reagent was replaced by CD138-HV500C;
in Version 3, suboptimal CD81-APCH7 and CylgA-APCH7 reagents
were both replaced by CD81-APCC750 and Cylgh-APCC750. For
Version 4, the CD138-HV500C reagent found to be still suboptimal
was replaced, together with the CD27-PerCPCy5.5 and CD45-PacB
fluorochrome positions, by CD138-HV450, CD27-HV500C and
CD45-PerCPCy5.5, respectively. Finally, in Version 5, CD138-
HV450, CD27-HV500C and CD38-FITC were replaced by the
optimized CD138-BV421 and CD27-BV510 conjugates, and the
multi-epitope CD38-FITC antibody, respectively. The later
CD38 reagent showed an equivalent performance in diagnostic
MM samples to that of the original CD38 antibody clone,
but a much better resolution in BM samples from MM patients
who had received Daratumumab therapy (Supplementary
Figure 1). Moreover, CD229 was excluded from tube 2,
since this marker did not identify all aPC in 4/49 (8%) MM cases
tested, and it was not specific for PC, being also (strongly)
expressed on plasmacytoid dendritic cells and a subset of
lymphocytes.>?

Evaluation of sample preparation protocols

Overall, bulk-lysis procedures were systematically associated with
acquisition of a significantly (P < 0.05) greater number of cells vs
the conventional BD FACS Lysing Solution (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) based (FACS-lyse) SOP (Supplementary Figure 2A).
However, all bulk-lysis conditions but that using low bovine serum
albumin (0.5% bovine serum albumin) and a FACS-lysing-fixation
step (protocol A1 in Supplementary Figure 2), showed a
significantly higher proportion of debris and dead cells (P < 0.05

Table 1. Multiple myeloma NGF-MRD: 8- and 10-color antibody panels evaluated from the first (Version 1) to the final version (Version 5)
8-color panel version Tube PacB PacO FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APCH7
1 1 CD45 CD138 CD38 CD56 CD27 CcD19 cD117 CD81
2 CD45 CD138 CD38 Cylgk Cylgh
HV500C
2 1 CD45 CD138 CD38 CD56 CD27 CcD19 cD117 CD81
2 CD45 CD138 CD38 CD56 CD229 cD19 Cylgk Cylgh
APC C750
3 1 CD45 CD138 CD38 CD56 CD27 CcD19 cD117 cD81
2 CD45 CD138 CD38 CD56 CD229 CcD19 Cylgk Cylgh
HV450
4 1 CD138 cD27 CD38 CD56 CD45 CcD19 cD117 CD81
2 CD138 D27 CD38 CD56 CD45 CcD19 Cylgk Cylgh
BV421 BV510
5 1 CD138 CcD27 CD38 (ME) CD56 CD45 CcD19 cD117 CD81
2 CD138 CD27 CD38 (ME) CD56 CD45 CcD19 Cylgk Cylgh
10-color panel version BV421 BV510 BV605 FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APCAF700/AF700 APC C750
1 CD138 CD27 Cylgh CD38 CD56 CD45 CD19 CD117 Cylgk CD81
2 CD138 CD27 D117 CD38 CD56 CD45 Ccb19 Cylgk Cylgh
3 CD138 CD27 CD45 CD38 (ME) CD56 Cylgh CD19 cD117 cD81 Cylgk
Abbreviations: APC, allophycocyanin; A700, alexa fluor 700; BV421, brilliant violet 421; BV510, brilliant violet 510; BV605, brilliant violet 605; Cy, cytoplasmic;
C750, C750 dye; Cy5.5, cyanin5.5; Cy7, cyanin7; FITC, fluorescein isothiocyanate; HV450, Horizon V450; HV500C, Horizon V500C; H7, Hillite 7; Ig, immunoglobulin;
MRD, minimal residual disease; ME, multi-epitope; PacB, pacific blue; PacO, pacific orange; PE, phycoerythrin; PerCP, peridinin-chlorophyll-protein. Changes
from previous versions in markers or fluorochromes are highlighted in italics.

Leukemia (2017) 1-10



a
n=2 n=95
10° — | (2%) o (80%)
>
% 101 —
>
2 E‘-‘ 102 —
U o
z Tc“ 10% —
g9 x
O L]
S5 100—|
=3
(=3 =
e S 10° —
S
< 105 —
I:féS/ oo o . =5
-,
Nee |3 (5%)
I | | | | | |
Neg 10°¢ 10° 10% 103 102 10! 10°
Aberrant/clonal PC level by Next
Generation Flow
c
n=1 n=13
102 — | (4%) (48%)
103 —
[72]
[C]
Z 104 —
>
Ko}
g 105
2 L
2 10¢—
=
107 —
n=7 =6
Neg %“’ e o o n_o
(26%) (22%)
| I | | | |
Neg 107 10% 10° 10* 10% 10
MRD level by Next Generation Flow
Figure 2.

Next gen flow-minimal residual disease in myeloma
J Flores-Montero et al

b
n=3 n=34
3 100 — | (3%) (31%)
[]
s $
g 10 ps
2
=}
3
§ 10
c o *
9; 100 —| 2
0
o 105 —
>
2
Q 10° —
o
2 nzp° n=18
Ne, 0O O e ® ee -
P (16%)

| | | [ I |
Neg 10° 105 10% 10% 102 10!

MRD level by Next Generation Flow

d
n=0 n=49
2 10t — | (0%) (44%)
g 0%
% 102 — .
i c o
28 ., P
B ~§ 10
£
5 € 100 —
©c
>2
20 10—
o &
]
- 106 —
2 581
n= o
E Neg [o] L ] L ] n:3
(53%) (3%)

I | | I I I
Neg 10€¢ 10° 10* 10% 102 10!

MRD level by expert-based PC identification

Validation of the new NGF method for MRD detection in MM against both conventional 8-color flow-MRD (a, b) and NGS (c),

including expert-based vs automated NGF-MRD data analysis (d). In a, the comparison between NGF and conventional flow-MRD is shown for
diagnostic and follow-up samples from patients with stable/progressive disease and partial response (n=118), while in b the two flow
methods are specifically compared for follow-up samples from MM patients in VGPR and CR/sCR (n=110). (d) The correlation between expert-
based vs automatic PC identification MRD levels in the same 110 BM samples as those of b. In turn, ¢ shows the correlation between NGS and
NGF MRD levels for those 27 (low level) MRD samples analyzed by both methods. *Samples proven polyclonal by Cy Ig k/A staining (2/2 and
2/3 in a and b, respectively). 'Samples positive by NGS at the limit of quantitation of the technique. White and black circles in b and d
represent NGF MRD levels below and above the limit of quantitation of the technique, respectively.

vs FACS-lyse protocols) associated with similar numbers (P> 0.05)
of cell doublets (Supplementary Figure 2B). Of note, detailed
analysis of the specific recovery of the major leukocyte popu-
lations (that is, eosinophils, neutrophils, monocytes, mature
lymphocytes and nucleated red cells) as well as of nPC and
aPC showed no significant differences between the condi-
tions evaluated (P> 0.05), except for higher nPC percentages for
the bulk-lysis protocol B1 (Supplementary Figures 2C and D).
Therefore, the bulk-lysis procedure including a FACS-lysing-
fixation step and 0.5% bovine serum albumin (protocol
A1 in Supplementary Figure 2) was selected as the reference
SOP and used to further titrate the individual antibody rea-
gents selected, for staining of > 107 cells/tube (Supplementary
Table 5).

Validation of the EuroFlow-based NGF MM-MRD method

The final NGF MM-MRD approach described above was validated
against conventional 8-color flow-MRD in 228 MM BM samples
studied at diagnosis (n=66) or after therapy (n=162), particularly
focusing on 110 BM samples from patients in VGPR or CR/sCR.
A strong correlation was found between both methods in diagnostic
and follow-up samples with relatively high tumor burden from
patients in partial response, stable disease and progressive disease
(p=0.96; P<0.001; Figure 2a). Most importantly, a fairly good
overall correlation was also observed among cases in VGPR and
CR/sCR (p=0.77; P < 0.001; Figure 2b), albeit significantly different
rates of MRD* samples were detected with both methods: 37/110
(34%) for conventional flow-MRD vs 52/110 (47%) for EuroFlow-
NGF, respectively (P=0.003; Figure 2b). This was due to a relatively
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Figure 3. lllustrating graphical representations of the performance of the NGF method based on the analysis of (merged) data files
corresponding to a BM MM sample (> 107 cells) with low level MRD stained with the NGF-MM MRD panel (Version 5). Left panels show
classical bivariate dot plot representations in which PC (blue and red dots) were gated using a conventional manual analysis strategy. nPC
(blue dots) display characteristic normal patterns of expression for the surface membrane markers used, with a cytoplasmic (Cy) Igk vs Cylg\
ratio of 1.6. In contrast, clonal/aberrant PC (red dots) can be clearly discriminated from nPC based on their more homogeneous phenotypic
profile, the presence of myeloma-associated phenotypes (CD138", CD38%™, CD19~, CD81~, CD117~ and CD27%™) and a restricted pattern of
expression of Cylgi. Other non-PC BM populations are depicted as gray dots. In turn, the top right panel shows the results of principal
component analysis —automatic population separator 1 (APS1) view of principal component 1 (PC1) vs PC2— demonstrating a clearly different
overall immunophenotypic profile of normal and aPCs in this sample. In this later plot, circles represent median values for all phenotypic
parameters measured in the two tubes but Cylgs, while inner (doted) and outer (solid) lines represent the first and second s.d. of the
distribution of the PC events in the multidimensional space, respectively. The table in the right illustrates the top 6 parameters contributing to
the separation between nPC and aPC in the above PC1 vs PC2 plot and their percentage contribution to the separation. Please note that, in
this sample, PC corresponded to 0.005% of all nucleated BM cells; in turn, aberrant PC (127 PC events) corresponded to 0.001% of the whole
BM cellularity with an assay sensitivity (in the quantitative range) of <5x107°,

high number of discrepant cases, which were mostly MRD* by CR/sCR cases (p=0.96; P < 0.001; Figure 2d). However, due to the
EuroFlow-NGF but MRD™ by conventional flow: 18/21 (86%) vs minimum number of events required by the software algorithm,
3/21 (14%) discrepant samples, respectively. Of note, such aPC were not identified in 3/110 cases (2.7%) with low MRD levels
discrepant NGF' cases typically showed MRD levels < 107* by NGF (and MRD™ by conventional flow-MRD) -median % aPC
by EuroFlow-NGF with median (range) MRD levels of 0.001% (range): 0.0006% (0.0001-0.005%; Figure 2d)-.
(0.0001-0.03%) vs 0.02% (0.0008-1.79%) for MRD" cases by both Parallel assessment of MRD by NGF and NGS in a subset of 31
methods (P < 0.001; Figures 2b and 3). Interestingly, in three samples showed a higher applicability for the EuroFlow-NGF
MRD™ cases by EuroFlow-NGF, MRD" results at relatively high approach: 31/31 (100%) vs 27/31 (87%) cases, respectively
levels (median of 0.01%; range: 0.006—0.02%) were observed by (P<0.001). Among those 27 cases assessed by both methods
conventional MRD-flow (Table 2). Evaluation of cytoplasmic k/A (22 of them with MRD levels < 10™%), a good correlation was found
expression in the suspicious PC from these three patients by between the percentage of residual aPC by NGF and NGS (o =0.62;
EuroFlow-NGF, demonstrated the polyclonal nature of the P=0.001; Figure 2c). However, NGF showed a higher sensitivity
suspected aPC in 2/3 cases, indicating false-positivity in conven- than NGS with 19/27 (70%) vs 14/27 (52%) MRD" samples
tional flow-MRD; in contrast, no clear explanation was found for (P=0.06) with higher MRD levels -mean percentage +s.d. MRD"
the discrepant results observed in the other patient. Overall, the cells of 0.01 +0.04% vs 0.006 +0.02% (P = 0.07), respectively-. This
frequency of aberrant expression profiles for individual markers on was due to 7/27 discrepant cases including six MRD" by NGF and
clonal PC by NGF, was as follows: CD45, 96%; CD19, 96%; CD56, MRD ™ by NGS: median (range) percentage aPC of 0.001% (0.0002—
96%,; CD27, 89%; CD81, 79%; CD38, 77%; CD117, 48% and CD138, 0.07%) and one MRD* by NGS (0.0004% aPC) and negative (LOD
37%. In 8/52 MRD* cases confirmation of light chain restriction < 0.0002% aPC) by NGF (Figures 2c and 3). In fact, 8/27 samples
among small numbers of suspicious PC carrying slightly aberrant (30%) were NGF-positive (quantifiable), but NGS-negative or
phenotypes was required. No significant differences were discrepantly low positive.
observed in the validation phase between the participating From the prognostic point of view, MM patients who were
centers with respect to rate and type of MRD discrepant cases MRD™ by NGF had a significantly (P=0.01) longer PFS vs MRD"
(P=0.63). Importantly, in all but 7/110 cases, >7x 10° cells were cases -75% PFS not reached (NR) vs 10 months; Figure 4a-,
evaluated (median 104x10° cells) with an impact on the including also those that were MRD* by NGF and MRD™ by
sensitivity of the method because of not reaching the LOD in conventional 8-color flow (75% PFS of 10 months; Figure 4b);
only 2 cases (1.8%). Interestingly, an alarm for decreased similar results were observed when the analysis was restricted to
percentage of CD117" mast cells (<0.002%) suggesting blood patients in CR/sCR (P=0.02; 75% PFS NR vs 7 and 5 months,
contamination, was observed in 17/110 samples, 11/177 MRD and respectively; Figures 4c and d). Of note 2/6 patients who were
6/17 MRD* samples (Table 3). MRD* by NGF and MRD™ by NGS also showed disease progression,
Automatic identification and enumeration of aPCs showed an while the only NGF/NGS* discrepant patient remained in
excellent correlation with expert-based gating, also in VGPR and continuous CR after 14 months follow-up.
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DISCUSSION

MRD detection in BM has proven clinically meaningful for MM
monitoring after therapy, particularly to predict outcome of
patients that reach CR'?>7'®% independently of therapy.?*>*

Table 2. Distribution of aberrant (aPC) and normal (nPC) plasma cells
in BM samples from MM patients in VGPR, CR and sCR with discrepant
MRD results (MRD" vs MRD 7) by NGF vs conventional flow-MRD assays
Case ID  Disease Conventional NGF
status flow
% tPC % nPC % aPC % tPC % nPCs % aPC

1 CR 0.01 0.01 0 0.008 0.007 0.0004
2 CR 0.01 0.01 0 0.02 0.02 0.0002
3 CR 0.007 0.007 O 0.007 0.007 0.0003
4 CR 004 0.04 0 0.02 0.02 0.0004
5 sCR 0 0 0 0.003 0.002 0.0006
6 CR 0.1 0.1 0 0.1 0.1 0.002

7 CR 0.2 0.2 0 0.2 0.2 0.02

8 sCR 0 0 0 0.002 0.003 0.0002
9 CR 0.9 0.9 0 0.6 0.6 0.005
10 CR 0.2 0.2 0 0.06 0.06 0.0004
11 VGPR 0 0 0 0.01 0.01 0.0007
12 CR 0 0 0 0.01 0.01 0.006
13 sCR 0.2 0.2 0 0.2 0.2 0.005
14 sCR 0.03 0.03 0 0.03 0.03 0.002
15 CR 0.1 0.1 0 0.07 0.04 0.03

16 VGPR 0 0 0 0.009 0.008 0.001
17 CR 0.1 0 0 0.004 0.003 0.001
18 CR 004 O 0 0.01 0.01 0.0002
19 CR 0.09 0.08 0.01 0.05 0.05 0

20 CR 0.1 0.1 0.006 0.1 0.1 0

21 CR 0.4 0.3 0.02 0.3 0.3 0
Abbreviations: aPC, aberrant plasma cell; BM, bone marrow; CR, complete
response; MM, multiple myeloma; MRD, minimal residual disease; NGF, next
generation flow; nPC, normal plasma cell; sCR, stringent CR; tPC, total
plasma cells; VGPR, very good partial response.

Next gen flow-minimal residual disease in myeloma
J Flores-Montero et al

Currently, several different flow- and PCR-based MRD approaches
are available° Flow-MRD has clear advantages vs PCR-based
methods because of its relative simplicity, high speed, greater
clinical applicability and worldwide availability.'®** However,
major concerns have been recently raised about the lack of
standardization of flow-MRD in MM>® and its lower sensitivity vs
PCR-based approaches, particularly NGS.2>29%3753

Here we describe an innovative EuroFlow-based high-sensitive,
standardized and validated NGF-MRD method which can be
applied to virtually every MM patient for MRD monitoring in BM
after therapy. Overall, our results show a similar applicability but a
significantly increased sensitivity for the novel EuroFlow-NGF
approach vs conventional flow-MRD, with around one fourth of all
MRD-negative samples by conventional flow becoming MRD-
positive by NGF. To the best of our knowledge, this is the first time
that a validated high-sensitive flow-MRD assay is described with a
LOD close to 107° (ability to identify down to 20 tumor PCs
among 107 evaluated BM cells) and a limit of quantitation of
< 5% 107 (ability to accurately quantity tumor PC percentages at
levels down to five cells per million cells, that is, 0.0005%),
calculated following consensus recomendations.*> Importantly,
the EuroFlow-NGF approach provided similar results in different
centers, which further confirms the high standardization level of
the method. From the clinical point of view, despite the (still)
limited follow-up time, the NGF approach already showed a
significant prognostic impact on PFS of MM patients, even among
those in CR/sCR, significantly improving the predictive clinical
value of conventional flow-MRD.

The greater sensitivity of NGF vs conventional flow-MRD was
mostly due to the use of both an optimized combination of
fluorochromes and antibody reagents for increased specificity at
very low MRD levels, and the 10-fold increase in the number of
cells evaluated, in the context of fully standardized laboratory
protocols. The two-tube approach proposed also allows confirma-
tion in a second independent measurement, of the clonal nature
of suspicious (low numbers of) PC, through evaluation of the
cytoplasmic k/\ restriction of phenotypically aberrant PC which
proved to be required in a significant number of cases.
Interestingly, the phenotypic markers selected as most informative

Table 3.
MRD" cases with decreased levels

Distribution of distinct BM-associated populations as identified by the NGF antibody combination (version 5) and percentages of MRD™ and

BM-associated cell population (phenotype®)

Normal BM range (n=16),

% of cases with  NGF MRD™ patients showing

% NRBC (SSC/FSC', all markers™)

% CD19” nPC (CD38", CD138", CD45™/*, CD56~/*, CD81~ ",
CD27%, FSC/SSC™)

% CD27* B Cell precursors (CD19*; CD38**, CD45%™, CD81**,
CD27*, Cylg™~, FSC/S5C™)

% CD27~ B Cell precursors (CD19*; CD38**, CD454™, CD81**,
CD27-, Cylg~, FSC/SSC')

% Mature B cells (CD19*; CD38*, CD45%™*, cD81*, CD277 ',
Cylg*, FSC/SSC')

% Myeloid precursors (CD117*, CD45%™, CD384™*; CD81*, SSC/FSC™)
% Endothelial and mesenchymal cells (CD81", CD45~, SSC/FSCM/M)

hemodiluted BM cutoff low levels disease progression
TOTAL
MRD~  MRD* Case 1 Case 2
% Mast cells (CD117", CD45%, CD819™, CD38", SSC/FSCMt~hi) 0.006% (0.002-0.03%) 10% 5% 0.0017% 0.0006%

6.4% (2-11.5%) 3% 1% 8% 5%

0.05% (0.003-0.2%) 14% 14% 0.0038% 0.0036%
0.08% (0.004-0.4%) 12% 11% 0.0001% 0.003%
0.4% (0.05-2.2%) 11% 13% 0.001% 0.01
1.6% (0.6-3.5%) 26% 23% 0.1% 0.1%
1.8% (0.2-3.6%) 8% 8% 0.3% 0.3%
0.01% (0.0005-0.08%) 1% 0% 0.02% 0.02%

red blood cells; SSC, sideward scatter. *Markers used in the gating strategy.

Abbreviations: BM, bone marrow; FSC, forward scatter; MRD, minimal residual disease; NGF, next generation flow; nPC, normal plasma cells; NRBC, nucleated
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Figure 4.

PFS curves of MM patients grouped according to their BM MRD status as assessed by NGF (a, ¢) and both NGF and conventional

flow-MRD (b, d). In a and b the impact of the MRD status is shown for MM patients in VGPR, CR and sCR (n =79), while in c and d, PFS analyses
was restricted to MM patients who were in CR and sCR at the moment of MRD assessment (n=50).

did not differ from those considered to be essential by expert
consensus.****® However, we proved here that selection of
optimal fluorochrome-conjugated antibody clones per marker
could not be predicted by pre-existing (shared) expertise. Thus,
identification of the optimal marker combinations for the 2-tube
8-color antibody panel required five rounds of optimization of
what we already considered initially to be a potentially ‘optimal’
panel (that is, Version 1). Major limitations of suboptimal reagents
were: (i) increased non-specific and background fluorescence;
(ii) too dim fluorescence intensity; (iii) specific interactions among
mixed reagents and/or; (iv) suboptimal staining or reduced
reactivity on nPC vs aPCs, particularly on Daratumumab-treated
vs non-treated patients. Altogether, these results indicate that
(extensive) prospective testing is mandatory to define optimal
combinations of reagents for flow-MRD monitoring in MM, due to
the problems encountered and the significantly different staining
profiles obtained with distinct combinations of reagents of the
same CD markers. As an example, only two of the many
(n=9) CD38 antibody clones evaluated proved efficient for
detecting CD38 on PC from Daratumumab-treated MM patients
(Supplementary Figure 1); even more, only one of these two
clones proved to be effective for detecting CD38 on MM PC
treated in vitro with the Isatuximab antibody (Supplementary
Figure 1).

Although the specific combination(s) of markers used is a key
factor for optimal identification of BM PC and discrimination
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between nPC and aPC, another critical factor in building a
sensitive flow-MRD technique is the number of cells analyzed.**>¢
To the best of our knowledge, this is the first report in which
consistently >5x10° cells/patient sample (usually >107 cells)
were investigated. For the most frequently used stain-lyse-and-
then-wash sample preparation flow-MRD procedures, hundred
thousand to 1-2 million cells in <300l BM are analyzed.
In contrast, the here described EuroFlow SOP assured acquisition
of >10" events in most MM BM MRD samples, by means of
staining a median of 1.5 ml of total BM sample, with a proven limit
of quantitation for the NGF MRD method of <5x10~°and a LOD
of <2 cells per million. These features contribute to explain the
higher sensitivity of EuroFlow-based NGF vs conventional flow-
MRD, and NGS. The relatively high frequency of discrepant results
(30%) in the NGF vs NGS comparison among cases with low
(< 10™% MRD levels, might be caused by suboptimal annealing of
the NGS-PCR primers due to high levels of somatic hypermuta-
tions in the IG genes of nPC and aPC,'%323% and deserves further
investigation.

Independently of its potentially greater sensitivity, NGF has
other additional advantages over NGS:3’ it is faster (<4h),
standardized and reproducible, it has a greater applicability
(>98%), and it does not require a diagnostic sample or patient-
specific probes, which potentially lead to a lower variability in the
sensitivity reached per patient.'® However, EuroFlow-based NGF
required fresh material analyzed within 24 h after sampling; this is



feasible in virtually all countries, since the standardized EuroFlow
procedures have now been implemented worldwide. In addition,
the costs of the NGF reagents (~100 USD) and assay (~350 USD),
are estimated to be lower than those of NGS (~350 USD and 700
USD, respectively).'®

Importantly, NGF can also provide an overall assessment of the
quality of the patient sample through identification of a significant
decrease in non-PC BM cell populations (for example, CD117"
mast cells, CD45~ sideward-scatter'® nucleated red blood cells,
CD117* myeloid precursors, CD19*CD38MCD45' B-cell precursors
and CD19™ nPQ) in hemodiluted BM samples (Table 3) and
through providing full insight in the normal B-cell compartment
via the identification of normal BM residual B-cell precursors
(CD19*CD38MCD45'° and CD45™), immature B-lymphocytes
(CD19*CD45MCD38'°), naive B cells (CD197CD387CD277), memory
B-lymphocytes (CD19*CD38°CD27%), and nPC (CD19"CD567,
CD19°CD56~ and CD197CD56°) in addition to myeloma PC
(Supplementary Figure 3). Of note, decreased numbers of mast
cells were found in 17/110 >VGPR BM samples, particularly
among MRD™ cases, including the only two patients that showed
disease progression (Table 3), pointing out the need for careful
evaluation of MRD™ cases for blood contamination. Whether
evaluation of an additional sample from the same patient is
required in the such cases, still remains to be established.

The relatively short time needed for the complete EuroFlow-
NGF procedure (<4 h) can be further reduced by implementing
automatic sample preparation procedures, pre-mixed and dried
antibody cocktails, and software algorithms for automatic data
analysis. Such improvements are ongoing and will further
contribute to prevent diagnostic errors.

A major challenge we faced during the design phase was to
determine whether the 2-tube 8-color NGF approach could be
replaced by a single 10-color tube to decrease reagent costs and
data acquisition time, as suggested by others.>” Direct comparison
of Version 5 of the two 8-color tube antibody panel vs three
different versions of a single 10-color antibody combination
(Supplementary text) showed quite comparable results for both
formats. However, the 2-tube 8-color method emerged as a more
robust assay because (i) higher numbers of cells were measured;
(i) the confirmatory value of the second tube in case of small
populations of suspicious PC found in the first tube; and (iii) the
increased consistency and precision of replicate vs single
measurements.

In summary, here we describe a novel validated EuroFlow-NGF
assay for high-sensitive, fast and standardized quantification of
MRD in MM that overcomes previous limitations of conventional
flow-MRD approaches and improves prediction of patient out-
come. This method is ready-to-use and well-suited for implemen-
tation in clinical trials to establish the diagnostic role of
MRD in MM.
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Introduccién. Varios estudios han puesto de manifiesto la asociacion que existe entre la
presencia de células plasmaticas tumorales circulantes (CPTC) en sangre de pacientes con
neoplasias de células plasmaticas (CP) y un peor prondstico de la enfermedad. Sin embargo, en
estos trabajos la frecuencia de pacientes con CPTC es muy variable, dependiendo en gran medida
del nivel de sensibilidad de la técnica empleada para su deteccion. Hasta la fecha, se desconoce
cual es exactamente la frecuencia de CPTC en pacientes con distintos subtipos diagnésticos de
neoplasias de CP cuando se emplea la citometria de flujo de nueva generacion para su
identificacion, asi como el posible impacto pronéstico que supone tal hallazgo al diagndstico en

estas entidades.

Objetivo. En este trabajo nos propusimos explorar por primera vez, la utilidad de la citometria
de flujo de nueva generacion para la deteccion de CPTC al diagndstico, en muestras de sangre
de pacientes con distintos subtipos de neoplasias de CP, con el fin de determinar la frecuencia
de casos positivos, los niveles de CPTC y su potencial impacto en el prondstico de estas

enfermedades.

Materiales y métodos. Para abordar los objetivos antes planteados, analizamos un total de 508
muestras pareadas de sangre periférica (n=264) y médula ésea (MO; n=244) procedentes de 264
pacientes con neoplasias de CP al diagnostico, incluyendo casos que mostraban un compromiso
sistémico de la enfermedad, como la gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI), el
mieloma quiescente (MMQ) o el mieloma activo (MM), y otros con neoplasias de tipo localizado,
como el plasmocitoma solitario o el MM macrofocal. En paralelo, analizamos 71 muestras de
sangre periférica y 12 de médula 6sea (MO) de donantes sanos, dentro de un rango de edad
similar a la de los pacientes incluidos en el estudio. A su vez, correlacionamos los resultados del
analisis inmunofenotipico de la presencia y nimero de CPTC mediante la técnica de citometria
de flujo de nueva generacién recientemente desarrollada, con distintos subgrupos diagndsticos
y prondsticos de la enfermedad (segun los sistemas de estratificacion de riesgo cominmente

usados en la actualidad), asi como con la infiltracion tumoral en muestras pareadas de MO.

Resultados. En términos generales, la citometria de flujo de nueva generacion demostro la
presencia de CPTC en la sangre periférica al diagndstico de todos los pacientes con MM activo
(68/68; 100%) y MMQ (28/28; 100%), y en mas de la mitad de los pacientes con GMSI (88/150;
59%). Por el contrario, solo una pequefia proporcion de los enfermos con plasmocitoma solitario

(3/17; 18%) mostraron CPTC en sangre al diagnostico. Ademas, el nimero de CPTC en sangre
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aumentaba de forma progresiva desde los pacientes que presentaban tumores localizados de CP
-plasmocitoma solitario y MM macrofocal-, hasta la GMSI, el MMQ y el MM activo (p<0,0001). Asi
mismo, los pacientes clasificados en subgrupos de mayor riesgo de progresiéon segin los
estandares actuales de estratificacion prondstica para GMSI y MM, presentaron niveles mas
elevados de CPTC en sangre que los pacientes que, teniendo la misma enfermedad, mostraban
bajo riesgo (p<0,05). En este sentido, observamos también una correlacion directa (no lineal)
entre la presencia de un elevado nimero de CPTC y un mayor grado de infiltracion medular por
CP tumorales (p=0.78; p<0.001). Desde el punto de vista pronostico, niveles mas elevados de
CPTC en sangre se asociaron con una menor supervivencia libre de progresién entre los pacientes
diagnosticados de GMSI y de MM (p<0,0001), asi como con tasas de supervivencia global
significativamente inferiores (p<0,03) en este Ultimo grupo de pacientes. Especial, destaque
merece el hecho de que las CPTC mostraron un perfil inmunofenotipico mas inmaduro que su
contrapartida medular, lo cual apoya el posible papel que pudieran tener las CP tumorales de
sangre periférica en la diseminacion de la enfermedad, tanto a nivel de MO como en érganos

extramedulares.

Conclusiones. Nuestros hallazgos demuestran que la citometria de flujo de nueva generacién
constituye uno de los métodos mas sensibles para la deteccion de CPTC en sangre de pacientes
con neoplasias de CP al diagnéstico, reflejando la existencia de enfermedad diseminada asociada
con un comportamiento clinico mas agresivo y un prondstico adverso, especialmente entre los

pacientes diagnosticados de GMSI y MM.
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Abstract

Here, we investigated for the first time the frequency and number of circulating tumor plasma cells (CTPC) in

peripheral blood (PB) of newly diagnosed patients with localized and systemic plasma cell neoplasms (PCN) using
next-generation flow cytometry (NGF) and correlated our findings with the distinct diagnostic and prognostic
categories of the disease. Overall, 508 samples from 264 newly diagnosed PCN patients, were studied. CTPC were
detected in PB of all active multiple myeloma (MM; 100%), and smoldering MM (SMM) patients (100%), and in more
than half (59%) monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) cases (p <0.0001); in contrast, CTPC
were present in a small fraction of solitary plasmacytoma patients (18%). Higher numbers of CTPC in PB were
associated with higher levels of BM infiltration and more adverse prognostic features, together with shorter time to
progression from MGUS to MM (p <0.0001) and a shorter survival in MM patients with active disease requiring
treatment (p < 0.03). In summary, the presence of CTPC in PB as assessed by NGF at diagnosis, emerges as a hallmark of
disseminated PCN, higher numbers of PB CTPC being strongly associated with a malignant disease behavior and a

poorer outcome of both MGUS and MM.

Introduction

Plasma cell neoplasms (PCN) are a heterogeneous
group of diseases characterized by the clonal expansion of
terminally-differentiated plasma cells (PC)'™* Whereas
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monoclonal gammopathy of undetermined significance
(MGUS) and smoldering multiple myeloma (SMM)
represent pre-malignant phases of the disease with pro-
gressively higher degree of bone marrow (BM) involve-
ment and relatively low rates of malignant transformation
(ie, 1 and 10% per year, respectively’ ), multiple mye-
loma (MM) is an active malignancy usually associated
with end-organ damage requiring therapy, and potential
for transformation into PC leukemia (PCL)"®°. In turn,
solitary plasmacytoma (SP) consists of a localized accu-
mulation of tumor (mono) clonal PC (TPC) in a specific
tissue area, without evidence for systemic disease'™}, but
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a rate of transformation to MM of ~ 15%—50%, depending
on the primary localization of the tumor (e.g., soft-tissue
vs. bone plasmacytoma, respectively)'*?,

Despite BM is the most frequently involved tissue in
PCN>15 and a close interaction with the BM micro-
environment is required for long-term persistence of
normal plasma cells (NPC) and TPC'®™'8, previous stu-
dies have recurrently shown involvement of peripheral
blood (PB) in a substantial fraction of patients'>'*~%%,
However, the frequency of PB involvement depends on
the sensitivity of the methods used and the specific
diagnostic subtype of PCN'>'*"%3, Thus, PB involvement
by circulating TPC (CTPC) increases from MGUS -19 to
37%- to MM -50 to 75%-'>**"*, and PCL (100%)>*,
depending on whether immunocytochemistry or con-
ventional 4—8-color flow cytometry are used, respectively.

Despite such variability and the relatively low sensitivity
of the methods used so far, the presence of CTPC in PB of
newly diagnosed MGUS and SMM patients has been
associated with an increased risk of progression to
MM?%22572% " and within MM with an adverse out-
come'**°, both when evaluated at diagnosis and after
therapy®' 3. Recently, a next-generation flow cytometry
(NGF) approach has been established for high-sensitive
minimal residual disease (MRD) monitoring in the BM of
MM patients, after therapy>**°. However, no study has
investigated so far whether NGF also increases the fre-
quency of detection of very low levels of PB involvement
by CTPC in newly diagnosed PCN patients, and its
potential prognostic impact.

Here, we investigated for the first time the frequency
and number of CTPC in PB of 264 newly diagnosed
patients with localized (i.e., SP) and systemic (i.e., MGUS,
SMM, and MM) PCN using NGF**, and correlated our
findings with the distinct diagnostic and prognostic
categories of the disease.

Patients and methods
Patients and samples

Overall, 508 samples -264 PB and 244 paired BM
samples- from 264 patients (53% males and 47% females;
median age of 69 years, ranging from 28 to 97 years) with
newly diagnosed PCN, were studied. In parallel, 71 PB and
12 BM samples from sex- and age-matched healthy
donors (HD) were also investigated. Patients were classi-
fied according to the International Myeloma Working
Group (IMWG) criteria®® into: 150 MGUS, 97 multiple
myeloma patients (72 MM and 25 SMM) and, 17 SP
patients (Supplemental Table 1). Four MM patients pre-
sented with >1 focal lesion associated with multiple
osteolytic lesions (CRAB criteria) but minimal BM
involvement by PC on cytomorphology (percentage of
BMPC of 2%, 3%, 7%, and 17%, respectively) (Supple-
mental Table 2); hereafter, these four cases are referred to
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as macrofocal MM (macrofocalMM)>"~°. MM and SMM
that progressed to MM were both uniformly treated
according to the Spanish PETHEMA protocols*®*,
Written informed consent was given by each individual
prior to entering the study according to the Declaration of
Helsinki, and the study was approved by the local ethics
committees. All samples were received from the different
participating centers (USAL/HUSA, UNAV, CAS, CHN,
HULB, HVN) and centrally processed at either USAL or
UNAYV within 24 h after they had been collected. None of
the samples received was inadequate for further staining
and processing.

Risk-stratification of MGUS, SMM, and MM patients
MGUS patients were stratified by the Mayo Clinic
index®? into: score 0, 52 cases; score 1, 54; score 2, 40; and
score 3, 3 patients. Most MGUS patients (89%) showed <
95% TPC within the overall BMPC compartment®. In
turn, SMM patients were stratified into risk-groups by
both the Mayo Clinic*? (score 0, 7 cases; score 1, 13; and,
score 2, 5 patients) and the Spanish prognostic indices*?
(score 0, 2 patients; score 1, 8; and, score 2, 12 cases); due
to the low number of cases, we grouped them into just
two groups: standard/low (score 0—1) vs. high (score 2)
risk cases. Finally, MM patients were classified by the
Revised International Staging System (R-ISS)** into stage
I (n=12), stage II (n = 29), and stage III (n = 24) patients.
In the remaining few cases, enough data was not available.

Immunophenotypic studies

PB (median volume: 5.1 mL; range: 2.1-12.8 mL) and
BM-aspirated (100 uL) samples were collected in tubes
containing EDTA and processed using the EuroFlow
bulk-lysis, surface membrane (Sm)-only and Sm-plus
cytoplasmic (Cy) staining procedures®!. Overall, > 10 x
10° PB and > 1 x 10° BM cells/tube were stained with the
2-tube/8-color EuroFlow-IMF MM MRD antibody panel,
as described elsewhere®® (Supplemental Materials and
Supplemental Table 3). Stained cells were measured in
FACSCanto II flow cytometers -Becton/Dickinson Bios-
ciences (BD), San Jose, CA- using the FASCDiva software
(BD). The percentage of immunophenotypically NPC and
TPC was calculated from both the whole sample cellu-
larity and from the PB and BM PC compartments. In
addition, PB absolute NPC and CTPC counts, were
determined using a dual-platform approach®. For flow
cytometry data analysis, the Infinicyt software (version 2.0;
Cytognos SL, Salamanca, Spain) was used. Antigen
expression levels were specifically evaluated for PB and
BM TPC, and they were expressed as median fluorescence
intensity values (MFI; arbitrary units scaled from 0 to
262,144). The limit of detection of the NGF approach
used in both PB and BM was set at > 20 tumor plasma cell
events, following previously established criteria®**°.
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Statistical methods

For all statistical analyses the Statistical Package for
Social Sciences (SPSS version 23; IBM, Armonk, NY) was
used. To assess the statistical significance of differences
observed between two or more than two groups, either
the Mann—Whitney U (unpaired variables) or the Wil-
coxon tests (paired variables), and the Kruskal-Wallis test
were used, respectively. Receiver operating characteristic
(ROC) curve analysis was applied to define the most
accurate cutoff value to discriminate between MGUS and
MM cases, based on the absolute number of CTPC in PB.
Correlation studies were performed using the (two-sided)
Spearman’s rho (p) for non-parametric paired data. The
Kaplan—Meier method and either the (two-sided) log-
rank or the post-hoc tests were used to plot and compare
time to progression (TTP), progression-free survival (PES)
and overall survival (OS) curves between two or more
than two groups, respectively. Progression was defined as
transformation of MGUS into SMM or MM, and of SMM
into MM. TTP, OS, and PES were calculated as the time
from diagnosis to disease progression, to death by any
reason, and either to disease progression or death by any
reason, respectively. Statistical significance was set at p-
values < 0.05.

Results
Distribution of normal and tumor PC in PB

Most PCN patients -185/264 (70%)- showed CTPC in
PB. The frequency of cases in which CTPC were detected
in PB progressively increased (p <0.05) from SP patients
(18%) and macrofocalMM (25%), to MGUS (59%), and
both SMM (100%) and MM (100%) cases (Fig. 1a). In
parallel, progressively higher numbers (p <0.05) of CTPC
in PB were found from SP and macrofocalMM patients
(median in both groups: <0.001 CTPC/pL) to MGUS
(median: 0.008 CTPC/uL), SMM (median: 0.16 CTPC/uL)
and MM (1.9 CTPC/pL)- (Fig. 1b and Supplemental Table
4).

In turn, NPC were detected in PB of all healthy donors
(median: 1.9 NPC/uL) and, at lower (p <0.001) numbers,
also in all PCN patients (median: 1.0 NPC/pL). In more
detail, significantly decreased NPC counts were found in
PB of MGUS (p <0.001) and SMM (p = 0.01), but not in
SP, macrofocalMM and MM cases who had normal (p>
0.05 vs. HD) NPC levels (Fig. 1c and Supplemental Table
5). This altered distribution of PB CTPC and NPC
translated into a progressively increased median percen-
tage of CTPC within the whole PB PC compartment from
SP and macrofocalMM (0%) to MGUS (0.8%), SMM
(15.8%), and MM (47.9%) (p <0.05; Fig. 1d and Supple-
mental Table 4).

Of note, a strong (non-linear) correlation was observed
between the percentage of TPC from all BMPC and the
absolute number of PB CTPC in paired (PB and BM)
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samples (p =0.78; p<0.001), TPC typically becoming
detectable in PB when they represented >60% of the
whole BMPC compartment (Fig. 2a). Of note, such cor-
relation remained significant even when patients with
localized disease (SP and macrofocalMM) (p =0.54, p =
0.02), MGUS (p = 0.64, p<0.0001), SMM (p = 0.51, p =
0.02) and MM (p=0.55, p<0.0001), were analyzed
separately.

From the phenotypic point of view, although PB CTPC
showed a similar profile to that of BM TPC, they displayed
significantly lower (p < 0.05) expression levels of the
CD38, CD138, CD81, CD56, CD27, and Vs38c
maturation-associated markers, together with CD117 and
to a lesser extent also the Ki67-proliferation marker (p =
0.11), supporting a more immature and less proliferative
immunophenotype for paired PB vs. BM TPCs. Other
maturation-associated PC markers displayed either a
tendency towards lower (CD20, p = 0.14; and CD19, p =
0.06), or similar expression levels -CD45 (p =0.47) and
Sm/Cylg light chains (Smlgk/A, p = 0.68; Cylgk, p =0.9;
Cylg), p=0.7)- in BM vs. PB TPC (Fig. 2b and Supple-
mental Fig. 1).

Association between the number of PB CTPC and the
distinct diagnostic and prognostic categories of the
disease

ROC curve analysis showed that the most accurate (88%
accuracy) cutoff to discriminate between MGUS and MM
was at a PB count > 0.058 CTPC/pL (p <0.001) (Table 1).
Within MGUS, cases at very low-risk of malignant
transformation as defined by both the Mayo Clinic index
(i.e., score 0) and the Spanish criteria (a percentage of
TPC within the total BMPC of <95%), less commonly
showed CTPC in PB: 35% vs. 72%, 70% and 100% for the
Mayo Clinic scores 1, 2, and 3, respectively (p < 0.03; Fig.
3a), and 55% vs. 88% for MGUS cases with <95% vs. > 95%
TPC/all BMPC (p =0.01; Fig. 3c), respectively. Likewise,
the number of CTPC also increased significantly from
MGUS cases with Mayo Clinic score 0 to score 1, 2, and 3
cases (p <0.003; Fig. 3b) and in MGUS cases with > 95%
vs. <95% TPC/all BMPC (p = 0.001; Fig. 3d). Interestingly,
despite the still limited follow-up, those MGUS cases with
higher absolute PB CTPC counts showed significantly
greater (p <0.0001) rates of progression to SMM and MM
-6/29 (21%) MGUS cases had progressed to SMM (n =1)
and MM (# = 5) at 30 months- compared to MGUS cases
who showed low or undetectable CTPC in PB -0/115
cases (0%)- (Table 1 and Fig. 4a).

In contrast to MGUS, no significant differences in PB
CTPC counts were observed among SMM patients clas-
sified into different risk-groups by the Mayo Clinic
prognostic index (p =0.2; Supplemental Fig. 2a) and the
Spanish score (p=0.5; Supplemental Fig. 2b), which
could be due to the limited number of high-risk cases
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Fig. 1 Frequency of CTPC by NGF in PB of newly diagnosed PCN patients and distribution of TPC and NPCand their ratios in HD vs PCN
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(score 2) analyzed and/or the independent value of the
two parameters. Despite this, at nearly 2 years, ~25% of
SMM with higher numbers of CTPC in PB (2 0.1 CTPC/
uL) had progressed to active MM vs. 0% among SMM
patients with lower PB CTPC counts, although differences
did not reach statistical significance (p = 0.2) (Fig. 4b).
Among MM, R-ISS stage III cases showed significantly
higher counts (Fig. 3e) of CTPC in PB (p =0.001 and p =
0.004 vs. stage I and stage II cases, respectively). Inter-
estingly, MM cases with low numbers (i.e., <0.1 CTPC/pL
of PB- that would correspond to an MGUS-like pattern)
of CTPC, showed prolonged 2 years PFS and OS rates
(Figs. 4c, d, respectively): PFS of 94% vs. 40% (p = 0.014)
and OS of 100% vs. 67% (p=0.03), respectively-.
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Surprisingly, the longer PES rates of MM cases who
showed lower numbers of CTPC in PB was independent
of response to therapy both when the IMWG complete
response (CR) status (p <0.0001; Fig. 4e) and the BM
MRD status (p = 0.02; Fig. 4f) were considered.

Discussion

In the past, progressively higher frequencies of MGUS
and MM patients presenting with CTPC in PB have been
reported in parallel to an increased sensitivity of the
techniques used (e.g., immunocytochemistry vs. conven-
tional 4- and 8- color flow)!#2022724294748  Hepe e
applied for the first time the recently described high-
sensitive NGF method>* for the detection of CTPC in PB
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Table 1 Most accurate cutoff to discriminate between
MM and MGUS cases based on the absolute number of PB
circulating tumor PC

Variable No. of CTPC/uL of PB

Cutoff value 0.058 CTPC/uL

Sensitivity 80%
Specificity 80%
AUC 88%
Positive predictive value (%) 65%
Negative predictive value (%) 90%

No. of MGUS cases below cutoff/total (%) 120/150 (809%)**
55/68 (81%)
30/150 (20%)

13/68 (19%)

No. of MM cases above cutoff/total (%)
False-positive cases (%)

False-negative cases (%)

PB peripheral blood, PC plasma cell, CTPC circulating tumor PC, MGUS
monoclonal gammopathy of undetermined significance, MM symptomatic
multiple myeloma, AUC area under the curve, No. number.

*p <0.0001. **6/30 (20%) MGUS cases above the cutoff have progressed to MM
after a median follow-up of 17 months

of a large cohort of newly diagnosed MGUS, SMM and
MM cases, including also for the first time, SP and mac-
rofocalMM patients. Overall, our results showed an up to
~2-fold increased frequency of cases presenting with
CTPC in PB by NGF vs. both immunocytochemistry and
conventional flow cytometry, among MGUS (59% vs.
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19-37%)'"%°, SMM (100% vs. 15-50%)*** and MM
(100% vs. 50—73%)">*>°, In contrast, only a small per-
centage of SP and macrofocalMM had detectable CTPC
in PB. Altogether, these results confirm and extend on
previous observations indicating that the presence of
CTPC in PB is usually associated with systemic disease
(i.e, MGUS, SMM and MM), higher numbers of PB
CTPC within patients with systemic disease reflecting a
more malignant clinical behavior'**>*°, while it is a rare
finding among tissue-localized PC tumors (e.g., SP and
macrofocalMM)**, In line with these findings, the overall
number of PB CTPC as assessed by NGF also increased
progressively from SP and macrofocalMM to MGUS,
SMM, and MM, the number instead of the presence vs.
absence of CTPC providing an accurate discrimination
between MGUS and MM in the great majority of patients.
Altogether, these findings would support further evalua-
tion of the benefit of including PB CTPC counts in new
minimally invasive (i.e., PB-based) diagnostic algorithms,
to distinguish between MGUS and MM,; alternatively, it
might be used as a prognostic factor in both diseases, as
discussed below. Although next-generation sequencing
approaches were not explored in parallel to NGF in our
cases, previous reports from the literature suggest a
similar sensitivity (i.e., detection of 1 CTPC in 10° total
cells; 0.0001%) but a slightly lower applicability (n = 44/46
patients; 96%)51’52.

Previous studies based on less sensitive approaches
indicated that the presence of CTPC in PB and/or their
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Fig. 3 Frequency and distribution of circulating tumor PC in PB of MGUS and MM patients classified into distinct risk-groups and clinical
stages, respectively. Frequency of MGUS patients presenting with CTPC and their absolute counts according to the Mayo Clinic prognostic index (a
and b, respectively; *p < 0.05 for Mayo Clinic prognostic score 0 vs. scores 1, 2, and 3) and the distribution of TPC within the whole BMPC

compartment (<95% vs. > 95%) (c and d, respectively; **p < 0.05 vs. > 95% TPC from all BM PC). In e, the absolute counts of PB TPC in MM patients
distributed according to the R-ISS stages is shown (*p < 0.05 for stage Il vs. stages | and Il). Boxes extend from the 25th to the 75th percentile values;
the line in the middle and vertical lines correspond to the median value and the 10th and 90th percentiles, respectively. PC plasma cell, TPC tumor
PC, CTPC circulating tumor PC, PB peripheral blood, BM bone marrow, MGUS monoclonal gammopathy of undetermined significance, MM multiple

number, are both associated with (i) an increased risk of
transformation of MGUS to MM?%?2 and (ii) the outcome
of SMM and MM, when assessed both at diag-
nosis®>***74%%3 and after therapy”*'~>. Despite the still
relatively limited number of patients investigated per
diagnostic category and the short median follow-up, our
results confirm and extend on these findings. Thus,
MGUS showing higher numbers of PB CTPC displayed
shorter TTP to MM, while in SMM, the prognostic
impact of the number of CTPC in PB appears to be more
limited and independent from both the Mayo Clinic and
the Spanish scoring systems. Nevertheless, the data on
SMM should be interpreted with caution due to the
limited number of these cases. Most interestingly, CTPC
counts in MM within the range of MGUS patients were
associated for the first time here, with a significantly
longer PFS and OS, independently of response to therapy
evaluated according to both the CR and MRD status.
Altogether, these results reinforce the notion that also
within MM, the presence of high number of CTPC is a
strong adverse prognostic factor, very low numbers of
CTPC in PB at diagnosis (i.e., similar to those observed in
MGUS), potentially contributing to the identification of
those few MM cases that show a good long-term out-
come, even when they do not reach BM MRD-negativity
or CR. Of note, preliminary results from our group further
show that the persistence/presence of CTPC in MM
patients who had undergone therapy, might be used as a
surrogate marker of BM MRD-positivity, since all treated
MM patients who showed CTPC after therapy, always
showed MRD + of paired BM samples (data not shown).
Confirmation of these findings deserves further pro-
spective studies in large series of patients with longer
follow-up.

The precise biological significance of the presence and
the levels of CTPC in PB of MGUS and MM patients, still
remains largely unknow”>**, Classically, the presence of
CTPC in PB of MM has been viewed as a sign of dis-
semination of BM TPC into the circulation leading to
distinct tissue-homing patterns and the formation of new
PC tumors at distant (e.g, extramedullary) sites'*>®,
However, recent studies show that compared to BM TPC,
PB CTPC display features of more quiescent cells with
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greater resistance to chemotherapeutic agents and higher
potential for self-renewal, together with a potentially
more immature phenotype'®*>°*%’, suggesting that PB
CTPC might constitute (and behave as) true MM stem
cells55/5859

Here, we confirm that PB CTPC from MM and MGUS
patients are immunophenotypically more immature than
their BM counterpart, as reflected by the expression of
significantly lower levels of (i) markers that are typically
acquired by PC during migration from secondary lym-
phoid tissues to the BM, such as CD38 and CD138°°~%,
and (ii) adhesion molecules that anchor PC to stromal
structures such as CD56, CD81, and CD117°*%>~", Of
note, here we also show that PB CTPC display lower
expression levels of activation/differentiation-associated
antigens such as CD27°” and Vs38c, a rough endoplasmic
reticulum protein directly linked to a high rate of protein
(ie., Ig) synthesis and secretion®**®*%°, In line with pre-
vious observations, PB CTPC detected in this large series
of patients also tended to show lower levels of expression
(vs. BMPC) of the Ki67-proliferation associated mar-
ker”*>*>°® In contrast, we did not found significant dif-
ferences as regards the phenotypic profile of PB vs. BM
TPC for other maturation-associated antigens previously
described to be aberrantly expressed by TPC in MM and
MGUS patients, such as CD19, CD20, CD45 and sm/
cylg;**®? this might be due to the fact that the pattern of
expression of these markers could more closely reflect
tumor phenotypes potentially associated with specific
genetic lesions -e.g., CD20 expression in cases carrying ¢
(11;14)-7° than actual maturation-associated phenotypes.
Despite all the above, CTPC in MM might also corre-
spond to an admixture of immature (i.e., potential stem
cell-like) TPC and more mature (i.e., BM derived) mye-
loma PC. In any case, if this whole concept about the
greater immaturity and stem cellness of PB vs. BM TPC
holds true, PB CTPC in MM and MGUS might play a key
role in disease dissemination throughout the BM (and in a
subset of MM patients, also to extramedullary sites), at
the same time they would be unable to appropriately
home in the BM when niches are (almost) full and
occupied by long-living (more mature) and growing
tumor PCs. Altogether, this might also contribute to
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Fig. 4 Impact of PB CTPC counts at diagnosis on the outcome of MGUS, SMM, and MM patients. TTP curves of MGUS and SMM grouped
according to the absolute number of PB CTPC are shown in a and b, respectively. ¢ and d display PFS and OS curves of MM patients grouped
according to the absolute number of CTPC per L of PB. In e and f PFS curves of treated myeloma (SMM and MM) patients grouped according to the
absolute count of CTPC in PB detected at diagnosis and either the standard IMWG response criteria (e) or the BM MRD status (f) reached after
therapy, are displayed, respectively. Patients who reached VGPR, CR/sCR or BM MRD-negativity after therapy and had low (black line) vs. high (blue
line) levels of PB CTPC at diagnosis, are included in clusters 1 and 2 from both e and f, respectively; in turn, patients who did not reach VGPR, CR/sCR
(e.g, PR, SD or PD) or BM MRD-negativity (e.g, BM MRD-positive cases) after therapy and had low (gray line) vs. high (red line) PB CTPC counts at
diagnosis, are included in clusters 3 and 4 in e and f, respectively. TTP time to progression, PFS progression-free survival, OS overall survival, PC plasma
cell, CTPC circulating tumor PC, NR not reached, PB peripheral blood MGUS monoclonal gammopathy of undetermined significance, SMM
smoldering MM, MM symptomatic multiple myeloma, IMWG International Myeloma Working Group, VGPR very good partial response, CR complete
response, sCR stringent complete response, PR partial response, SD stable disease, PD progressive disease

explain, at least in part, the non-linear (significant) cor-
relation here reported between the PB and BM TPC
burden. Similarly, it might also contribute to explain the
unexpectedly higher number of circulating NPC in PB in
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more advanced vs. earlier stages of the disease (i.e, MM
vs. MGUS), despite an almost complete depletion of their
normal long-living BMPC counterpart is frequently
observed in association with low serum non-involved
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immunoglobulin levels in MM, but not in MGUS. In such
case, progressive unspecific blockade of both TPC and
(recently produced short-lived) NPC into the BM, due to
the lack of (empty) PC niches occupied by TPC would
occur together with a parallel increase in PB of both
CTPC and NPC. The long-living nature of CTPC would
provide an advantage to this PC population over short-
lived NPC (recently produced in lymphoid tissues). This
would lead to selective accumulation of TPC in the BM
with progressive depletion of normal long-living PC in
BM. As a consequence, abnormally low serum antibody
production and immuneparesis would emerge as a hall-
mark of advanced disease™>”".

In summary, here we show that the presence of CTPC
in PB as assessed by NGF is a hallmark of both SMM and
MM and a highly frequent finding among MGUS, while
absent in most SP and macrofocal MM cases. Higher
numbers of CTPC in PB were strongly associated with
features of malignant disease, providing a powerful
minimally-invasive blood test to discriminate between
MGUS and MM at diagnosis and to identify both (i)
MGUS cases at high-risk of progression to MM, and (ii) a
small subset of MM patients with low number of CTPC
(within the range of MGUS cases) that display a sig-
nificantly longer survival despite not achieving BM MRD-
negativity or CR.
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Introduccién. La técnica de citometria de flujo de nueva generacién se ha desarrollado
recientemente como herramienta de elevada sensibilidad e importante valor prondstico, tanto
para la deteccion de células plasmaticas tumorales circulantes (CPTC) en sangre al diagnéstico en
pacientes con neoplasias de CP, como para la monitorizacion de enfermedad minima residual
(EMR) en médula ésea (MO) de pacientes con mieloma multiple (MM) tras tratamiento. No
obstante, hasta la fecha no se ha investigado la utilidad de la citometria de flujo de nueva
generacion para detectar la presencia de CPTC en sangre de pacientes con MM una vez
administrado el tratamiento, y su posible utilidad prondstica adicional respecto a la presencia de

EMR en MO y/o la persistencia en suero del componente monoclonal.

Objetivo. Analizar la frecuencia de pacientes con MM que, tras tratamiento, presentaban CPTC
en sangre mediante citometria flujo de nueva generacion, y su posible asociacion tanto con la
persistencia de EMR en MO y de componente monoclonal (CM) en suero por inmunofijacion,

como con un posible impacto prondstico.

Materiales y métodos. En este trabajo, aplicamos la técnica de citometria flujo de nueva
generacion sobre 274 muestras pareadas de sangre periférica y MO provenientes de 137
pacientes tratados con MM, analizando, ademas, en un subgrupo de 54 pacientes, muestras
secuenciales de sangre periférica (>1 estudio). A nivel prondstico, evaluamos el impacto de la
presencia de CPTC en sangre sobre la supervivencia de estos pacientes, respecto a los factores
de riesgo conocidos mas relevantes como la edad, el perfil citogenético estudiado mediante
hibridacion /n situ fluorescente (FISH) sobre nicleos interfasicos de poblaciones purificadas de

CP, y la persistencia/ausencia de EMR en MO o de CM en suero por inmunofijacion.

Resultados. En conjunto, 36 de los 137 (26%) pacientes con MM analizados tras tratamiento
mostraron CPTC en sangre. Merece destacar que todos ellos presentaron, ademas, persistencia
de EMR positiva en MO (36/36), detectandose en mas de la mitad (21/36, 58%) la presencia de
componente monoclonal en suero. Pese a estos resultados, la sensibilidad de la deteccion de
CPTC en sangre a la hora de identificar enfermedad persistente en pacientes tratados con MM,
fue inferior a la obtenida con los estudios de EMR en MO (66%; 91/137) y de inmunofijacion en
suero (45%; 62/137). Aun asi, la presencia de CPTC en sangre constituydé un factor prondstico
adverso e independiente de otros parametros, a la hora de predecir la de supervivencia libre de
progresion de los pacientes estudiados, tanto en su conjunto -indice de riesgo de 5,1 intervalo

de confianza (IC) del 95%: 2,9-8,9; p<0,0001-, como de forma especifica en aquellos casos que
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alcanzaron respuesta completa (RC) o RC estricta -indice de riesgo de 7,4 (IC del 95%: 3,0-18,2;
p<0,0001)-. Ademas, cabe sefialar que el valor predictivo de la presencia de CPTC en sangre no
solo era independiente de la respuesta clinica alcanzada, sino también del momento del
tratamiento en el que se evalud su presencia (durante el tratamiento vs. final de tratamiento).
Finalmente, la ausencia de CPTC en sangre en dos o mas estudios consecutivos demostrd ser la
variable que mejor refleja el comportamiento evolutivo de la enfermedad, facilitando la
optimizacién del seguimiento clinico a largo plazo de los pacientes con MM, al permitir

discriminar de forma mas clara entre pacientes con bajo vs. alto riesgo de recaida.

Conclusiones. La presencia de CPTC detectada mediante citometria flujo de nueva generacién
en sangre de pacientes con MM tras tratamiento, constituye un marcador de elevado valor
prondstico que refleja de forma constante la persistencia de EMR en MO. Ademas, permite una
monitorizacion estrecha de los pacientes con MM empleando procedimientos minimamente
invasivos, particularmente en aquellos casos que han finalizado la terapia activa. Desde el punto
de vista prondstico, la presencia de CPTC en sangre de pacientes con MM tras tratamiento
proporciona informacion complementaria a la de otros factores pronésticos bien establecidos, a
la hora de evaluar la respuesta al tratamiento, permitiendo identificar un subgrupo de pacientes
con riesgo inminente de progresion, independientemente de la calidad de la respuesta clinica 'y

de los niveles de EMR en MO alcanzados con el tratamiento.
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TO THE EDITOR:

Blood monitoring of circulating tumor plasma cells by next
generation flow in multiple myeloma after therapy
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In recent years, detection of circulating tumor plasma cells
(CTPC), tumor cell-derived deoxyribonucleic acid (DNA), RNA,
or protein markers in blood has gained interest for disease
monitoring in multiple myeloma (MM)."2 This is mainly because
of (1) the minimally invasive nature of blood vs bone marrow (BM)
analyses, (2) the possibility for more precise quantification of
absolute numbers of CTPC than BM minimal residual disease
(MRD) resulting from absence of potential hemodilution, and
(3) the (nonlinear) correlation observed between CTPC numbers
and BM disease burden at diagnosis.’? Recently, we have shown
by high-sensitivity next-generation flow (NGF) that CTPC are
systematically present in blood of MM at diagnosis, with an
adverse prognostic impact for higher counts.® These results
highlight the relevance of greater levels of disease dissemination
via blood in conferring a malignant behavior to MM, suggesting
the presence of blood CTPC might be required for subsequent
disease progression of treated MM patients.

Based on this hypothesis, here we investigate for the first time
the prognostic impact of CTPC by NGF in blood of 137 newly
diagnosed MM patients after active treatment outside clinical
trials (supplemental Table 1 on the Blood Web site), in parallel
to BM MRD and serum immunofixation (sIF). Overall, a total of
328 samples were analyzed: 274 paired BM and blood samples,
plus 54 follow-up blood specimens. Following the EuroFlow-
NGF MM MRD approach,* a median (range) of 6 mL (3-14 mL) of
blood and 1.8 mL (0.3-5 mL) of BM sample were lysed to (sys-
tematically) obtain =107 cells per sample. In parallel, sIF was
measured by the HYDRAGEL kit (HYDRASYS system, Sebia,
Barcelona, Spain).® Statistical significance was set at Pvalues < .05
(supplemental Materials). All studies were approved by the in-
stitutional review board.

Following therapy, persistence of CTPC in blood was detected
in 26% of MM cases. This represents a 50% higher frequency
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than previously reported by conventional flow cytometry
(18%-19%),%® reaching rates similar to those found with other
high-sensitivity techniques such as allele-specific oligonucleotide
polymerase chain reaction (25%-28.8%"°) or next-generation se-
quencing (31%-34%2"" for cell-free DNA and 40%? for geno-
mic leukocyte DNA). This translated into even higher differences
among patients who reached complete response (CR)/stringent
CR (sCR): 17% CTPC* cases in our series vs 0%'2'* to <8%°%2 in
other previous conventional flow cytometry studies (supple-
mental Table 2).

Despite the greater sensitivity and rate of positivity for CTPC
reported here, a significant proportion of our MM cases that
were BM MRD™ or sIF* still had undetectable CTPC in (paired)
blood samples: 55/137 (40%) and 41/137 (30%), respectively. In
contrast, 15/36 (42%) CTPC* cases were also sIF~ (supplemental
Table 2). These findings indicate that CTPC is a less sensitive
MRD marker in MM than BM MRD, complementary to slF, in line
with previous observations.! However, although BM MRD and
sIF mainly reflect persistence of resistant tumor'™ and tumor
cell-derived immunoglobulins,’ they fail to provide insight on
the ability of these cells to support tumor regrowth and/or
dissemination, which ultimately determine disease progression.
In contrast, CTPC might not only reflect tumor load but, par-
ticularly, the ability of persisting tumor cells to disseminate the
disease and support tumor growth and progression at (multiple)
distant sites in BM and other tissues, as previously suggested'®
based on their more immature and prominent stem cell-like
PC features compared with (paired) BM-derived tumor-plasma
cells (TPC).3

Despite all of this, every CTPC* case in our cohort was BM
MRD*, suggesting that the presence of blood CTPC after
therapy might be a surrogate marker of persistent BM MRD in
guiding (eg, avoiding) subsequent (more invasive) BM aspiration
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Figure 1. Prognostic impact of blood CTPC by NGF (vs BM MRD and sIF) on PFS of MM patients according to patient response to therapy. (A-B) Effect of PB CTPC,
(D-E) BM MRD, (H) combination of both parameters, and (G) PB CTPC together with slIF status on PFS is displayed for (A, D, G) the entire MM cohort and (B, E, H) for sCR and
CR patients, respectively. PFS curves of MM patients grouped according to (C) their sequential PB CTPC (/= or */~ vs ~/* and */¥), (F) sIF status, or () a combination of
both, are shown. Overall, CTPC~ and MRD~ was defined as the absence of TPC in PB or BM by NGF, respectively, with a limit of detection of <2 X 107¢. CR, complete response;

NR, not reached; PB, peripheral blood.

procedures, particularly among sCR/CR patients. In contrast, a
significant fraction of our CTPC™ cases were BM MRD™* and/or
sIF*, supporting the notion that MM is a BM disease with greater
levels of infiltration by (usually) functional PC in BM vs PB. Pro-
longed half-life (~23 days) and complete clearance (~29 weeks)
of the M-protein for the most prevalent immunoglobulin G
subclass," in addition to persistence of extramedullary disease'®
and/or the administration of monoclonal antibody-therapy (eg,
daratumumab)' for MM patients, might also explain sIF positivity
in at least a subset of BM MRD/sIF* cases. Additionally, poor
BM sample quality (eg, from hemodilution) might also play a role
because abnormally low (=0.002%)* mast cell counts were
detected here in 5/10 BM MRD/sIF* cases. In contrast, sIF
negativity among 4 of our non-sCR/CR patients could be related
to the appearance/persistence of plasmacytomas'® (2/4 cases),
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and high free light chain ratio levels (>500) without measurable
M-component in serum and urine'® (1/4 cases), together with a
non-secretory TPC'® detectable here in another MM patient.

From the prognostic point of view, our results based on real-
world MM show for the first time that the absence vs presence of
blood CTPC by NGF is a new powerful independent prognostic
marker for progression-free survival (PFS) measured from the
time of BM-MRD/CTPC assessment both among the entire MM
patient cohort (hazard ratio [HR], 5.1; 95% confidence interval
[Cl], 2.9-8.9; P < .0001) (Figure 1A) and within sCR/CR cases
(HR, 7.4;95% Cl, 3.0-18.2; P < .0001; Figure 1B), complementary
to currently available prognostic tools such as sIF and BM MRD,
respectively (Table 1), and regardless of the treatment phase
BM-MRD/CTPC being assessed (supplemental Figure 1).
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Table 1. Multivariate analysis of prognostic factors For PFS In MM

Univariate analysis

Median PFS (mo)

Multivariate analysis

(95% CI)

Prognostic factors for entire MM series

Age
<65y 28 3 — — —
=65y 36

Cytogenetic profile by FISH
Standard-risk 36 .07 — — —
High-risk 16

Serum IF
Negative 41 .001 — — —
Positive 18 24 (1.3-4.4) .004

BM MRD status by NGF
Negative 46 <.0001 — — —
Positive 25

PB CTPC status by NGF
Negative 46 <.0001 — — —
Positive 9 5.1 (2.9-8.9) <.0001

Prognostic factors for sCR/CR cases

Age
<65y 50 5 — — —
=65y 41

Cytogenetic profile by FISH
Standard-risk 50 .09 — — —
High-risk 28

BM MRD status by NGF
Negative 50 <.0001 — — —
Positive 25 6.1 (1.5-24.4) .01

PB CTPC status by NGF
Negative 46 <.0001 — — —
Positive 9 7.4 (3.0-18.2) <.0001

High-risk cytogenetics was defined as presence at diagnosis of t(4;14); t(11;14); 1(14;16); 1q amplification, deletion 13q, and/or deletion 17p. Standard-risk cytogenetics includes all other

cases. (Data available in 96/137 cases.)

FISH, fluorescent in situ hybridization; IF, immunofixation.

Based on those covariables that showed a (statistically) sig-
nificant effect on PFS in multivariate analysis (Table 1), a prog-
nostic score was built that allowed identification of a subgroup of
blood CTPC* MM patients with a very poor outcome (score 2 in
the risk stratification models proposed here) with PFS rates at
2 years of only 1% for the entire patient cohort (Figure 1G) and of
33% for sSCR/CR MM patients (Figure 1H), respectively.

These results, together with the demonstration that CTPC are
systematically detected in blood of MM at diagnosis® and at
relapse,’® suggest that detection of blood CTPC rather than a
surrogate marker of response is a strongly reliable predictor of
impending (early) disease progression? (Figure 1A-B). In con-
trast, BM MRD would be a better predictor of persistent disease
(Figures 1D-E) and longer term prognosis of MM undergoing
different therapies, as recurrently shown in the literature in the
settings of clinical trials, both for conventional?®?2 and for high-
sensitivity NGF*2?® and next-generation sequencing®* approaches.
However, frequent BM sampling is hampered by the invasive
nature of BM aspiration procedures,” whereas more frequent
follow-up of CTPC in blood is feasible. Thus, sequential monitoring
of blood CTPC was performed in a subset of 54 cases in parallel
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to slF. Our results showed that MM patients who were persis-
tently CTPC~ (CTPC~/") or that became CTPC~ after being
CTPC* (CTPC*'~) showed a significantly better outcome than
cases with a blood CTPC* result in the last follow-up study
(CTPC** or ~/*) (Figure 1C), independent of sIF status
(Figure 1F, I). However, this should be confirmed in larger series
of patients with longer monitoring because the limited number
of sIF*/* or /* (n = 7) cases was observed for a paradoxically
(slightly) better outcome vs the sIF~/~ or *~ (n = 34) MM
showing no CTPC in the last follow-up study (ie, CTPC~/~ or */~
cases) (Figure 11). In spite of that, the former findings suggest
that blood CTCP might provide additional relevant prognostic
information to single time-point BM MRD assessment in pre-
dicting for longer term outcome in patients that either (per-
sistently) remain or turn CTPC" in sequential follow-up studies,
in line with previous reports.?#

In summary, we show here that blood CTPC is a novel inde-
pendent prognostic marker for PFS in real-world MM prone to
more frequent monitoring, which provides early indication of
impending disease progression, regardless of BM MRD and
sIF status. These results suggest that presence of blood CTPC
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of MM after therapy probably reflects a unique distinct tumor
biology (eg, tumor dissemination capacity) at a given time point
after therapy with important clinical consequences. Further
studies in larger series of MM patients outside and inside clinical
trials are required to confirm our findings.
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TO THE EDITOR:

Clinical utility of targeted next-generation
sequencing—based screening of peripheral blood in the

evaluation of cytopenias

Vignesh Shanmugam,’ Aric Parnes,? Rajeshwari Kalyanaraman,?® Elizabeth A. Morgan,'* and Annette S. Kim'*

"Department of Pathology, 2Division of Hematology, and *Department of Obstetrics and Gynecology, Brigham and Women'’s Hospital, Boston, MA

One of the most common reasons for hematology consultation
is the evaluation of cytopenia(s). The workup of patients who
present with cytopenia(s) can be extensive, given the wide dif-
ferential diagnosis.” Although only a minority of patients are
ultimately diagnosed with a hematologic malignancy, a key entity
to exclude in this differential is myelodysplastic syndrome (MDS),2
which requires bone marrow morphology and cytogenetics for
diagnosis. There is a clinical need for the development of mini-
mally invasive ancillary tests to enhance conventional hematologic
workup (eg, complete blood count with differential, B12/folate
testing, iron-related studies, and serum protein electrophoresis) in the
identification of patients who are at a low risk of having an under-
lying hematologic malignancy as the cause of cytopenia(s), there-
by avoiding a costly and invasive bone marrow biopsy (BMBX).

Mutation profiling of peripheral blood (PB) using next-generation
sequencing (NGS) is an attractive solution to this problem be-
cause of its potential application as a minimally invasive screen.
Recent large-scale genome-sequencing studies using bone mar-
row samples have demonstrated that most cases of MDS and
other related neoplasms, such as acute myeloid leukemia and
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myelodysplastic/myeloproliferative neoplasm overlap syndromes,
harbor pathogenic somatic mutations in diverse myeloid cancer
driver genes.?¢ Moreover, some or all of these mutations can be
detected in PB granulocytes in most patients with MDS and related
neoplasms (Phillip D. Michaels, Dahai Wang, A.S.K., manuscript
in preparation).”8

Despite these advances and the widespread use of NGS testing,
there are limited data on the clinical use of NGS testing in the
early evaluation of patients with cytopenia(s). We hypothesize
that targeted PB NGS using a myeloid cancer gene panel can
be a valuable minimally invasive, ancillary tool in identifying
patients with an underlying myeloid neoplasm as the cause of
cytopenia(s). Herein, we report the clinical utility of PB screening
by targeted NGS testing in a large institutional cohort of patients
with cytopenia(s).

After institutional review board approval, we retrospectively
identified all patients presenting with PB cytopenia(s) over a
30-month period (January 2015 through June 2017) to the
Hematology Clinic at the Dana-Farber/Brigham and Women's
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-DISCUSION-






En las ultimas décadas se han logrado importantes avances en el conocimiento de la biologia
de las células plasmaticas (CP) normales y de la fisiopatologia de las neoplasias de CP . En
paralelo, este nuevo conocimiento ha permitido identificar nuevas dianas terapéuticas y
desarrollar una amplia bateria de nuevos farmacos con importantes efectos anti-tumorales, lo
gue ha supuesto una notable mejoria en las tasas de respuesta al tratamiento y en el prondstico
de los pacientes con mieloma multiple, ya sea quiescente (MMQ) &' o sintomatico (MM) 4
242,248, 3427346 Ao hoy dia se calcula que, alrededor de 80% de los pacientes con MM de nuevo
diagnodstico tratados con los nuevos farmacos o combinaciones de los mismos, alcanzan
respuesta completa (RC) %' No obstante, aunque lograr RC se asocia con un importante beneficio

pro ndstico 270,271, 275, 276, 280, 302, 347

, independientemente de la edad del paciente y del estadio clinico
(p.gj. ISS) de la enfermedad en el que se encuentra */, no supone la curacién completa. Asi, en
una importante proporcion de los pacientes que alcanzan RC, persisten niveles minimos de
enfermedad residual (EMR) que resultan indetectables mediante las técnicas convencionales de
citologia e inmunofijacion empleadas en la definicion clasica de RC *', y que a posteriori son
responsables de la progresion de la enfermedad 2727347348 por todo ello, el aumento de la tasa
de RC y su calidad ha obligado a desarrollar métodos mas sensibles que permitan detectar EMR
persistente en MO de aquellos pacientes que han alcanzado una RC. En paralelo, el desarrollo de
estos nuevos métodos de deteccion de EMR ha obligado también a realizar una actualizacion
paralela de los criterios de respuesta al tratamiento de forma que estos permitieran evaluar de
manera mas precisa y estandarizada la eficacia de los nuevos esquemas terapéuticos y redefinir
grupos de pacientes con diferente riesgo prondstico, una vez iniciado el tratamiento y alcanzada
una RC 3134930 Aqf hoy sabemos que la ausencia de EMR constituye el factor prondstico mas

282, 351-353

relevante en el MM una vez instaurado el tratamiento y de forma especial, entre los

pacientes que han alcanzado RC 2™ 278 284

Tal como hemos expuesto en la introduccion de este trabajo, entre todos los métodos
disponibles para la deteccion de EMR ™ 0, |as técnicas convencionales de citometria de flujo
multiparamétrica han demostrado ser de gran utilidad. Esto es debido a que permiten identificar
la persistencia de pequefas cantidades de CP tumorales residuales, resistentes al tratamiento
(<10 2% en médula dsea (MO) de pacientes con MM en RC, asociandose la persistencia de EMR
con un curso clinico mas adverso y desfavorable de la enfermedad, independientemente del

284, 285, 290

tratamiento recibido o del riesgo citogenético de cada caso **.
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Desde el punto de vista practico, la citometria de flujo convencional es una técnica

relativamente sensible que proporciona resultados de forma rapida 2%

, siendo aplicable a la
practica totalidad de los pacientes con MM, lo que supone una importante ventaja respecto a los
estudios de biologia molecular basados en la reaccion en cadena de la polimerasa con sondas
alelo-especificas (ASO-gPCR) o de secuenciaciéon masiva (NGS, siglas del inglés “next generation

215281 No obstante, con respecto a las técnicas moleculares, la citometria de flujo

sequencing’,
convencional sigue presentando algunas limitaciones a la hora de detectar EMR en MO de
pacientes tratados con MM %79 3°°_ Esto es debido a que tiene menor sensibilidad (107 0,01%)

287y carece de estandarizacion 3"

, empleando practicamente cada laboratorio un panel de
anticuerpos y una estrategia de andlisis (subjetivos) distintos 3. Ambos aspectos resultan
especialmente limitantes si tenemos en cuenta que, con los nuevos tratamientos y la mejoria
pronodstica asociada a los mismos, se alcanzan niveles de EMR cada vez mas bajos, a la vez que
el aumento de la supervivencia inherente a la mejor respuesta al tratamiento, hace que con mayor
frecuencia esos pacientes puedan cambiar de centro de referencia para su seguimiento. Ante
estos condicionantes, el primer objetivo de esta tesis doctoral se centrd en disefiar y validar un
nuevo método estandarizado y de alta sensibilidad, para la monitorizacion de EMR en muestras
de MO de pacientes con MM, tras tratamiento. Ademas de validar clinicamente la utilidad de la
deteccion de EMR con el nuevo método, nuestro primer objetivo se centrd también en comparar

la nueva estrategia de deteccién de EMR con los métodos mas empleados en el momento, como

la citometria de flujo convencional de 8-colores y la secuenciacion masiva.

Por otra parte, hoy se reconoce que la presencia de CP tumorales circulantes (CPTC) en la
sangre periférica de pacientes con distintas neoplasias de CP constituye uno de los factores
prondsticos mas relevantes, tanto cuando es estudiado al diagndstico ' 68 169, 187, 188, 193,194, 201
como tras tratamiento 202 326:327.330.331 N obstante, las técnicas disponibles hasta la fecha para la
deteccion de CPTC son relativamente poco sensibles y/o especificas y muy laboriosas, lo que
hace que su utilizacion esté restringida a un niumero limitado de centros de referencia. En el caso
de las técnicas moleculares méas sensibles, se requiere ademas de una muestra basal (p.gj. del
momento del diagnodstico) con una proporcion importante (25%) de CP tumorales para poder
identificar el reordenamiento de los genes de inmunoglobulinas (Ig) presente en las mismas y

que se empleard para la posterior deteccién de cantidades minimas de CPTC ™. Ante esta

situacion, el segundo objetivo de este trabajo doctoral se centré en evaluar la aplicabilidad y
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utilidad clinica del nuevo método de citometria de flujo de elevada sensibilidad desarrollado, para
la identificacion y cuantificacion de CPTC en sangre de pacientes con distintas neoplasias de CP
(localizadas y sistemicas) al diagnostico, y evaluar su posible impacto prondstico, tanto en la GMSI

como en el MM.

En el caso de que esta nueva estrategia inmunofenotipica mostrase la presencia sistematica
de CPTC al diagnéstico en pacientes con MM, cabria entonces la posibilidad de que la recaida de
la enfermedad tras RC, viniese también precedida de forma constante por la presencia de estas
células tumorales en sangre periférica. Ante esta posibilidad, el tercer y uUltimo objetivo de este
trabajo de tesis doctoral se centré en evaluar la posible presencia de CPTC en sangre de pacientes
con MM tras tratamiento, e investigar su relacién con i) la respuesta al tratamiento, determinada
tanto mediante criterios convencionales (p.ej. RC) como a través del estudio de los niveles de

EMR en MO, y ii) su posible impacto pronéstico.

A continuacién, en este apartado de la memoria de la tesis doctoral discutiremos
separadamente y de forma general, los resultados obtenidos en relacién con cada uno de los tres

objetivos planteados al inicio del trabajo.

1. Disefio y validacion de un nuevo método de citometria de flujo de nueva

generacion para la monitorizacion de EMR en el MM

El estudio de los niveles de EMR en MO constituye uno de los parametros mas Utiles en la
monitorizacién clinica de los pacientes con MM, para predecir el prondstico una vez iniciado el

tratamiento, particularmente, en aquellos que han alcanzado RC 2™ 278 284

, independientemente
del tipo de tratamiento administrado 3" 2?"3>* En el momento de iniciar este trabajo disponiamos
de tres técnicas para la monitorizacion de EMR en la MO de pacientes con MM, con importantes
diferencias entre ellas: citometria de flujo multiparamétrica convencional (de 4 a >8 colores) *,
ASO-gPCR 2"y NGS 2. Las técnicas de citometria de flujo tienen importantes ventajas sobre los
métodos moleculares en cuanto a la mayor rapidez con la que proporcionan los resultados, su
elevada aplicabilidad (#100%) y mayor disponibilidad en los laboratorios de diagndéstico onco-
hematoldgico 22", Por el contrario, se trata de una aproximacion que carece de estandarizacion,

asociada a una sensibilidad insuficiente y variable de un centro a otro *'®, requiriendo ademas de

muestras frescas que deben ser procesadas en <24 horas *", lo que constituye un conjunto de
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214, 355

importantes limitaciones frente a las técnicas moleculares , especialmente frente a las nuevas

herramientas de secuenciacidon masiva >%°.

En este trabajo disefiamos, desarrollamos y validamos un nuevo método de citometria de flujo
de nueva generacion (NGF), estandarizado y de elevada sensibilidad, para la monitorizaciéon de
EMR en (la practica totalidad de) pacientes tratados con MM. Globalmente, el nuevo método
desarrollado mostrd una aplicabilidad similar a la de la citometria de flujo convencional, asociada
a una sensibilidad significativamente mas elevada (<2x10° vs. <10 respectivamente) que
permitia identificar EMR en cerca de una cuarta parte de los casos que no mostraban infiltracion
de MO por CP tumorales con la técnica inmunofenotipica convencional de citometria de 8-
colores. Hasta donde conocemos, este es el primer estudio en el que se valida un ensayo de
citometria de flujo de alta sensibilidad con un limite de deteccion cercano a 10° (<20 CP
tumorales entre 107 células de MO) y un limite de cuantificacion inferior a 5x10° (5 CP tumorales
por millén de células analizadas, equivalente a 0,0005%). Ademas, el nuevo método aqui
propuesto mostrd una elevada reproducibilidad entre distintos laboratorios, una vez que cumple
de forma estricta las recomendaciones del consorcio internacional para la deteccion de EMR en

el MM 3, reforzando el alto grado de estandarizacién de la técnica.

Desde el punto de vista clinico, en este trabajo demostramos que la mayor sensibilidad del
metodo desarrollado se traduce en una prediccion mas precisa del prondstico de los pacientes
estudiados, en términos de supervivencia libre de progresion de la enfermedad, mejorando con
creces el valor predictivo de la citometria de flujo convencional de 8-colores, incluso al considerar

de forma especifica los pacientes con MM que alcanzaran RC o RC estricta con el tratamiento.

A nivel técnico, en el disefio y desarrollo de la citometria de flujo de nueva generacion,
actuamos principalmente a tres niveles diferentes respecto a las técnicas inmunofenotipicas
convencionales de 8-colores: i) la optimizacion de la combinacién de anticuerpos y conjugados
fluorescentes de esos anticuerpos, ii) la adquisicion de informacion sobre un ndmero de células
>10 veces mas elevado, mediante la incorporacion de nuevos protocolos estandarizados de
preparacion de muestra (procedimiento de lisis masiva de hematies), y iii) el desarrollo de
herramientas informaticas para el analisis automatico de los datos de citometria. Asi, el nuevo
panel de anticuerpos incluye dos combinaciones de 8 anticuerpos en dos tubos que permiten,
por un lado, la identificacion de CP fenotipicamente aberrantes y, por otra parte, confirmar la

naturaleza clonal de las mismas mediante la expresion restringida de las cadenas ligeras de las Ig
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intracitoplasmaticas ko A. Precisamente, la posibilidad de poder confirmar la naturaleza
(mono)clonal de las CP fenotipicamente aberrantes, resulté de vital importancia en casos con
niveles minimos de EMR en MO, confiriendo mayor solidez al nuevo método frente a la citometria

de flujo convencional.

En términos generales, los marcadores fenotipicos seleccionados por ser los mas informativos
para la identificacion de las CP presentes en MO y la discriminacion entre CP normales y
tumorales, no diferian a grandes rasgos de los recomendados como esenciales, segun el
consenso de expertos en esta materia 2% %" 3 Sin embargo, entre las sugerencias de los
expertos, no se especifican cuales serian los clones de anticuerpos o los conjugados de
fluorocromos idéneos para cada marcador, siendo este aspecto de suma importancia a la hora
de disponer de un panel de anticuerpos 6ptimo para el estudio de EMR en el MM mediante
citometria de flujo **°. De hecho, su relevancia se ve reflejada en que a pesar de conocer cuéles
serian los eventuales marcadores claves 2% 29 3 |3 seleccién de los mejores clones y conjugados
de fluorocromos para las dos combinaciones de anticuerpos del panel, requiri¢ de cinco rondas
de disefio, evaluacion y redisefio, debido a que algunos de los reactivos disponibles mostraron
una calidad sub-6ptima asociada a i) marcaje inespecifico, ii) intensidad débil de fluorescencia,
i) interacciones no deseadas con otros anticuerpos y/o, iv) un marcaje deficiente a la hora de
identificar las CP o distinguir dentro de ellas entre CP normales y CP aberrantes, especialmente
en muestras de pacientes con MM tratados con anticuerpos anti-CD38 (p.ej. Daratumumab). Asi,
a modo de ejemplo, sélo dos de los 9 clones de anticuerpos anti-CD38 evaluados, mostraron
capacidad para detectar la proteina CD38 sobre la superficie de la membrana de las CP de MO
de pacientes con MM tratados con Daratumumab y, tan solo uno de esos dos clones, lo hacia de

forma inequivoca en muestras tratadas ex-vivo con Isatuximab.

Uno de los aspectos clave a la hora de identificar de forma especifica las CP de MO vy
discriminar dentro de ellas entre CP normales y CP tumorales, es la combinacion concreta de
marcadores (anticuerpos, clones y fluorocromos) empleados. Esto es debido a que la
combinacién de anticuerpos influye tanto en la especificidad como en la sensibilidad del método.
No obstante, esta Ultima depende también en gran medida del nimero de células analizadas "
8 Precisamente por este motivo, en este trabajo desarrollamos un nuevo procedimiento de
preparacion y marcaje de muestras de MO que permite por primera vez, la evaluacion sistematica

de >5x10° células por tubo que, con el panel de dos tubos propuestos, permite el analisis
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sistematico de la presencia de EMR en MO de pacientes tratados con MM sobre un total de >10’
células/muestra. Respecto a las técnicas convencionales de citometria de flujo con las que
habitualmente se analizan <300uL de muestra (mediante protocolos de tincion-lisado-lavado)
que como maximo contienen entre 1y 2 millones de células, el nuevo procedimiento aqui descrito
aseqguraria la adquisicion de informacion sobre un nimero de células significativamente superior
(>107 células totales), como ha sido demostrado en la mayoria de las muestras de MO analizadas
en el grupo de pacientes empleados en este trabajo para la validacion del método. Sin embargo,
ello requiere disponer de un volumen medio de 1,5mL de aspirado medular, para garantizar que
se alcance el limite de deteccién y de cuantificaciéon del método de <2x10° y <5x10°,

respectivamente.

En conjunto, el panel optimizado de marcadores aqui propuesto, junto con el nuevo
procedimiento de preparacion de muestras desarrollado para la monitorizacion de EMR en
pacientes tratados con MM, contribuyen a la mayor sensibilidad alcanzada con la citometria de
flujo de nueva generacion, respecto a las técnicas inmunofenotipicas convencionales e, incluso, a
la secuenciacion masiva. En relacion a esta Ultima, cabe ademas sefialar, la menor aplicabilidad
observada para la técnica de NGS respecto a la NGF, lo que podria ser debido, al menos en parte,
a las limitaciones asociadas al empleo de técnicas moleculares que requieren la amplificacion de
secuencias del gen /GH mediante el empleo de sondas que deben hibridar en segmentos
especificos de ADN que flanquean estos genes, y que en CP (normales y/o tumorales) son ricos
en mutaciones somaticas que pueden interferir con la hibridacion de dichas sondas y, por tanto,
con el resultado 2™ 2™ 322 Estas limitaciones técnicas podrian contribuir también a explicar la
frecuencia relativamente alta de resultados discrepantes (30%), al comparar los niveles de EMR
obtenidos con ambas técnicas entre si, en muestras de pacientes que presentaron niveles bajos
de infiltracién por CP tumorales residuales (<10). Sin embargo, debido al nimero relativamente
limitado de muestras analizadas, estos resultados necesitan ser confirmados en estudios

prospectivos sobre series mas amplias de pacientes.

A pesar de estas limitaciones, la citometria de flujo de nueva generacién, ademas de mostrar
una mayor sensibilidad en este estudio, presenta otras ventajas respecto a las técnicas de
secuenciacion masiva **’. Asi, es una aproximacion mucho mas rapida (<4 horas), estandarizada,
reproducible, aplicable a practicamente el 100% de los pacientes, sin necesidad de disponer de

informacién sobre una muestra del momento del diagndstico o de pruebas adicionales,
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proporcionando una sensibilidad y especificidad superponibles para distintos pacientes, junto
con informacién adicional sobre la calidad y composicion de la muestra analizada. Ademas, la
citometria de flujo de nueva generacién constituye una técnica susceptible de ser implementada
en la mayoria de los laboratorios a nivel mundial, con un coste asequible e inferior al de las
técnicas de secuenciacion masiva °”. Sin embargo, como la gran mayoria de las herramientas

inmunofenotipicas de citometria "

, requiere del andlisis de una muestra fresca que debe ser
procesada dentro de las primeras 24 horas después de su extraccion, lo que le diferencia de los
ensayos moleculares, cuyos resultados no se ven afectados de forma significativa cuando se

aplican sobre muestras congeladas ™.

De todas estas ventajas de la citometria de flujo de nueva generacion cabe destacar, de forma
especial, el hecho de que proporciona informacién acerca de la calidad de la muestra en cada
paciente, con lo que permite evaluar (ademas de la presencia y nivel de EMR), la distribucion de
las distintas poblaciones celulares residuales presentes en MO. En este sentido, en este trabajo
demostramos que en el caso de muestras hemodiluidas, se observa un descenso significativo del
numero de mastocitos CD117%", de precursores eritroides nucleados (CD45"), de precursores
mieloides (CD117*) y linfoides B (CD19* CD38**CD45%""), asi como de las CP normales mas
maduras (CD19°). Del mismo modo, las combinaciones de anticuerpos establecidas permiten
evaluar la distribucién de células B normales residuales de MO a lo largo de sus diferentes
estadios madurativos, desde los precursores B (CD19* CD38** CD45%¢pl/intermedio c a7+ v CD27"), a
las células B inmaduras (CD19* CD45** CD38%""), |os linfocitos B naive (CD19* CD38 CD27") y los
linfocitos B de memoria (CD19" CD38™ CD27"), asi como las CP normales con sus respectivos
compartimentos madurativos definidos segun el patron de expresiéon de CD19 y CD56 (CP

inmaduras CD19" CD56°, CP intermedias CD19 CD56" y CP maduras CD19" CD56%).

En este sentido, en el presente trabajo detectamos una disminucion del nimero de mastocitos
en 10%-20% de las muestras de MO correspondientes a pacientes que habian alcanzado muy
buena respuesta parcial o RC, siendo la proporcion de casos con EMR negativa superior en estas
muestras hemodiluidas respecto a aquellas en las que no se observaba hemodilucion, quedando
incluidas entre ellas las muestras de los dos Unicos pacientes que a pesar de la negatividad para
EMR, mostraron progresion de la enfermedad. En conjunto, estos hallazgos refuerzan la
necesidad de evaluar de forma sistematica la calidad de la muestra analizada, especialmente en

aquellos aspirados medulares en los que no se detecta EMR por citometria de flujo de nueva
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generacion y, ante la posibilidad de que pueda existir contaminacién con sangre, considerar la
muestra como no evaluable. Con ello, seguramente se incrementaria el impacto prondstico de la

deteccion de EMR al permitir identificar de forma precoz resultados falsos negativos.

Aunque los resultados de este capitulo de la presente tesis doctoral se han publicado de forma
relativamente reciente, han tenido ya un gran impacto en la comunidad cientifica y en la préactica
clinica, al reconocerse el método de citometria de flujo de nueva generacién desarrollado como
la técnica de referencia para definir RC con EMR negativa por citometria de flujo segun el Grupo
Internacional de Trabajo en MM (IMWG) *’. Igualmente, esto se ha traducido en el desarrollo de
i) reactivos comerciales en los que se incluyen en formato deshidratado las mezclas de
anticuerpos de cada una de las dos combinaciones de 8-colores y ii) de un programa informatico
que integra los algoritmos desarrollados para el analisis automatico de datos y la clasificacion de
las distintas poblaciones celulares de MO incluidas las CP patoldgicas, asi como la elaboracion
automatica de un informe estandar de resultados. Con ambas herramientas, se evitan errores de
pipeteo y marcaje de las muestras, a la vez que se reduce de forma significativa la subjetividad

en la interpretacion e informe de los resultados de los estudios de EMR.

Uno de los interrogantes abiertos por la disponibilidad reciente de equipos de citometria
capaces de evaluar simultaneamente >10 fluorescencias distintas, ha sido la posibilidad de
fusionar las dos combinaciones de anticuerpos de 8-colores en una sola combinacién de 10
fluorescencias, con lo que se ahorraria en el coste de los reactivos y se reduciria el tiempo de
preparacion y sobre todo, de adquisicion de la muestra en el citobmetro de flujo, tal como han
planteado algunos autores **%. En este sentido, la comparacién directa del panel de 2-tubos de
8-colores y tres versiones diferentes de un tubo de 10-fluorescencias, mostrd resultados muy
similares entre si. Aun asi, entendemos que la disponibilidad de la informacion derivada de 2-
tubos de 8-colores resulta mas beneficiosa al permitir: i) analizar un mayor nimero de células, ii)
confirmar en la segunda determinacion la existencia o ausencia de CP tumorales presentes en la
primera, e iii) incrementar la consistencia y precision del resultado, al realizar el anélisis de EMR

por duplicado.

En resumen, el método de citometria de flujo de nueva generacion desarrollado en el presente
trabajo constituye una herramienta robusta, altamente sensible y estandarizada para la deteccién
y monitorizacion de EMR en MO de pacientes con MM tras tratamiento, superando las

limitaciones mas importantes de la citometria de flujo convencional. Desde el punto de vista
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clinico, nuestros resultados demuestran que el nuevo méetodo mantiene e incrementa el valor
prondstico de la EMR, convirtiéndose asi en el método de referencia para la monitorizacion de
EMR por citometria en la MO de pacientes con MM tratados, tanto dentro como fuera de ensayos

clinicos.

2. Deteccién de células plasmaticas tumorales circulantes en la sangre periférica de

pacientes con neoplasias de células plasmaticas al diagndstico y su impacto prondstico

Desde que se conoce que la presencia de CPTC en sangre de pacientes con MM estudiados

d ¢7 768 se sabe que

al diagndstico constituye un importante factor prondstico en esta enfermeda
por si solo no permite distinguir entre pacientes que presentan una gammapatia monoclonal de
significado incierto (GMSI) y aquellos que tienen MM, dado que en ambos grupos de neoplasias
de CP existen casos positivos y negativos para CPTC "' No obstante, hoy dia se reconoce
también que a lo largo del tiempo se ha observado un incremento progresivo en la frecuencia
de pacientes con GMSI 'y de MM que muestran CPTC en sangre periférica, a medida que ha ido
aumentando la sensibilidad de las técnicas empleadas para su deteccion, desde las tinciones de
citologia convencional y de inmunohistoquimica, a las técnicas de microscopia de fluorescencia
y la citometria de flujo multiparamétrica 199 170.200.330 En este sentido, al disponer por primera
vez de la técnica de citometria de flujo de nueva generacion desarrollada en este trabajo de tesis
doctoral, dotada de una sensibilidad significativamente mas elevada que la citometria de flujo
convencional a la hora de detectar pequefios porcentajes de CP tumorales en MO de pacientes
tratados con MM, nos permitié plantear como segundo objetivo de este trabajo, investigar la
frecuencia de pacientes con diferentes neoplasias (localizadas y sistémicas) de CP que presentan

CPTC en sangre al diagnostico, y su posible impacto en el comportamiento clinico y en la

evolucion de la enfermedad.

Como cabria esperar, la aplicacion de la técnica de citometria de flujo de nueva generacion
permitio identificar la presencia de CPTC en la mayoria de los pacientes con GMSI (=60%) y en la
totalidad de los MMQ y MM activos analizados, lo que representa un incremento del 100% en la
tasa de casos positivos respecto a lo observado con las técnicas de inmunohistoquimica e
inmunofenotipicas convencionales: 59% vs. 19%-37% de las GMSI 2%, 100% vs. 15%-50% de los

MMQ #8290y 100% vs. 50%-73% de los MM activos '°% %% 2% por el contrario, solo una pequefa
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proporcion de los pacientes diagnosticados de plasmocitoma solitario y MM macrofocal

mostraron CPTC en sangre.

Aunque en el presente trabajo la investigacion de CPTC en sangre no se acompafo de analisis
paralelos de secuenciacion masiva, estudios previos indican que el empleo de estas técnicas
moleculares permite tambien detectar la presencia de CPTC en sangre con una sensibilidad
similar de 1 CPTC entre 10° células analizadas, aunque con una menor aplicabilidad (96% vs. 100%
para la NGF) " 2" En su conjunto, estos resultados confirman y amplian observaciones previas
de otros autores que indican que la presencia de CPTC en sangre de pacientes con neoplasias de
CP se asocia con un patrén de afectacion sistémica de la enfermedad (GMSI, MMQ, MM y LCP)

129,170,193, 200 mientras que constituye un hallazgo relativamente infrecuente entre pacientes con

tumores localizados de CP '’

, como es el caso del plasmocitoma solitario o del MM macrofocal.
Ademas, de acuerdo con estos estudios previos *°, los resultados obtenidos en este trabajo
muestran un incremento progresivo del nimero de CPTC en sangre medidos por citometria de
flujo de nueva generacion, desde el plasmocitoma solitario y el MM macrofocal, hasta la GMSI, el
MMQ y el MM, permitiendo establecer puntos de corte (0,058 CPTC por uL de sangre) que con
gran precision (80% de especificidad y 80% de sensibilidad) permiten discriminar entre GMSI y
MM al diagnostico. Estos hallazgos sugieren la utilidad del recuento (absoluto) de los niveles de
CPTC en sangre periférica por citometria de flujo de nueva generacion, en el diagnostico
diferencial entre ambas neoplasias de CP, lo que permitiria un diagndstico minimamente invasivo

entre GMSIy MM, al obviar la necesidad de la realizacion de un aspirado/biopsia de MO, al menos

en una parte de estos pacientes.

Desde el punto de vista prondstico, diversos estudios previos basados en técnicas
inmunofenotipicas menos sensibles, refieren que la presencia de CPTC y/o sus niveles en sangre

M 141,191

periférica se asocian con i) un mayor riesgo de transformacion maligna de GMSI a M LY i)

un prondstico mas adverso en el MMQ y el MM, tanto cuando se estudian en el momento del

170,188, 189, 201 331 - ~omo tras tratamiento 2°* 339331 En este sentido, los resultados de

diagnostico
nuestro trabajo basados en la deteccion de CPTC en sangre mediante NGF, confirman y amplian
estos hallazgos, aun cuando el nimero de pacientes estudiados y su seguimiento, han sido
relativamente limitados. Asi, los pacientes con GMSI que exhibian cifras mas elevadas de CPTC
en sangre mostraron un tiempo hasta la progresiéon a MM significativamente méas corto que

aquellos que no presentaban CPTC, o que mostraban niveles mas bajos de CPTC en sangre.
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Del mismo modo, los pacientes con MM activo que presentaban niveles mas bajos de CPTC
en sangre (similares a los encontrados entre los pacientes con GMSI), mostraron una
supervivencia significativamente mas prolongada que aquellos que mostraban niveles mas
elevados de CPTC en sangre, tanto en términos de supervivencia libre de progresion como de
supervivencia global. Estas diferencias fueron ademas independientes de haber alcanzado o no
RC y/o EMR negativa en MO con el tratamiento. En su conjunto, estos resultados refuerzan
hallazgos previos de otros autores basados en el empleo de técnicas menos sensibles que la
citometria de flujo de nueva generacion, y que demuestran que la presencia de concentraciones
elevadas de CPTC en sangre al diagndstico, constituye un factor prondstico adverso en el MM.
No obstante, al incrementar notablemente la sensibilidad de detecciéon de CPTC en nuestro
trabajo, hemos podido identificar de forma mas precisa, un pequefio subgrupo de pacientes con
MM que presentan niveles bajos de CPTC al diagndstico, similares a los observados
habitualmente en la GMSI. Desde el punto de vista prondstico, estos pacientes mostraron un
comportamiento clinico mas favorable a largo plazo, aun cuando persistian niveles detectables
de EMR en MO tras tratamiento. Por el contrario, el impacto pronéstico del numero de CPTC en
sangre de pacientes con MMQ parece ser mas limitado, e independiente del grupo de riesgo
definido segun los sistemas de estratificacion pronostica propuestos por la Clinica Mayo y por el
Grupo Espafiol de Mieloma 1%, sji bien este resultado debe ser interpretado con precaucion

debido al nimero relativamente limitado de casos analizados.

Ante el importante valor diagnéstico y prondéstico asociado a la presencia de niveles de CPTC
en sangre, surgen interrogantes acerca de su verdadero significado bioldgico, que sigue siendo
en gran medida desconocido #****. Empiricamente, se ha relacionado la presencia de un elevado
numero de CPTC en sangre con la diseminacién de la enfermedad desde los nichos medulares
30, debido a la migracién de las CP tumorales desde la MO a la circulacion periférica 200 22" 223,
Sin embargo, nuestros resultados junto con los de otros estudios recientes, evidencian que en
comparacion con las CP tumorales de MO, las CPTC presentes en sangre muestran un perfil
inmunofenotipico mas inmaduro, asociado a un mayor grado de quiescencia, mayor resistencia
a agentes quimioterapicos y un potencial de autorrenovacion mas prominente 2% 217223224 fn

conjunto, estos hallazgos sugieren que las CPTC en sangre podrian constituir las verdaderas

células madre tumorales del MM, siendo potencialmente responsables de la diseminacion de la
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enfermedad, tanto a nivel medular como extramedular, independientemente de si derivan o no

del compartimiento medular de células tumorales.

De acuerdo con esta hipdtesis, en este trabajo confirmamos que las CP tumorales presentes
en circulaciéon periférica son inmunofenotipicamente mas inmaduras que su contrapartida
medular, al expresar niveles (significativamente) inferiores de i) marcadores tipicamente
adquiridos durante la migracion de la CP desde los érganos linfoides secundarios hacia la MO,
como CD38 intenso y CD138* ** 2852297 iynto a i) CD56, CD81y CD117, moléculas de adhesién
necesarias para el anclaje de la CP al estroma medular * 2% 3% 35T Asi mismo, nuestros resultados
muestran niveles inferiores de expresién en CPTC vs. CP tumorales de MO de otros marcadores
funcionales asociados a maduracion, como i) Vs38c, una proteina del reticulo endoplasmatico

rugoso relacionada directamente con una elevada capacidad de sintesis y secrecién proteica > %"

309 7 361

(p.gj. de Ig) y ii) la molecula coestimuladora CD2 . Por el contrario, otros antigenos
caracteristicos de las fases mas tempranas de la maduracién B a CP, como CD19, CD45, CD20 y
las g, mostraron niveles de expresion similares en CPTC respecto a su contrapartida medular.
Esto podria ser debido a que se trata de marcadores cuya expresion aberrante en CP tumorales
estaria en gran medida influenciado por las alteraciones genéticas especificas de estas células,
mas que por el estadio madurativo de las mismas. En este sentido, desde hace tiempo se conoce
la relacion directa que existe entre MM con expresion de CD20* y la presencia de t(11;14) *%2. Estos
hallazgos, junto a la menor positividad para el marcador de proliferacion celular Ki67 en CPTC de
sangre (vs. MO) sugieren que las CPTC podrian constituir un compartimiento de CP quiescentes

y mas inmaduras que su contrapartida medular, al igual que ocurre con las CP normales de sangre

y MO 4,9, 53'

A pesar de todo lo anterior, cabe la posibilidad también de que las CPTC de pacientes con
neoplasias de CP estén integradas por una mezcla de CP tumorales inmaduras (con fenotipo de
célula madre) y otras mas maduras (procedentes de MO). En cualquier caso, la mayor inmadurez
de las CPTC de sangre frente a su contrapartida medular, sugiere que las CPTC detectadas en
pacientes con GMSI y MM podrian tener un papel clave en la diseminacién de la enfermedad, no
solo a nivel extramedular, si no también y de forma preferente, a lo largo de la misma MO. En
este sentido, la observacion de cifras de CPTC mas elevadas en sangre al diagndstico, podria
reflejar una mayor tasa de diseminacion y con ello, una mayor (tasa de crecimiento de la) masa

tumoral. Alternativamente, el incremento de CPTC en sangre a lo largo de la evolucién de la
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enfermedad, podria deberse a que, una vez estan ocupados los nichos medulares por CP

tumorales, estas se acumularian en sangre periférica.

De acuerdo con esta hipotesis, en este trabajo observamos una correlacion significativa, pero
no lineal, entre el nimero absoluto de CPTC en sangre y la masa tumoral presente en muestras
pareadas de MO de pacientes con neoplasias de CP, con un repunte del nimero de CP normales
circulantes en sangre en las fases mas avanzadas de la enfermedad (MM) que contrasta con el
descenso observado en estadios mas tempranos (GMSI). Estos hallazgos sugieren que el

incremento en la tasa de inmunoparesia desde la GMSI al MM 363364

podria ser debido, mas que
a una disminucién de la produccion de CP normales, a una capacidad reducida de las mismas, a
la hora de alcanzar los nichos medulares ocupados por CP tumorales, y de, una vez alli,
diferenciarse a CP de vida larga productoras de anticuerpos. Asi, la ocupacién de los nichos
medulares por CP del tumor limitaria la disponibilidad de nichos de supervivencia vacios, lo que
conllevaria al bloqueo progresivo (e inespecifico) de la migracion de CP, tanto normales (CP de
vida corta recién generadas en los 6rganos linfoides secundarios) como de las CPTC, con una
acumulacién a nivel periférico de ambos compartimentos de CP (normales y tumorales),
especialmente visible en las formas mas avanzadas de la enfermedad. No obstante, cabe la
posibilidad de que debido a la naturaleza (mas) longeva de las CPTC respecto a las CP normales,
estas dispusieran de alguna ventaja a la hora de migrar y anclarse en los nichos medulares,
facilitando asi un crecimiento selectivo del tumor en MO, con un desplazamiento gradual y
paralelo de las CP normales de vida larga alli residentes ® 393 Esto podria contribuir a explicar,
al menos en parte, el desarrollo de un déficit progresivo de produccién de anticuerpos

(normales/residuales) diferentes del componente monoclonal (CM), y por consiguiente, la

apariciéon de inmunoparesia, sello caracteristico de las fases mas avanzadas de las neoplasias de

CP 72,106, 110, 111, 366, 367

Tomando en consideracion todo lo anteriormente expuesto, podriamos concluir que la
citometria de flujo de nueva generacion permite detectar CPTC en sangre al diagndstico, en la
practica totalidad de los pacientes con MMQ y MM, asi como en la gran mayoria de las GMSI, lo
que confirma la utilidad del empleo de técnicas de elevada sensibilidad para su estudio. Ademas,
la presencia de CPTC en sangre de pacientes con neoplasias de CP constituye un rasgo diferencial
caracteristico de las formas clinicas que cursan con enfermedad diseminada, como la GMS|, el

MMQ y el MM, mientras representa un hallazgo poco frecuente en pacientes con enfermedad
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localizada, como el plasmocitoma solitario o el MM macrofocal. Asi mismo, el nimero de CPTC
en sangre periférica al diagnostico se asocia con formas mas agresivas de la enfermedad,
observandose un incremento progresivo de los niveles de CPTC en sangre desde la GMSI al MMQ
y el MM sintomatico. Desde el punto de vista pronostico, la presencia de cifras mas elevadas de
CPTC en pacientes con GMSI, se asocia con mayor riesgo de progresion a MMy una supervivencia
libre de progresion significativamente mas corta; a su vez, aquellos pacientes con MM que
muestran bajos recuentos de CPTC en sangre al diagndstico (en el rango observado entre los
pacientes con GMSI), muestran una supervivencia significativamente mas prolongada,

independientemente de la respuesta al tratamiento.

3. Utilidad clinica de la monitorizacién de células plasmaticas tumorales circulantes

en sangre periférica mediante NGF en pacientes tratados con MM

En las Ultimas décadas, hemos asistido a un incremento notable de estrategias dirigidas a
identificar la presencia de CPTC o de sus productos (CM, ADN o ARN tumorales) en sangre
periférica 2 3% Esto se debe a la reconocida utilidad clinica de la deteccion de EMR en MO de

pacientes con MM, tras iniciar el tratamiento 20% 326327, 330, 331

, junto al amplio abanico de ventajas
que proporcionaria la monitorizacion de la enfermedad en sangre vs. MO, entre las que se
incluyen: i) la naturaleza minimamente invasiva que brinda el empleo de muestras de sangre

respecto a los andlisis de MO #% 32

, i) la posibilidad de cuantificar de forma mas precisa el
numero absoluto de CPTC en sangre, iii) ademas de la ausencia de hemodilucién, y iv) la existencia
de una distribucion mas homogénea del tumor en sangre vs. MO . Ademas, la demostracion
de la presencia sistematica (mediante NGF) de CPTC en sangre al diagnostico en pacientes con
MM, y su posible relevancia en la diseminacion de la enfermedad, junto con la existencia de una
correlacién directa entre los niveles de CP tumorales en sangre y MO, avalan el interés y la posible
utilidad del rastreo de CPTC en sangre de pacientes con MM tras tratamiento. Por este motivo,
el tercer objetivo de esta tesis doctoral se centré en determinar la frecuencia con la que se

encuentran CPTC en la sangre de pacientes con MM tras haber recibido tratamiento, analizar su

relacion con la persistencia de EMR en MO y su posible el impacto prondstico.

En conjunto, la citometria de flujo de nueva generacion demostré la presencia de CPTC en

alrededor de una cuarta parte (26%) de todos los pacientes tratados con MM analizados. Estos
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hallazgos demuestran que el empleo de NGF duplicaria la frecuencia de pacientes en los que se
detectan CP tumorales en la circulacion periférica mediante técnicas inmunofenotipicas

203, 326, 327

convencionales (18%-19%) , alcanzando tasas de positividad similares a las referidas en

la literatura con herramientas moleculares de alta sensibilidad, como la ASO-gPCR (25%-28,8%)
195210y cercanas a las obtenidas con técnicas de secuenciacién masiva dirigida al estudio de ADN
libre circulante (31%-34%) *** 3*® o de ADN gendmico leucocitario (40%) °°*. Esta mayor
sensibilidad de la citometria de flujo de nueva generacion, se aprecia de forma mas clara al
restringir el analisis a aquellos pacientes que alcanzaron RC o RC estricta con el tratamiento, al
detectarse la presencia de CPTC en 17% de las muestras de sangre estudiadas frente a tasas de

0% 222331 0 <8% 203 3%" referidas en la literatura por otros autores, al emplear citometria de flujo

convencional.

A pesar de esta mayor sensibilidad de la citometria de flujo de nueva generacién, respecto a
la citometria de flujo convencional a la hora de detectar la presencia de CPTC en sangre de
pacientes con MM, nuestros resultados demuestran que, aun asi, existia una proporcion
importante de casos que seguian mostrando EMR positiva en MO o CM en suero por
inmunofijacion, en ausencia de CPTC en sangre. A su vez, todos los casos que mostraron CPTC
en sangre eran también positivos para EMR en MO, mientras que solo en alrededor del 60%

persistia la presencia de CM sérico.

El hallazgo de EMR en MO y de CM en suero de mielomas tratados, habitualmente reflejan la
persistencia de un mayor o menor nimero de células tumorales resistentes al tratamiento
administrado **®. No obstante, ninguno de estos pardmetros refleja de forma especifica la
capacidad de diseminacion y crecimiento tumoral, parametros que en definitiva, tras tratamiento,
determinan la mayor o menor probabilidad de progresién de la enfermedad a corto vs. largo
plazo 2% 272 Por el contrario, la presencia de CPTC en sangre, no solo aporta informacion
relacionada con la persistencia de células neoplasicas resistentes al tratamiento y la carga tumoral,
sino que ademas reflejaria la capacidad que tienen esas células de diseminar el tumor a nivel de
la MO o hacia localizaciones extramedulares ** 3. De hecho, en alrededor de 10% de los casos
analizados, se observaron niveles de CPTC en sangre similares o incluso superiores a los
encontrados en muestras pareadas de MO de esos mismos pacientes. Estos hallazgos, junto con

la descripcion de un perfil inmunofenotipico méas inmaduro de las CP tumorales de sangre
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respecto a su contrapartida medular, refuerzan la hipdtesis sobre el papel clave que

presumiblemente tendrian las CPTC a la hora de diseminar la enfermedad. 2% 224

Desde el punto de vista practico, resulta especialmente interesante el hecho de que todos los
pacientes que mostraban CPTC en sangre mostraran también positividad para EMR en MO,
independientemente de la respuesta clinica alcanzada con el tratamiento en ese momento. Estos
datos sugieren que la deteccién de células tumorales circulantes en la sangre periférica de
pacientes tratados con MM, podria emplearse como un marcador de persistencia de CP
tumorales residuales en MO y de esta forma, actuar como guia a la hora de realizar o evitar la
realizacion de procedimientos (mas invasivos) para estudio de EMR, como el aspirado medular,

especialmente en los pacientes que han alcanzado RC.

De forma similar, llama la atencién la existencia de un grupo de pacientes con MM en los que,
pese a detectar CM sérico por inmunofijacion tras tratamiento, no mostraban CPTC en sangre, ni
EMR en MO. Esto podria deberse a una vida media mas prolongada (=23 dias) y/o una
depuracion sistémica alargada (=29 semanas) del CM, especialmente en el caso de la IgG (el

) 212, 291

isotipo mas comun de proteina monoclonal , junto a la posible persistencia de enfermedad

extramedular 7

y/o la administracion terapéutica de anticuerpos monoclonales como
Daratumumab *"!, que podrian originar algunos falsos positivos observados en nuestra serie. Asi
mismo, estas discrepancias podrian estar relacionadas con la calidad de las muestras de MO (p.gj.
con muestras de MO hemodiluidas), que se ha demostrado podria también dar lugar a falsos
negativos en los estudios de EMR en MO asociados a positividad para CM sérico por
inmunofijacion, tal como observamos en un pequefio grupo de pacientes analizados. De igual
manera, otro pequefio grupo de enfermos mostraron ausencia de proteina-M sérica, aun cuando
cumplian criterios de respuesta parcial e, incluso, se encontraban en progresion tras tratamiento,
siendo esto debido a la aparicion o persistencia de plasmocitomas (2/4 casos) ', a tumores no

272,372

secretores 0 a la existencia de un marcado desequilibrio entre las cadenas ligeras libres en

suero clonal vs. normal (>500) en ausencia de CM en suero u orina ™’

De acuerdo con datos previos referidos en la bibliografia 3

, en su conjunto, nuestros
resultados sugieren que el analisis de CPTC en sangre, aunque es menos sensible que la deteccion
de EMR en MO, proporciona informacién relevante y complementaria a la de la inmunofijacion,
siendo de gran utilidad para la monitorizacion estrecha de pacientes con MM en sangre, una vez

se haya iniciado el tratamiento.
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Desde el punto de vista prondstico, en este trabajo demostramos que la deteccion de CPTC
en sangre de pacientes con MM tras tratamiento mediante NGF, constituye un importante factor
prondstico independiente de otras variables, a la hora de predecir la supervivencia libre de
progresion, tanto cuando se consideran todos los pacientes, como cuando se restringe el analisis
a aquellos casos que alcanzaron RC o RC estricta con el tratamiento. Estos resultados refuerzan
el valor pronostico de la determinacion de CPTC en el MM, como herramienta complementaria a
la deteccion del CM sérico por inmunofijacion (en el conjunto de los pacientes) y al analisis de
EMR en MO (entre los pacientes que han alcanzado RC), independientemente de la fase de

tratamiento en la que se evalle.

De acuerdo con estos resultados, construimos una escala de riesgo basada en aquellos
parametros que mostraban valor prondstico independiente en el analisis multivariante, con el fin
de identificar (tras tratamiento) pacientes con MM con distinta probabilidad de recaida. En este
sentido, la persistencia de CP tumorales en sangre (y por definicion también en MO) permite
reconocer pacientes con MM que, aun estando en RC, presentan un prondstico muy adverso con
tasas de supervivencia libre de progresion a los dos afios de entre 1% y 33%, segun se considere

el conjunto de los pacientes estudiados o de forma especifica los que alcanzaron RC.

Estos resultados, junto con la demostracion de la presencia sistematica de CPTC en la sangre
periférica de la practica totalidad de pacientes con MM estudiados al diagndstico y en la recaida
331 sugieren que la deteccién de CPTC, mas que un marcador de la respuesta al tratamiento,
constituye una poderosa herramienta a la hora de identificar pacientes con elevado de riesgo de
sufrir una recaida inminente ?°. A su vez, la determinacién de EMR en MO representaria un
marcador de resistencia al tratamiento que refleja la persistencia de niveles minimos de tumor en
la MO de pacientes con MM sometidos a distintas estrategias terapéuticas y que, segun los
resultados aqui expuestos y los derivados de estudios previos de otros autores, tendria un
importante valor pronéstico a mas largo plazo, tanto cuando se emplean técnicas

284,285,290, 302, 354

inmunofenotipicas convencionales , como analisis de elevada sensibilidad basados

321,323 373,374

en secuenciacion masiva y citometria de flujo de nueva generacion

En la actualidad, se considera que los estudios de EMR en MO de pacientes con MM que han
alcanzado RC constituyen junto a las técnicas de imagen, el pilar fundamental sobre el que debe
asentar el sequimiento de estos pacientes ’. No obstante, la obtencion periddica de muestras

de MO presenta importantes limitaciones relacionadas con la naturaleza invasiva del
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procedimiento (de aspirado medular) mediante el que se obtienen 2. Por el contrario, resulta
mas facil y asequible, la obtencion periddica de muestras de sangre periférica para el rastreo de
CPTC 3™, En este sentido, el andlisis secuencial de la presencia de CPTC en >2 muestras de sangre
consecutivas junto con la deteccién del CM sérico mediante inmunofijacion, evaluados en un
subgrupo de nuestros pacientes, mostrd que aquellos enfermos que de forma sistematica
mostraban ausencia de CPTC en sangre (CPTC”") o en los que esta determinacién se negativizaba
en el Ultimo estudio (CPTC*), presentaban un prondstico significativamente més favorable que
los pacientes en los que se detectaron CPTC en sangre en la Ultima evaluacion (CPTC”* o
CPTC**), independientemente de la presencia o ausencia de proteina-M en suero. Estos
resultados, caso se confirmen en series mas amplias de pacientes con un mayor tiempo de
seguimiento, sugieren que una vez alcanzada la RC, la monitorizacion secuencial (y frecuente) de
la presencia de CPTC en sangre podria proporcionar informacion clinica de gran utilidad,
especialmente entre aquellos pacientes en los que no se plantea la realizacion de estudios de MO
de forma habitual, por ejemplo, por presentar un analisis negativo de EMR en MO, edad avanzada
o co-morbilidades asociadas. Sin embargo, un pequefio grupo de los pacientes incluidos en este
estudio mostraron positividad para CM en suero con inmunofijacion (* o 7*) en el dltimo estudio,
aunque carecian de CPTC en sangre (CPTC” o CPTC""). Paraddjicamente, estos pacientes
mostraron una ligera ventaja prondstica sobre aquellos que presentaban ausencia de enfermedad
tanto a nivel celular (CPTC” o CPTC*") como serolégico (inmunofijacién 7~ o ™), sin que existiera
una explicacion clara para estas diferencias. A pesar de ello, los hallazgos derivados de estudios
secuenciales refuerzan la nocién de que la investigacion seriada de CPTC en sangre
probablemente ofrezca un beneficio prondéstico adicional respecto al obtenido con una
determinacion puntual de CPTC e incluso, de EMR en MO, a la hora de predecir el

comportamiento clinico a largo plazo, en linea con lo sugerido también por otros autores ' 2.

En resumen, nuestros hallazgos demuestran que la presencia de CPTC detectadas por
citometria de flujo de nueva generaciébn en sangre periférica de pacientes con MM tras
tratamiento, constituye un nuevo marcador prondstico independiente, a la hora de identificar
aquellos pacientes que estén en riesgo de sufrir una recaida inminente, independientemente de
la respuesta alcanzada o de la fase del tratamiento en el que detecte su presencia. Ademas, el
estudio secuencial de CPTC podria ser de gran utilidad para una monitorizacion mas estrecha de

la enfermedad, especialmente en aquellos pacientes en los que no se plantee un analisis frecuente
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de EMR en MO. El elevado valor prondstico independiente de este parametro, aunque requiere
ser comprobado en series mas amplias de pacientes con MM tratados dentro y fuera de ensayos
clinicos, podria ser debido a que, mas que informar sobre la carga tumoral del paciente en un
determinado momento, sea un reflejo de la (potencial) capacidad de diseminacion de la

enfermedad.
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-CONCLUSIONES-






-Conclusiones-

En relacion con el primer objetivo, orientado al disefio, desarrollo y validacién de un nuevo

método de citometria de flujo estandarizado y altamente sensible para la monitorizacién de

enfermedad minima residual (EMR) en médula 6sea (MO) de pacientes con mieloma miiltiple

(MM) una vez iniciado el tratamiento:

1.

El método de citometria de flujo de nueva generacion (NGF) desarrollado supera las
limitaciones actuales de las técnicas inmunofenotipicas convencionales en cuanto a
sensibilidad, reproducibilidad y analisis objetivo de los datos, incrementando el valor
prondstico de la deteccion de EMR en el MM. Por todo ello, la deteccidon de EMR en MO
mediante NGF, se ha convertido en el (nuevo) método de referencia de citometria de flujo
para la evaluacion de EMR en MO en el MM.

Los niveles de sensibilidad y especificidad alcanzados con el método de citometria de flujo
de nueva generacion desarrollado, son equiparables a los proporcionados por las técnicas
de secuenciacion masiva para analisis de EMR en MO de pacientes con MM, con la ventaja
de tener una mayor aplicabilidad, ser méas rapido y estandarizado, y permitir evaluar

simultdneamente la calidad de la muestra.

En relacién con el segundo objetivo, dirigido a evaluar la posible utilidad clinica y pronéstica

del nuevo método de citometria de flujo de nueva generacién para la deteccién y cuantificacién

al diagnéstico, de células plasmaticas tumorales circulantes (CPTC) en la sangre de pacientes con

distintas neoplasias de células plasmaticas (CP):

La presencia al diagndstico de CPTC en la sangre de pacientes con neoplasias de CP,
detectadas mediante citometria de flujo de nueva generacion, se asocia con un patrén de
afectacion sistémica de la enfermedad, estando presentes en la mayoria de los pacientes
con gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI) y en la préactica totalidad de
los enfermos con MM quiescente (MMQ) y activo (MM), mientas que son infrecuentes en
pacientes con plasmocitoma solitario y MM macrofocal. Ademas, el nimero de CPTC se
incrementa progresivamente desde estas Ultimas entidades y la GMSI, al MMQ y el MM
activo.

El hallazgo de un numero elevado de CPTC en sangre mediante citometria de flujo de

nueva generacion, permite discriminar con elevada precision entre pacientes con GMSI y
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5.

-Conclusiones-

MM, asociandose con un comportamiento clinico adverso en ambas entidades,
independientemente de la respuesta alcanzada con el tratamiento en el MM.

A nivel biolégico, las CPTC de pacientes con neoplasias de CP muestran un perfil fenotipico
de célula quiescente y mas inmadura que su contrapartida medular, lo cual apoyaria la
hipdtesis de que puedan constituir un compartimiento celular enriquecido en células
madre tumorales con un importante papel en la diseminacion de la enfermedad, tanto

dentro de la MO, como a 6rganos extramedulares.

En relacion con el tercer objetivo, centrado en determinar la posible utilidad clinica y

prondstica del empleo de la citometria de flujo de nueva generacion para el rastreo de CPTC en

sangre periférica de pacientes con MM tras tratamiento, respecto a la monitorizaciéon de EMR en

MO y del componente monoclonal (CM) en suero:

6.

En alrededor de una cuarta parte de todos los pacientes tratados con MM, incluyendo una
quinta parte de los pacientes que alcanzan respuesta completa (RC) con el tratamiento, se
detecta la presencia de CPTC en sangre mediante citometria de flujo de nueva generacién,
constituyendo este parametro una poderosa herramienta prondstica a la hora de
identificar aquellos pacientes que presentan mayor riesgo de sufrir una recaida temprana
e inminente de su enfermedad.

La presencia de CPTC en la sangre de los pacientes tratados con MM mediante citometria
de flujo de nueva generacién, refleja de forma sistematica la persistencia de EMR en MO,
independientemente de la respuesta alcanzada y de la fase del tratamiento en la que se
analice. Por todo ello, la presencia de CPTC en la sangre de pacientes tratados con MM,
podria ser de gran utilidad para orientar sobre la conveniencia de realizar o no un estudio
adicional de EMR en MO en estos enfermos.

El analisis secuencial de la presencia de CPTC en sangre de pacientes tratados con MM
mediante citometria de flujo de nueva generacién, proporciona informacién prondstica
complementaria a la obtenida a través de la monitorizacién del CM sérico con técnica de
inmunofijacion, debiendo confirmarse estos resultados en series mas amplias de pacientes

con un mayor seguimiento.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO CORRESPONDIENTE AL
ARTICULO 1

"Citometria de flujo de nueva generacion para la deteccion sensible y
estandarizada de enfermedad minima residual en el mieloma multiple”

En esta seccion se recogen: 1) los materiales y métodos suplementarios, haciendo especial
hincapié en la metodologia empleada en la seleccién de los anticuerpos monoclonales asociados
a fenotipo de célula plasmética (CP) y los fluorocromos que se evaluaron durante el disefio del
panel de 8-colores de la nueva herramienta de citometria de flujo de nueva generacion (NGF); 2)
el tipo y concentracion de las soluciones empleadas en los protocolos de preparacion y tincion
de muestras, asi como en las poblaciones celulares identificadas durante el proceso de
estandarizacion de la NGF; 3) las especificaciones técnicas respecto a los distintos anticuerpos
monoclonales testados durante todas las fases del estudio; 4) las caracteristicas técnicas de los
citometros de flujo y los programas informaticos empleados en el trabajo; 5) la contribucion
especifica (en nimero de muestras y fases del estudio) por cada centro participante en el trabajo;
6) las caracteristicas clinicas y de laboratorio, el tipo de tratamiento administrado y los puntos de
monitorizacién de enfermedad minima residual (EMR) de los pacientes incluidos en la fase de
validacion de la NGF; 7) los resultados suplementarios respecto a las modificaciones puntuales en
los fluorocromos o los clones de los anticuerpos testados en cada ronda de redisefio y
perfeccionamiento de la combinacion de 8-colores de la NGF; 8) las diferencias en los niveles de
intensidad media de fluorescencia entre los distintos anticuerpos testados en la identificacion de
CP mediante lisis masiva (NGF) vs. lisis “FACS” (utilizada en la citometria de flujo convencional);
9) comparacion de la capacidad resolutiva de algunos clones de CD38 para identificar CP
normales en muestras tratadas con terapia monoclonal anti-CD38; 10) ejemplo ilustrativo de la
utilidad de la combinacién de EMR mediante citometria de flujo de nueva generacion para

identificar subpoblaciones residuales normales de linea B, eritroide y mieloide de médula 6sea.

Leukemia (2017), 1-10
DOI: 10.1038/1eu.2017.29
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Supplementary methods

Immunophenotypic studies for selection of plasma cell (PC)-associated markers. A total of 19 BM
samples were used in this section of the study: five to evaluate the performance of CD138-HV450
vs. BV421, four to compare the anti-Lambda-APCH7 and anti-Lambda-APCC750 conjugates, 2 for
evaluation of the CD138-HV500C reagent, two to evaluate the performance of CD81-APCH7 vs.
CD81-APCC750, two for the comparison between CD27-V500C and CD27-BV510, two to assess
the performance of CD45 PerCPCy5.5 and another two for the initial comparison of multi-epitope

CD38-FITC vs. the CD38-FITC conjugate of LD38 clone.

Design and evaluation of sample preparation protocols. For the evaluation of different sample
preparation protocols, whole BM and PB samples were stained in parallel with the CD138-HV450
CD45-PacO CD56-PE CD5-PerCPCy5.5 CD19-PECy7 CD3-APC antibody combination, selected to
assess potential selective plasma cell loss vs. other major (e.g. CD3" T-cells) and minor (e.g. CD5*
dendritic cells) subsets of cells coexisting in the sample. Samples were evaluated under five
different conditions that included: i) the EuroFlow SOP for staining of 50ul of sample with cell

surface markers 37

, and ii) four different ammonium chloride-based bulk-lysis procedures
followed by staining of 5x10° cells in 100ul/tube (final concentration of 5x10* cells/ul). The four
different bulk-lysis conditions concerned two different concentrations (0.5% and 4%) of bovine
serum albumin (BSA, SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO) in phosphate buffered saline (PBS; pH=7.4)
washing solution, each followed or not by a FACSLyse-based (BD Biosciences, San Jose, CA) lysing
and fixation step for residual red cell lysis and nucleated cell fixation. The selected protocol was
further adapted to stain 10’ cells/tube.

The relative distribution (and absolute count) of the major cell populations identified (i.e.
eosinophils, neutrophils, monocytes, mature lymphocytes, nucleated red cells and PC) were
compared between the four bulk-lysis procedures evaluated against the reference FACSlyse
EuroFlow SOP (www.EuroFlow.org).

All antibody reagents in the final Version 5 of the NGF MM-MRD panel (Table 1) were re-

titrated for application in the bulk-lysis standard operating sample preparation protocol (SOP)
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described below, to ensure that saturating conditions were achieved after staining >107 cells/tube,

with optimal resolution between positive and negative cell populations.

Instrument characteristics and calibration and data acquisition and analysis. Data acquisition was
performed at each center (Supplementary Table 1) using FACSCanto-ll instruments (BD
Biosciences) equipped with 3-lasers, 8-fluorescence detectors, equivalent dichroic mirrors and
filters, and the FACSDiVa software (BD Biosciences). All instruments were calibrated and
monitored following the EuroFlow SOP for instrument set-up *’®. For data analysis the Infinicyt
software was used using previously described approaches *’.

Stained cells were measured at intermediate (or low) speed using and FSC threshold at 10,000
channels (arbitrary units 0 to 262,144). For all statistical analysis, the Software Package for Social

Sciences (SPSS Version 23; IBM, Armonk, NY), was used.
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Supplementary results

Optimization of the two 8-color MM MRD antibody combinations. From the initial Version 1, until
version 3, the suboptimal CD138-PacO reagent was replaced in Version 2 by CD138-HV500C due
to the greater MFI of the later reagent (MFI: 2,858 vs. 3,153); in turn, in Version 3, the suboptimal
CD81-APCH7 (MFI: 4,055) and Cylgh-APCH7 (MFI: 2,157) reagents were both replaced by CD81-
APCC750 and Cylgh-APCC750 (MFI: 6,524 and 16,786, respectively). For Version 4, the CD138-
HV500C (MFI: 3,153), CD27-PerCPCy5.5 (MFI: 23,966) and CD45-PacB (MFI: 6,798) fluorochrome
positions were replaced by CD138-HV450 (MFI: 4,218), CD27-HV500C (MFI: 3,750) and CD45-
PerCPCy5.5 (MFI: 68,902), respectively. Finally, in Version 5, CD138-HV450, CD27-HV500C and
CD38-FITC were replaced by the optimal CD138-BV421 (MFI: 36,052) and CD27-BV510 (MFI:
13,655) conjugates, and the multi-epitope CD38-FITC antibody conjugate (MFI: 107,772),
respectively. The later CD38 reagent showed an equivalent performance to that of the original
CD38 antibody clone (MFI: 91,057) in diagnostic MM samples, but a much better resolution in BM
samples from MM patients who had received Daratumumab therapy (MFI: 3,905 vs. 350,
respectively). Moreover, CD229 was excluded from tube 2, since extensive testing showed that
CD229 was insufficient to identify all aPC in 4/49 (8%) MM cases tested, and it was not specific
for PC, being also (strongly) expressed on plasmacytoid dendritic cells and a subset of
lymphocytes *%. Finally, CD200-APC demonstrated a low contribution as potential MRD marker
since it was heterogeneously expressed in normal BM PC from 28/28 samples evaluated (median
percentage of CD200" nPC of 49%; range: 40%-68%), as well as in 8/20 (40%) cases with aPC
populations (median % of CD200* aPC of 100%; range: 58%- 100%).

Of note, significantly higher MFI values were observed for CD38 (P<.001), CD56 (P<.007)
and CD19 (P=.04), but not for CD27, CD45 and CD138. Despite this, no impact on the identification
of both normal vs. aberrant/clonal PC was observed, neither during manual expert-based gating
or automated data analysis.

Subsequently, we evaluated the performance of the two tube 8-color NGF panel vs. three
different single-tube 10-color panels (Table 1) in a total of 5 MM BM samples measured in an LSR
Fortessa X20 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) flow cytometer. Similar overall results were
achieved but associated with a poorer performance of the anti-Lambda BV605 and CD117 BV605

conjugates vs. reagents present in the 8-color combinations due to a poor resolution of positive
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populations, especially the PCs. Version 3 constituted the best performing combination tested

and is currently under further prospective evaluation.
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Supplementary Table 1. Number of patient and control samples evaluated in the study.

Type of sample

Study phase PCD Patients Controls Participating Centers Total

BM PB BM PB
Antibody panel designed 63 31 USAL, EMC, UNIKIEL, 94
(Version 1) IPOLFG, SUM
Antibody performance 19 USAL 19
evaluation (Versions 2 to 5)
Evaluation of sample 7 5 1 5 USAL, UNIKIEL, 18
preparation protocols IPOLFG
Validation of NGF vs, 2nd 228ab 16 USAL, UNAV 244
generation flow
Validation NGF vs. NGS 31° USAL, UNAV 10°
Automated PC gating® 110 14 USAL, UNAV 224
Total 327 5 48 5 385

PCD, plasma cell disorders; BM, bone marrow; PB, peripheral blood; USAL, University de Salamanca, Salamanca, Spain;
Erasmus MC, Erasmus MC, University Medical Center Rotterdam, Rotterdam, The Netherlands; UNIKIEL, University
Hospital of Schleswig-Holstein, Kiel, Germany; IPOLFG, Portuguese Institute of Oncology, Lisbon, Portugal; SUM,
Medical University of Silesia in Katowice, Zabrze, Poland; UNAYV, Clinica Universidad de Navarra, Pamplona, Spain; NGF,
next generation flow; NGS, next generation sequencing; MM, multiple myeloma.

(a) 21 samples were evaluated simultaneously by NGF, 2" generation flow and NGS.

(b) correspond to 176 patients evaluated at different time points during the study.

© patient and control samples used for automated PC gating evaluation are included within the evaluation of NGF vs.
2nd generation flow.
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Supplementary Table 2. Antibody clones and reagents used in this study and their source.

Marker Clone FIuorqchrome Manufacturer Catalogue Usage in this study
conjugate number
CD5 L17F12 PerCPCy5.5 BD Biosciences 341109 SPE
CD3 SK7 APC BD Biosciences 345767 SPE
SPE; 2"GF; NGF (V1-5);
CD19 J3-119 PECy7 Beckman Coulter IM3628 10C panel (V1-3)
CcD27 L128 PerCPCy5.5 BD Biosciences 656643 2MGF; NGF (V1-3)
M-T271 HV500C BD Biosciences 561223 NGF (V4)
0323 BV510 BioLegend 302835 R'/?_Fagvs)’ 10C panel
2ndGF; NGF (V1-4); 10C
CD38 LD38 FITC Cytognos SL CYT-38F panel (V12)
MultiEpitope FITC CytognosSL  CYT-38F2 R'/(;)F (V3);10¢ panel
SPE; 2"GF; NGF (V 1-
CD56 C5.9 PE Cytognos SL CYT-56PE 5); 10C panel (V3)
CD45 HI30 PacO Invitrogen MHCD4530  SPE
PerCPCy5.5 BioLegend 304028 z\\'/?FZ)(V4'5)’ 10C panel
BV605 BD Biosciences 564048 10C panel (V3)
T29/33 PacB Dako PB986 2MGF; NGF (V1-3)
CD81 JS-81 APCH7 BD Biosciences 656647 2"4GF; NGF (V1,2)
CYT-
M38 APCC750 Cytognos SL 81AC750 NGF (V3-5)
Custom
APCA700 Cytognos SL o e 10C panel (V3)
nd(;E- _C)-
cD117 104D2 APC BD Biosciences 333233 2"GF; NGF (V1-5); 10C
panel (V1)
BV605 BD Biosciences 562687 10C panel (V1,3)
CD138 B-A38 0OC515 Cytognos SL CYT-1380C  2ndGF
PacO ExBio PO-520 NGF (V1)
MI15 HV500C BD Biosciences 650659 NGF (V2,3)
HV450 BD Biosciences 562098 SPE, NGF (V4)
BV421 BD Biosciences 562935 z\\l/?_F3§V5); ISl
CD200 OX104 APC eBioscience 17-9200 APE
CD229 Ly-9 PerCPCy5.5 eBioscience CUStOm — \GF (v2,3)
conjugate
lgx polyclonal APC Dako C0222 NGF (V1-5)
Custom
APCC750 Cytognos SL conjugate 10C panel (V3)
G20-193 AF700 BD Biosciences 561319 10C panel (V2)
Igh 1-155-2 APCH7 BD Biosciences 656648 NGF (V1,2)
polyclonal APCC750 Cytognos SL CYT-LAC750  NGF (V3-5)
CYT-
PerCPCy5.5 Cytognos SL LAMBDAC 10C panel (V3)
JDC12 BV605 BD Biosciences 563292 10C panel (V3)

Cat, catalogue; SPE, sample preparation experiments; 2"IGF, 2" generation flow; NGF, next generation flow;
10C, 10-color; APE, antibody performance evaluation. PerCP, peridinin—-chlorophyll-protein; Cy5.5, cyanin5.5;
APC, allophycocyanin; PE, phycoerythrin; Cy7, cyanin7; HV500C, BV510, brilliant violet 510; Horizon V500C;
FITC, fluorescein isothiocyanate; PacO, pacific orange, BV605, brilliant violet 605; PacB, pacific blue; H7, Hillite
7; C750, C750 dye; A700, Alexa fluor 700; OC515, Orange cytognos 515; HV450, Horizon V450; BV421, brilliant
violet 421; Ig, immunoglobulin
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Supplementary Table 3. Diagnostic clinical and laboratory features of MM
patients who reached VGPR, CR or sCR and were investigated for MRD
by NGF (n=110)

Variable
Sex

Male 53%
Female 47%

Median age (range)

62 (37-86)

ISS stage

[ 50%

I 23%

[ 27%
R-ISS stage

| 23%

I 61%

[ 16%
HR-CA by iFISH

No 67%

Yes 17%

NA 16%
Serum B2-microglobulin (mg/L)

<35 74%

>3.5 26%
LDH

Normal 78%

High 22%
M-component

lgG 66%

IgA 23%

IgD 1%

BJ 3%

Oligosecretory 7%

ISS, international staging system; R-ISS, revised ISS; HR-CA, High risk chromosomal
abnormalities include del(17/17p), t(4;14), t(14;,16) and/or, t(14;20); iFISH, interphase
fluorescent in situ hybridization; NA, not available; LDH, lactate dehydrogenase; BJ,
Bence-Jones
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Supplementary Table 4. Distribution of MM patient BM samples according to the type of
treatment received and the corresponding MRD time points

MRD time points

Treatment line . Afte.r Maintenance At the end
induction of therapy
VGPR, CR/sCR (n=110) 30 22 58
Newly-diagnosed patients
HDT-ASCT Front line 22 2 40
Non-transplant candidates ~ Front line 3 6 4
Relapsed/refractory patients
> 2" ine 5 14 14
PD, PR or SD (n=52) 7 20 25
Newly diagnosed patients
HDT-ASCT Front line 1 2 7
Non-transplant candidates ~ Front line 4 3
Relapsed/refractory patients
> 2" |ine 6 14 15

HDT-ASCT includes treatment with Pis, Pis+classical drugs or Pis+IMIDs with or without MoAbs, or Pis+classical
drugs+IMIDs followed by HDT-ASCT. Non-transplant candidates received treatment with Pis+classical drugs or
Pis+IMIDs with or without MoAbs, IMIDs or IMIDs+MoAbs. >2" line of treatment included classical drugs, Pis,
Pis+classical drugs with or without MoAbs, Pis+IMIDSs with or without classical drugs, IMIDs with or without MoAbs,

MoAbs, and allo-SCT.

MM, multiple myeloma; BM, bone marrow; MRD, minimal residual disease; VGPR, very good partial response; CR,
complete response; sCR, stringent CR; HDT, high dose therapy; ASCT, autologous stem cell transplant; PD, progressive
disease; PR, partial response; SD, stable disease; Pis, proteasome inhibitors; IMIDs, immunomodulatory drugs; MoAbs,
humanized monoclonal antibodies; allo-SCT, allogenic steam cell transplant
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Supplementary Table 5. Impact of sample preparation and staining of 10" cells/tube on the
median fluorescence intensity obtained for plasma cell populations with the FACS-Lyse vs. the Al
bulk-lysis protocol highlighting the need for re-titration of multiple reagents.

Antibody EuroFF'IAcfvsc_i:_ayS:OS’fiC A1 Bulk-Lysis protocol Reagent titer Final reagent
reagent protocgl (staining 10’ cells/tube)  (uL/test) titer (uL/test)
59,372 53,516
CD38-FITC (26,662-65,976) (22,685-55,983) ’ °
1563 1520
CD56-PE (601-2,401) (482-2,964) ’ i
2,372 2,040
8,018 5,840
CD19-PECY7 (4,121-11,878) (3,216-9,508) ° ’
8,195 5,413
CD81-APC C750 T (5.241.5.778) 2 10
14,010 11,283 )
CD138-PacB (6,308-19,294) (7,040-14,226) ’
4,995 4,209 "
CD27-HV500-C (4,339-6,105) (3,509-4,932) e

Results expressed as median fluorescence intensity (range) for the positive reference cell population (arbitrary units

scaled from 0 to 262,144).

*This amount corresponds to the final reagent in Version 5 (CD138-BV421): 2 ulL/test. **This amount corresponds to

the final reagent in version 5 (CD27-BV510): 10 ulL/test.
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 1. Performance of 4/9 different FITC-conjugated CD38 antibody clones evaluated in two MM
BM samples after anti-CD38 monoclonal antibody therapy. Upper panels show the staining pattern of the 4 different
clones in a MM MRD sample from a patient treated with Daratumumab. In turn, the lower panels correspond to an
MGUS BM sample from a patient studied at diagnosis incubated ex-vivo with the Isatuximab antibody (prior to
staining). Of note, from the different clones tested, the best performance corresponded (in both cases) to the multi-
epitope CD38 reagent. PC populations were identified in all dot plots based on their CD138, CD45 and light scatter
profile, and they are depicted as blue dots; other BM cells are shown as grey dots. LD38, HB7 and multi-epitope
conjugates are commercially available reagents. The SUN-4B7 clone was kindly provided by F. Malavasi (Lab of
Immunogenetics, Department of Medical Sciences, University of Torino Medical School, Torino, Italy).

150



-Material suplementario. Articulo 1-

Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 2. lllustrating example of the utility of the NGF antibody panel for the identification of normal
residual B-cells populations, PC and other non-B-cell lineage cells in a representative BM from an MRD* MM patient.
In panels A and B CD45- SSC' nucleated red blood cells (brown dots) and CD117" mast cells (blue dots) are shown. In
turn, in panels C to F different normal/residual B-cell populations are identified including i) CD19* CD38" CD45"° and
CD45Mt B-cell precursors (light and dark green dots), i) CD19* CD38"° immature B-lymphocytes (light blue dots), iii)
CD19* CD38" CD27 naive B-cells (dark blue dots) and, CD19* CD38" CD27* memory B-lymphocytes (orange dots).
Finally, in panels G to K normal (polyclonal) plasma cells (blue dots) and aberrant (clonal) PC (red dots) are identified.
In all panels, grey events correspond to other BM cells.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO CORRESPONDIENTE AL
ARTICULO 2

"Utilidad clinica de la citometria de flujo de nueva generacion como técnica
minimamente invasiva para la deteccion de células plasmaticas tumorales
circulantes en la sangre de pacientes con gammapatia monoclonal de significado
incierto y mieloma multiple al diagnéstico”

En esta seccion se recogen: 1) los materiales y métodos suplementarios, haciendo especial
hincapié en la descripcién de la metodologia empleada en el procesamiento de las muestras de
sangre periférica, asi como en el volumen de muestra requerido para alcanzar los niveles de
sensibilidad reportados y en los paneles de anticuerpos monoclonales (clones y casa comercial)
empleados en la técnica de citometria de flujo de nueva generacion (NGF); 2) las caracteristicas
clinicas de los pacientes incluidos en el trabajo; 3) la distribucion (en nUmeros absolutos, relativos
y proporcionales) de las células plasmaticas (CP) normales y tumorales en sangre periférica,
dentro de cada subgrupo clinico de neoplasias de CP; 4) un ejemplo ilustrativo de las diferencias
inmunofenotipicas detectadas mediante NGF entre las CP normales y tumorales de sangre
periférica respecto a su contrapartida medular; 5) la distribucion de las CP tumorales circulantes
(en numeros absolutos) en sangre de pacientes con mieloma multiple quiescente, segun el riesgo
de progresion maligna medido por los sistemas de estratificacion prondstica cominmente

usados en la rutina clinica actual.

Blood Cancer Journal (2018), 8:117
DOI: 10.1038/s41408-018-0153-9.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Supplementary methods

PATIENTS AND METHODS

Immunophenotypic detection of circulating tumor plasma cells (CTPC). Briefly, peripheral blood
(PB) (median volume of 5.1 mL; range: 2.1-12.8 mL) was mixed with 50 mL of an ammonium
chloride (NH4CL) lysing solution and incubated for 15 minutes at room temperature (RT) to lyse
non-nucleated red cells. Then, nucleated cells were washed in phosphate buffered saline (PBS)
containing 0.5% bovine serum albumin (BSA) and 0.09% sodium azide (NaNs); for surface
membrane (Sm) staining only, washed cells were subsequently stained with the different
antibodies for 30 minutes at RT in the darkness. Afterward, 2 mL of the FACS lysing solution -
Becton/Dickinson Biosciences (BD), San Jose, CA,- was added to the cell pellet, mixed, and another
incubation was performed for 10 minutes (RT). Identification of cytoplasmic immunoglobulins
(Cylg) was performed according to the EuroFlow standard operating procedure for simultaneous
staining of cell surface membrane (Sm) and cytoplasmic (Cy) markers using the Fix&Perm reagent
kit (An der Grub, Vienna, Austria) (for more detailed protocol information please

see www.EuroFlow.org). In tube 1 of the EuroFlow-IMF MM minimal residual disease (MRD)

antibody panel*”®, cells were stained for: CD138-BV421, CD27-BV510, CD38ME-FITC, CD56-PE,
CD45-PerCPCy5.5, CD19-PECy7, CD117-APC and CD81-APCC750; while in tube 2, the CD138-
BV421, CD27-BV510, CD38-FITC, CD56-PE, CD45-PerCPCy5.5, CD19-PECy7, Cy-IgKappa (k)-APC
and CylgLambda (A)-APCC750 stainings, were used (Supplemental Table 3).
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Supplemental Table 1. Clinical and laboratory features of PCN patients distributed according to
the distinct diagnostic disease categories.

Clinical and SP macrofocalMM MGUS SMM MM
laboratory
foatures (n=17) (n=4) (n=150) (n=25) (n=68)
Male/female (%) 78%/22% 75%/25% 51%/49% 48%/52% 54%/48%
. 69
Age (years) 74 (45-86) 86 (74-89) 69 (28-97) 69 (55-82) (40-94)
Hemoglobin 139 107
(Q/L)* 130 (86-169) 122 (114-126) 146 (75-184) (92-158) (77-163)
Serum M- 57
comEonent 4.7 (0-28) 5.2 (3.6-5.2) 6 (0-118) 21 (6-86) (1.6-40,660)
(g/L)
IgA* 0% 25% 30% 40% 20%
Heavy chain: IgG* 61% 25% 66% 60% 54%
IgH™ 39% 50% 4% 0% 26%
Light chain: K" 86% 75% 62% 52% 68%
9 ‘ A 14% 25% 38% 48% 32%
Serum FLC 23.9
atio* 2.9 (0.04-129) 1619 (1.1-332) 1.2 (0.02-142) 1.9 (0-130) (0-53.714)

Results expressed as percentage of cases or as *median values and range between brackets. IgM-MGUS cases were
excluded from this study. PCN, plasma cell neoplasm; SP, solitary plasmacytoma; macrofocalMM, macrofocal MM;
MGUS, monoclonal gammopathy of undetermined significance; SMM, smoldering MM; MM, multiple myeloma; M-
component, monoclonal component; FLC, free light chain; Ig, immunoglobulin.
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Supplemental Table 2. Clinical and laboratory features of macrofocalMM patients (n=4)

CASE1 CASE 2 CASE 3 CASE 4
Gender M M F M
Age (years) 89 85 74 87
Overall survival (months) 10.8 (D) 3 (A) 29.5 (A) 6.9 (D)
Hemoglobin (g/L) 14 19 125 126
Serum calcium (mg/dL) 10.3 8.7 94 95
Serum creatinine (mg/dL) 2.3 0.7 0.8 1.1
Serum albumin (g/dL) 3 34 47 3.9
N. of focal lesions on MRI studies >5 2 >10 >5
% BM PC involvement by 79 17% 9% 39%
morphology
% tumor PC/ all BM PC by FCM 16% A7% 20% 73%

macrofocalMM, macrofocal multiple myeloma; BM,

imaging; FCM, flow cytometry; D, dead; A, alive.

bone marrow; PC, plasma cell; N, number; MRI, magnetic resonance
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Supplemental Table 3. Antibody clones and fluorochrome-conjugated reagents used for
the identification and characterization of PC in newly-diagnosed PCN patients and their
source.

MARKER FLUOROCHROME CLONE MANUFACTURER
CD138 BV421 MI15 BD

cb27 BV510 323 Biolegend
CD38 BV510 HIT2 BD

CD45 BV650 HI30 BD

CD19 BV786 SJ25C1 BD

CD38 FITC Multiepitope Cytognos
Vs38c FITC Vs38c Dako
CD56 PE C5.9 Cytognos
Ki67 PE B56 BD

CD20 PECF594 2H7 BD

CD45 PerCP-Cy5.5 HI30 Biolegend
anti-Kappa PerCP-Cy5.5 Polyclonal Cytognos
anti-Lambda PerCP-Cy5.5 Polyclonal Cytognos
CD19 PE-Cy7 J3-119 BC

CD56 PE-Cy7 N901 (HLDA6) BC

CD117 APC 104D2 BD

CD81 APC JS-81 BD
anti-Kappa APC Polyclonal Dako
CD81 APC-C750 M38 Cytognos
anti-Kappa APC-C750 Polyclonal Cytognos
anti-Lambda ~ APC-C750 Polyclonal Cytognos

PC, plasma cell; PCN, PC neoplasm; BV, brilliant violet; FITC, fluorescein isothiocyanate; PE, R-phycoerythrin;
PECF594, PECF-dye 594; PerCP-Cy5.5, peridinin-chlorophyll protein-cyanine 5.5; PE-Cy7, PE-cyanine 7; APC,
allophycocyanine; APC-C750, APC-dye 750; BC, Beckman Coulter (Hialeth, FL); BioLegend (London, UK);
Cytognos SL, (Salamanca, Spain); BD, Becton/Dickinson Biosciences (San Jose, CA); Dako (Glostrup, Denmark).
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Supplemental Table 4. Distribution of circulating tumor PC in PB of PCN patients grouped per
diagnostic subtype of the disease.

Variable Value SP macrofocalMM MGUS SMM MM
(n=17) (n=4) (n=150) (n=25) (n=68)
% of tumor PC  Median <0.0001% <0.0001% 0.0002% 0.004% 0.04%
from all PB Range (<0.0001%- (<0.0001%-  (<0.0001%- (0.0001%- (0.0002%-
leucocytes 9 0.002%) 0.0001%) 0.16%) 0.2%) 12.6%)
pvalue 0.007% <0.001* <0.01* <0.001* 0.005** -
Number of Median <0.001 <0.001 0.008 0.16 19
tumor PC/ulL (<0.001- (0.005- (0.007-
of PB Range (<0.001-0.1) (<0.001-0.01) 9.8) 12.9) 339.9)
pvalue 0.007*% <0.001* <0.01* <0.001* 0.005** -
H 0, 0, 0, 0, 0,
% of tumor PC Median 0% 0% E)Oi/a (TOS.Ai/Aa g;/@
0/_2 QO 0/ _1 40 o~ /07 & /07
from all PB PC  Range (0%-3.9%) (0%-1.4%) 94.2%) 92.4%) 99.9%)
pvalue 0.002% <0.001* <0.01* <0.001* 0.05** -

Results expressed as median values (range). #p-value vs. MGUS; *p-value vs. MM and SMM; **p-value vs. MM. PC,
plasma cell; PB, peripheral blood; PCN, PC neoplasm; SP, solitary plasmacytoma; macrofocalMM, macrofocal MM;
MGUS, monoclonal gammopathy of undetermined significance; SMM, smoldering MM; MM, multiple myeloma.
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Supplemental Table 5. Distribution of NPC in the PB of HD and PCN patients grouped per
diagnostic subtype of the disease.

Variabl Value HD SP macrofocalMM  MGUS SMM MM
anav'e (h=71) | (n=17) (n=4) (n=150) _ (n=25) _ (n=68)
% of normal ~ Median 0.029%  0028%  0.04% 0014%  0020% 0.023%
PCiromallPB o (0002% (0005%  (0008%-  (0.0007%- (0.0004% (0.001%-
leucocytes 019%) = 0.1%) 0.09%) 03%)  02%)  05%)
pvalue - - - L0l - -
0.007
Number of Median 1.9 1.4 3.3 0.8 1.0 13
g?rprgm PEL Range | (0.14-16) (%2; 0.7-5.7) (?;;) (0.01-14.8) (01'(6)53
<0.007, ,
pvalue - - - 0.001" 0.005 -

Results expressed as median values (range). ¥p-value vs. HD; *p-value vs. MM. PC, plasma cell; NPC, normal PC PB,
peripheral blood; HD, healthy donor; PCN, PC neoplasm; SP, solitary plasmacytoma; macrofocalMM, macrofocal MM;
MGUS, monoclonal gammopathy of undetermined significance; SMM, smoldering MM; MM, multiple myeloma.
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Supplemental Figure 1
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Supplemental Figure 1. lllustrating example of the immunophenotypic features of normal PC (blue dots) and tumor PC
(red dots) from paired BM (Panel A and B) and PB (Panel C and D) samples from a representative newly-diagnosed
MM patient. Principal Component 1 (PC) vs. PC2 analysis of the overall immunophenotype of normal (blue dots) vs.
tumor (red dots) PC in paired BM (Panel A) and PB (Panel C) samples for the 8-markers included in tube 1 plus
CylgKappa/CylgLambda (tube 2) of the NGF EuroFlow-IMF MM MRD antibody panel. In the right panels, conventional
bidimensional dot plots illustrating the specific phenotypic and light scatter patterns observed for BM (Panel B) and PB
(Panel D) normal (blue dots) and tumor (red dots) PC are shown. PB, peripheral blood; BM, bone marrow; PC, plasma
cell; MM, multiple myeloma; Cylg, cytoplasmic immunoglobulin; NGF, next generation flow; IMF; International Myeloma
Foundation; MRD, minimal residual disease.
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Supplemental Figure 2
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Supplemental Figure 2. Absolute CTPC counts in PB of SMM patients grouped according to the Mayo Clinic prognostic
index (Panel A) and the Spanish prognostic score (Panel B). Boxes extend from the 25% to the 75" percentile values;
the line in the middle and vertical lines correspond to the median value and the 10t and 90t percentiles, respectively.
PC, plasma cell; CTPC; circulating tumor PC; PB, peripheral blood; SMM, smoldering multiple myeloma.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO CORRESPONDIENTE AL
ARTICULO 3

"Monitorizacion de células plasmaticas tumorales circulantes en sangre periférica
de pacientes con mieloma multiple tras tratamiento mediante citometria de flujo
de nueva generacion”

En esta seccion se recogen: 1) los materiales y métodos suplementarios, haciendo especial
hincapié en el tipo de esquema terapéutico administrado y la respuesta clinica alcanzada tras su
aplicacién, en los pacientes con mieloma multiple (MM) incluidos en este estudio; 2) la descripcion
de las combinaciones de anticuerpos monoclonales y los reactivos usados en la técnica de
citometria de flujo de nueva generacion (NGF) e inmunofijacion, respectivamente; 3) la
descripcién de los métodos estadisticos utilizados y la definicion del punto basal de seguimiento
para el calculo de las curvas de supervivencia de los pacientes con MM incluidos en este estudio;
4) los resultados respecto a la distribucion de los pacientes con MM que mostraron células
plasmaticas tumorales circulantes (CPTC) en sangre tras la terapia y los nimeros absolutos de
estas CPTC, de acuerdo a la respuesta clinica alcanzada con el tratamiento (RC vs. #RC); 5) el
impacto prondstico (supervivencia libre de progresion) asociado con la deteccion de CPTC en
sangre vs. el estudio de enfermedad minima residual (EMR) en muestras pareadas de médula
Osea, segun la fase (durante o final) de tratamiento donde se realizd el analisis; 6) las
caracteristicas clinicas basales de los pacientes con MM incluidos en este estudio; 7) la distribucion
de casos positivos y negativos para CPTC en sangre respecto a la presencia vs. ausencia de EMR
en médula dsea y del resultado de inmunofijacion en suero, agrupado segun la respuesta clinica
alcanzada (RC vs. #RC) y la fase (durante o final) de tratamiento donde se realizd el anélisis; 8)
medianas y rangos de los recuentos de CP tumorales en sangre y MO de las muestras pareadas
estudiadas en este trabajo, tanto en la serie global de pacientes como segun la respuesta clinica

alcanzada con el tratamiento (RC vs. #RC).

Blood (2019), 134:24
DOI: 10.1182/blood.2019002610.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Supplementary methods

MATERIALS AND METHODS

Patients and samples. Multiple myeloma (MM) patients were treated out of clinical trials and
grouped according to time of minimal residual disease (MRD) assessment 2" into: (1) cases
evaluated during (active) treatment (n=30) -immediately prior to autologous stem cell
transplantation (ASCT) or after induction (high-dose therapy based on: bortezomib+
thalidomide+ dexamethasone (VTD), bortezomib+ lenalidomide+ dexamethasone (VRD),
carfilzomib+ lenalidomide+ dexamethasone (KRD), bortezomib+ cyclophosphamide+
dexamethasone (VCD) or bortezomib+ melphalan+ prednisone (VMP) regimens)- and, (2) after
the end of (active) ASCT therapy (n=107). Overall, 118/137 patients received or were candidates to
undergo an ASCT. At the time of bone marrow (BM) MRD plus blood circulating tumor plasma
cells (CTPC) analyses, patients were categorized by the 2016 International Myeloma Working
Group (IMWG) response criteria B7into: cases in stringent CR (sCR)/CR (n=71), very good partial
response (VGPR; n=33), partial response (PR; n=10), stable disease (SD; n=2), and progressive
disease (PD; n=21). Those 54 patients in whom sequential follow-up blood samples were
evaluated for both serum immunofixation (sIF) and CTPC (median interval between sequential
analyses of 10 months) included: (1) MM cases in which either blood CTPC or sIF were persistently
negative (negative/negative; 36 and 29 cases, respectively) or they turned negative after a first
positive evaluation (positive/negative; 6 and 11 cases, respectively); and (2) MM patients who were
either CTPC or sIF positive in the last evaluation, regardless of their previous status

(negative/positive, 6 and 5 cases, respectively; and, positive/positive, 6 and 9 cases, respectively).

Prior to entering the study, written informed consent was given by each patient according to
the Declaration of Helsinki. All samples were received and processed at the different participating

centers (USAL-HUSA, UFRJ-IPPMG).

Immunophenotypic and immunofixation studies. Blood and BM aspirated samples were collected
in tubes containing EDTA as anticoagulant and prepared following the EuroFlow bulk-lysis,

surface. membrane (sm)-only and sm-plus-cytoplasmic (cy) standard EuroFlow staining
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procedures, as described elsewhere. The 2-tube/8-color EuroFlow MM MRD antibody panel
“allows confirmation in a second independent measurement, of the clonal nature of suspicious
(low numbers of) tumor plasma cells (TPC), through evaluation of the cytoplasmic kappa/lambda
restriction of phenotypically aberrant PC which has previously proved to be required in a
significant number of cases” *”*. As previously described in detail, in tube 1, cells were stained for:
CD138-BV421, CD27-BV510, CD38ME-FITC, CD56-PE, CD45-PerCPCy5.5, CD19-PECy7, CD117-APC
and CD81-APCC750; while in tube 2, the CD138-BV421, CD27-BV510, CD38-FITC, CD56-PE, CD45-
PerCPCy5.5, CD19-PECy7, Cy-immunoglobulin (Ig) Kappa-APC and CylgLambda-APCC750
staining were used. Stained cells were measured in FACSCanto Il flow cytometers -
Becton/Dickinson Biosciences (BD), San Jose, CA- using the FASCDiVa software (BD). The
percentage of tumor plasma cells (TPC) defined on immunophenotypic grounds was determined
from all BM and blood nucleated cells, respectively, while absolute blood CTPC counts were
calculated using a dual-platform approach, as previously described *”’. For flow cytometry data
analysis, the /nfinicyt software (version 2.0; Cytognos SL, Salamanca, Spain), was used. CTPC-
negativity and MRD-negativity were defined as absence of TPC in blood or BM by NGF with a
limit of detection of <2x107°, respectively; while CTPC-positivity and MRD-positivity indicated
presence of TPC in blood or BM by NGF above this cutoff level.

In parallel to CTPC NGF analyses, sIF using HYDRAGEL kits (HYDRASYS system, Sebia,

) 378

Barcelona, Spain was performed to detect the tumor M-component in fresh serum samples

collected in tubes without anticoagulant, following the recommendations of the manufacturer.

Statistical methods. Crosstab tables were used to compare the distribution of cases presenting
TPC by next generation flow (NGF) in paired blood vs. BM samples, and to assess the relationship
between the blood CTPC status by NGF and sIF status. The Fisher’s Exact test and the Wilcoxon
test were applied to calculate the statistical significance of differences observed between groups
for (paired) categorical and continuous variables, respectively. The Kaplan—-Meier method and
either the (two-sided) log-rank or the post-hoc tests were used to plot and compare progression-
free survival (PFS) curves between two or more than two patient groups, respectively. PFS was
calculated as the time lapse from assessment of response (BM MRD plus first blood CTPC
analysis), to either disease progression or death for any reason. PFS hazard ratio (HR) values were

estimated using Cox regression modelling by the forward Wald-stepwise method, after the
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proportional hazard assumption was checked for each covariable. Those covariables that showed
(statistically) significant impact on PFS in multivariate analysis, were used to build a prognostic
score. Statistical significance was set at p-values <0.05. For all statistical analyses, the Statistical

Package for Social Sciences (SPSS version 23; IBM, Armonk, NY), was used.

Supplementary results

Blood CTPC vs. BM MRD status. At time of analysis of blood CTPC plus BM MRD and slF, 52% of
all MM patients were in CR or sCR (71/137), while the other cases (66/137; 48%) reached lower
quality of response to therapy (p.ej. VGPR, PR, SD, PD) independently of their sIF status (4 were
sIFY). Of note, those sCR/CR cases who had CTPC in blood at time of analysis, showed median
percentage and absolute CTPC counts significantly lower than those observed within non-CR
CTPC" cases (p=0.001): 0.0002% (range: <0.0001%-0.007%) and 17 CTPC/mL of blood (range: <5-
457 CTPC/mL) vs. 0.005% (range: <0.0001%-0.6%) and 241 CTPC/mL of blood (range: <5-18,352
CTPC/mL), respectively (Supplemental Table 3).

Prognostic impact of PB CTPC vs. BM MRD. Overall, the blood CTPC status emerged as a
prognostic factor independent of the phase of treatment at which it was assessed with median
PFS of 17 vs. 50 months for CTPC" vs. CTPC cases analyzed during therapy (p=0.007;
Supplemental Figure 1A) and of 6 vs. 32 months for those evaluated after discontinuation of active
treatment (p<0.0001; Supplemental Figure 1D). Similarly, positivity for BM MRD showed a
significant impact on PFS (vs. BM MRD" cases) once assessed during or at the end of active
treatment with median PFS of 19 vs. 46 months (p=0.02; Supplemental Figure 1B) and of 18 vs. 46
months (p<0.0001; Supplemental Figure 1E), respectively. Of note, the distribution of cases
presenting blood CTPC according to their BM MRD and slF status, was similar in MM patients

investigated during and after active treatment vs. the whole series (Supplemental Table 4).
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Supplemental table 1. Baseline MM patient characteristics (n=137).

Patients Characteristics Distribution
Age, years, median (range) 63 (40-85)
Sex, males/females, (%) 58% / 42%
Hemoglobin, g/dL, median (range) 11.6 (4-16.3)
Serum calcium, mg/dL, median (range) 9.6 (7.1-14)
Serum creatinine, mg/dL, median (range) 0.9 (0.4-13.9)
Serum albumin, g/dL, median (range) 3.9 (2.6-5.1)
Serum Bz-microglobulin, mg/L, median (range) 3.3 (1.1-33.3)
Bone marrow-plasma cell FISH, n (%) 96 (70%)
Abnormal cytogenetic profile* 45 (47%)

. t(414) 13 (21.3%)

* t(11;,14) 7 (11.4%)

* £(14,16) 4 (6.5%)

* Del(17p) 13 (21.3%)

« Del(13q) 5 (8.2%)

+ 19 gains 8 (13%)

* IgH translocation with unknow partner/deletion 9 (15%)

* Monosomy 13 2 (3.3%)

Normal FISH 51 (53%)
* >2 abnormal cytogenetic mutations could be present at the same patient. MM, multiple
myeloma; y, years old; FISH, fluorescent in situ hybridization; t, translocation; Del, deletion;
IgH, immunoglobulin heavy chain.
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Supplemental Table 2. Blood CTPC status vs. BM MRD and serum IF status of MM
patients (n=137) classified according to response to therapy

Blood CTPC status P
BM MRD status Negative Positive Total
Negative 46/137 34%)  0/137 (0%) 46/137 (34%)
Positive 55/137 (40%) 36/137 (26%)  91/137 (66%)  <0.0001
Total 101/137 (74%) 36/137 (26%) 137/137 (100%)
Serum IF status
Negative 60/137 (44%)  15/137 (1%)  75/137 (55%)
Positive 41137 30%)  21/137 (15%)  62/137 (45%) 0.08
Total 101/137 (74%) 36/137 (26%) 137/137 (100%)
BM MRD Negative
sIF Negative 36/46 (78%) 0/46 (0%) 36/46 (78%)
sIF Positive 10/46 (22%) 0/46 (0%) 10/46 (22%) -
Total 46/46 (100%) 0/46 (0%) 46/46 (100%)
BM MRD Positive
sIF Negative 24/91 (26%)  15/91 (17%) 39/91 (43%)
sIF Positive 31/91 (34%) 21/91 (23%) 52/91 (57%) 1.0
Total 55/91 (60%)  36/91 (40%) 91/91 (100%)
From sCR/CR MM Cases
BM MRD Negative 36/71 (51%) 0/71 (0%) 36/71 (51%)
BM MRD Positive 23/71 (32%) 12/71 (17%) 34571 (49%) <0.0001
Total 59/71 (83%) 12/71 (17%) 71/71 (100%)

CTPC, circulating tumor plasma cells; BM, bone marrow; MRD, minimal residual disease; sIF, serum
immunofixation; MM, multiple myeloma; CR, complete response; sCR, stringent complete response;
SCR/CR MM cases includes sCR and CR cases.
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Supplemental Table 3. Relative and absolute CTPC counts in blood vs. BM MRD levels for the
whole MM patient cohort (n=137) and for MM cases classified according to response to therapy
(sCR/CR vs. non-CR cases).

Patient CTPCcases N.of CTPC/mL % of CTPCin . p (% Blood CTPC
group detected of Blood blood % of TPC in BM vs. % BM MRD)
0.0001
TPC - (n=101 NA NA
Whole MM CTPC - (n=101) (<0.0001-1.8)
s(;r?es CTPC + (n=36) 86 0.0014 014 <0.0001
137) - (<5-18352)  (<0.0001-0.6)  (0.0005-14.3) '
o <5 <0.0001 0.002 00001
(<5-18352)  (<0.0001-0.6)  (<0.0001-14.3) :
<0.0001
CTPC - (n=59) NA NA <00001-18) -
MM sCR/CR ) 17+ 0.0002* 0.07
cases (n=71) - T (0T s 457 (<0.0001-0007)  (0.0008-16) 0.002
<5 <0.00017* <0.00017*
<
Subtotal (<5-457)  (<0.0001-0.007)  (<0.0007-1.8) 0.0001
0.004
CTPC - (n=42 NA NA -
. (n=42) (<0.0001-0.2)
on-
241 0.005 02
R CTPC + (n=24 <0.0001
sCR/C =2 518352 (<0.0001-06)  (0.0005-14.3)
cases (n=66) <5 <0.0001 0.02
Subtotal ' ' <0.0001
ubtota (<5-18352)  (<0.0001-0.6)  (<0.0001-14.3)

*P <0.01 vs. MM cases who did not reach sCR/CR.

Results expressed as median (range) values. NA, not applicable; N; number; CTPC, circulating tumor plasma cell; TPC,
tumor plasma cell; BM, bone marrow; MRD, minimal residual disease; MM, multiple myeloma; Non-sCR/CR MM patients
includes VGPR, PR, SD, PD cases; sCR/CR MM cases includes sCR and CR cases; CR, complete response; sCR, stringent
complete response; PR, partial response; VGPR, very good partial response; SD, stable disease; PD, progressive disease.
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Supplementary Table 4. Blood CTPC status vs. BM MRD and serum IF status of
MM patients during (n=30) and after active (n=107) treatment.

From during active

treatment patients

BM MRD status
Negative
Positive
Total

Serum IF status
Negative
Positive
Total

BM MRD negative
sIF negative
sIF positive
Total

BM MRD positive
sIF negative
sIF positive
Total

From after active

treatment patients

BM MRD status
Negative
Positive
Total

Serum IF status
Negative
Positive
Total

BM MRD negative
sIF negative
sIF positive
Total

BM MRD positive
sIF negative
sIF positive
Total

Blood CTPC status

Positive Total P
0/30 (0%) 11/30 37%)
7/30 (23%)  19/30 (63%) 0.03
7/30 (23%) 30/30 (100%)

Negative
11/30 (37%)
12/30 (40%)
23/30 (77%)

17/30 (57%)
6/30 (20%)
23/30 (77%)

3/30 (10%)
4/30 (13%)
7/30 (23%)

20/30 (67%)
10/30 (33%) 0.2
30/30 (100%)

10/11 (91%)
1/11 (9%)
11/11 (100%)

0/11 (0%)
0/11 (0%)
0/11 (0%)

9/11 (91%)
1/11 (9%) -
11/11 (100%)

7/19 (37%)
5/19 (26%)
12/19 (63%)

3/19 (16%)
4/19 (21%)
7/19 (37%)

10/19 (53%)
9/19 (47%) 0.7
19/19 (100%)

36/107 (34%) 0/107 (0%) 36/107 (34%)
42/107 (39%) 29/107 (27%) 71/107 (66%)
78/107 (73%) 29/107 (27%) 107/107 (100%)

<0.0001

42/107 (39%) 12/107 (11%) 54/107 (50%)
36/107 (34%) 17/107 (16%) 53/107 (50%) 0.2
78/107 (73%) 29/107 (27%) 107/107 (100%)

26/36 (72%)
10/36 (28%)
36/36 (100%)

0/36 (0%)
0/36 (0%)
0/36 (0%)

26/36 (72%)
10/36 (28%) -
36/36 (100%)

16/71 (22%)
26/71 (37%)
42/71 (59%)

12/71 (17%)
17/71 (24%)
29/71 (41%)

28/71 (39%)
43/71 (61%) 0.8
71/71 (100%)

CTPC, circulating tumor plasma cells; BM, bone marrow; MRD, minimal residual disease; slIF,
serum immunofixation; MM, multiple myeloma.
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-Material Suplementario. Articulo 3-

Supplementary Figure 1
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Supplemental Figure 1. PFS curves of MM patients grouped according to their PB CTPC, BM MRD status and both PB
CTPC and BM MRD status during active treatment (A to C, respectively) and at the end of active therapy (D to F,
respectively). (C and F) Cluster A (grey line) represents cases that were simultaneous negative for paired BM MRD and
PB CTPC; Cluster B (black line) represents BM MRD positive and PB CTPC negative cases; and, Cluster C (red line)
represents cases that were simultaneous positive for BM MRD and PB CTPC. PB, peripheral blood; BM, bone marrow;
MRD; minimal residual disease; NGF, next generation flow; PFS, progression-free survival; CTPC, circulating tumor
plasma cell; NR, not reached; MM, multiple myeloma.
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